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RESUMEN

Introduccion: La diabetes mellitus es un término que hace referencia a un grupo
de enfermedades metabdlicas caracterizada por la hiperglucemia crénica, la cual
puede comprometer el funcionamiento de todos los tejidos corporales asi como su
proceso de reparacién, conocido como cicatrizacion. La corteza del cuachalalate se
utiliza como remedio para mas de 30 enfermedades. Sin embargo, hasta el
momento se desconoce su efecto en la cicatrizacion de heridas en modelos

animales de DM.

Objetivo: Evaluar el efecto cicatrizante del extracto hexanico de Amphiptherygium

adstringens en modelos experimentales con diabetes mellitus tipo 1y 2.

Material y métodos: Para la induccién de la herida se utilizaron ratones macho y
hembra de la cepa C57BL naive o con DMT1 inducida con estreptozotocina o con
DMT?2 inducida por dieta de cafeteria y estreptozotocina. La herida se realiz6 en el
dorso de cada raton utilizando un punch para biopsia de 6 mm bajo condiciones de
anestesia. Una vez realizada la herida se aplico el tratamiento a grupos control
(vehiculo), Hyalo4 o extracto. El seguimiento del cierre de la herida se realizd
mediante registro fotografico. El area de la herida se midié utilizando el software

Image J.

Resultados: Se observo un retraso en la cicatrizacion de los ratones con DMT1 y
con DMT2. Evidenciando que la hiperglucemia presente en la DM induce

alteraciones en el proceso de cicatrizacion. Se observo que una uUnica aplicacion



con el extracto o Hyalo4 no alteraron de forma significativa la cinética de cierre de
la herida de los ratones diabéticos. Estos resultados podrian deberse a que en
condiciones de DM un tratamiento agudo no es suficiente para observar efectos

terapéuticos, y probablemente se requiera evaluar un tratamiento cronico.

Conclusiones: Los modelos murinos de DMT1 y DMT2 resultan buenos modelos
para la evaluacion de los mecanismos involucrados en el retraso de la cicatrizacion.
En nuestras condiciones experimentales, el extracto hexanico del cuachalalate no

presenta un efecto pro-cicatrizante en los modelos de DM.



ABSTRACT

Introduction: Diabetes mellitus is a term that refers to a group of metabolic diseases
characterized by chronic hyperglycemia, which can compromise the functioning of
all body tissues as well as their repair process, known as scarring. The cuachalalate
bark is used as a remedy for over 30 diseases. However, until now, its effect on

wound healing in animal models of DM is unknown.

Objective: To evaluate the healing effect of the hexane extract of Amphipterygium

adstringens in experimental models with diabetes mellitus type | and 1.

Material and methods: For the induction of the wound, male and female mice of
the C57BL naive strain were used, or with DMT1 induced with streptozotocin, or
DMT?2 induced by cafeteria diet and streptozotocin. The wound was made on the
back of each mouse, using a 6 mm biopsy punch under anesthetic conditions. Once
the wound was made, the treatment was applied to vehicle groups, Hyalo4 or
extracts. The follow-up of the wound closure was carried out by photographic record.

The wound area was measured using the ImageJ software.

Results: A delayed healing was observed in either DMT1 or DMT2 mice, showing
that hyperglycemia presented in DM induces disturbance in the healing process. It
was observed that a single application with the extract or Hyalo4 did not alter
significantly the kinetics of wound closure in diabetic mice. These results could be
due to the fact that, in DM conditions, a severe treatment is not enough to observe

therapeutic effects, and it’s probably necessary to evaluate a chronic treatment.



Conclusions: The murine models of DMT1 and DMT2 are good models for the
evaluation of the mechanisms involved in delayed healing. In our experimental
conditions, the hexanic extract of cuachalalate does not exhibit a pro-healing effect

in DM models.
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1. ANTECEDENTES

1.1. Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es un término que se utiliza para referirse a un grupo de
enfermedades metabdlicas caracterizadas por la hiperglucemia crénica que resulta
de defectos en la secrecion de insulina, accion de insulina, o ambos. La
hiperglucemia crénica se refiere al incremento de la concentracion de glucosa en
ayuno a valores 2126 mg/dL y que se mantiene a largo plazo, afectando el
funcionamiento de diferentes 6rganos, principalmente los ojos, riflones, nervios,
corazén y vasos sanguineos (3, 4). Los sintomas clasicos de la DM son poliuria
(mayor frecuencia al orinar 0 aumento en la miccion), polifagia (hambre excesiva) y
polidipsia (sed excesiva), asimismo se presenta una pérdida de peso severa y otras

veces vision borrosa (5, 6)

1.2. Diagnostico de la DM

La Asociacion Americana de la Diabetes (ADA) asi como la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) han adoptado diversos criterios que se utilizan para el
diagndstico de la DM. Estos incluyen los sintomas clasicos, la concentracion de
glucosa en sangre, la concentracion de glucosa en sangre 2 horas después de la
administracion oral de una carga de glucosa o curva de tolerancia oral a la glucosa
y el nivel de hemoglobina glucosilada (HbAlc) (7), estos criterios se resumen en la

Tabla 1.
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Tabla 1. Criterios diagnosticos de la DM segun la ADA 2020. Modificada de (8)

* Glucosa plasmatica en ayuno 2126 mg/dL (7.0 mmol/L). Con ayuno de 8 horas.

* Glucosa plasmatica de 2 horas = 200 mg/dL (11.1 mmol/L) durante una curva de
tolerancia oral a la glucosa después de ingerir 75 g de glucosa anhidrida disuelta en

agua.

* Hemoglobina glucosilada (HbA1C) = 6.5% (48 mmol/L).

* Pacientes con sintomas clasicos de hiperglucemia, una glucosa casual = 200 mg/dL
(11.1 mmol/L).

Para un diagnéstico inequivoco de DM es necesario realizar mas de un criterio

diagnéstico en dias diferentes para descartar que haya sido un evento agudo (9).
1.3. Regulacion de la glucosa en sangre

A través de diferentes estudios se ha descubierto que existe diferentes defectos
metabolicos en la DM sin importar de que tipo sea, estos estudios estan enfocados
principalmente a la metabolémica, lipidémica, protedmica (10-15) y la homeostasis
de la glucosa (16-18), este ultimo es el principal defecto que se encuentra en
cualquier tipo de DM. La hiperglucemia es el principal fenbmeno etiopatogénico que
favorece el desarrollo de las complicaciones agudas y cronicas de este
padecimiento. Sin embargo, existen otras alteraciones metabdlicas concomitantes,
como las dislipidemias, que contribuyen importantemente en la progresion de

ciertas complicaciones (19).
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El mantenimiento de la homeostasis de la glucosa o tolerancia a la glucosa, es un
proceso sistémico altamente regulado que requiere de la participacién de varios
organos y sistemas que desempefian un papel fundamental. Aunque las acciones
de la insulina son de gran importancia, también lo son las redes de comunicacién
gue se establecen entre los diferentes érganos mediante la accién de hormonas,
nervios, factores locales y sustratos. Las células B-pancreéticas desempefian un
papel central en este proceso homeostético ya que regulan de un modo muy preciso
la cantidad de insulina que se secreta para promover la absorcién de glucosa
después de las comidas, y regular la cantidad de glucosa que sale del higado

durante los periodos de ayunos (7, 20).

La insulina es sintetizada inicialmente como una cadena sencilla de polipéptido,
preproinsulina (110 aminoacidos), que es procesada primero a proinsulina y
después a insulina y péptido C (Figura 1). Este complejo y altamente regulado
proceso involucra al complejo de Golgi, el reticulo endoplasmico y los granulos
secretores de las células B. Los granulos secretores son esenciales para la division
y procesamiento de la prohormona hasta llegar a los productos finales de la

secrecion, insulina 'y péptido C (7, 21).
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Preproinsulina
SP cadena B péptido C cadena A
24 30 * 31 * 21
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| B |

Figura 1. Sintesis y procesamiento de la insulina. El polipéptido inicial o preproinsulina esta
conformado por un péptido sefial (SP), la cadena A, la cadena B, y el péptido C. El SP se escinde y
se forman los puentes disulfuro (S-S) que dan lugar a una estructura en pliegues que forman la
proinsulina. Dos convertasas de la prohormona, PC1y PC2, rompen la proinsulina en dos dipéptidos,
la insulina y el péptido C. La insulina y el péptido C se almacenan en granulos y se co-secretan en
cantidades equimolares. Tomado de Alvin C. 2019 (7)

La insulina se une al receptor de insulina tirosina quinasa, que esta formado por dos
subunidades a (extracelular) y dos subunidades B (intramembranal) unidas por
enlaces disulfuro (Figura 2). La unién de la insulina a la subunidad 3 del receptor de
insulina tirosina quinasa promueve la autofosforilacion de la subunidad . La insulina

le indica al higado que convierta el exceso de glucosa en glucégeno para su
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almacenamiento; también hace que otras células del cuerpo (células del musculo
esquelético y tejido adiposo) absorban mas glucosa mediante la translocacion del
transportador de glucosa (GLUT4) a la superficie celular (Figura 3). Esto ayuda a
llevar las concentraciones de glucosa circulante a niveles normales. Cuando la
concentracion de glucosa en la sangre es baja, las células a del pancreas son
estimuladas para liberar glucagén. El glucagbn es una hormona peptidica, cuya
principal funcién es estimular la producciéon de glucosa a través del higado y se

libera en la sangre para lograr la homeostasis en condiciones de ayuno (22-24).

El glucagén indica al higado que convierta el glucogeno almacenado en glucosa
gue se libera en la sangre para lograr la homeostasis. En la diabetes, hay una
aberracion en la sintesis o en la secrecion de insulina como se observa en la
diabetes mellitus tipo 1 (DMT1) y estenosis en el conducto pancreatico, o el
desarrollo de resistencia a la insulina o su produccién subnormal como en el caso

de la diabetes mellitus tipo 2 (DMT2) (22, 25).
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Figura 2. Mecanismo de accion de lainsulina. La unién de la insulina a la subunidad a del receptor
de insulina favorece la dimerizacién del receptor y su autofosforilacién mediante el dominio con
actividad de tirosina cinasa de la subunidad 3, provocando la fosforilacion de IRS y permitiendo la
unién de la cinasa lipidica PI3K, que sintetiza PtdIns(3,4,5)P3 (PIP3) en la membrana plasmatica.
Esto recluta a la cinasa dependiente de fosfoinositidos (PDK), que fosforila directamente AKT. El
AKT activado fosforila una serie de sustratos en los residuos Ser/Thr. Estos incluyen: los factores de
transcripcion de la familia forkhead box O (FOXO); la proteina esclerosis tuberosa 2 (TSC2), que
permite la activacion de mTORCL1 y de sus objetivos posteriores, la proteina ribosomal S6 quinasa
(S6K) y la proteina de unién al elemento regulador del esterol 1¢c (SREBP1c); la glucégeno sintasa
quinasa 3B (GSK3pB) y el miembro de la familia del dominio RabGAP TBC1 4 (TBC1D4). Estas
proteinas efectoras median los efectos de la insulina en la produccion, utilizaciéon y captacion de
glucosa, asi como en la sintesis de glucégeno, proteinas y lipidos. Modificado de Haeusler et al.,
2018 (26)
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Figura 3. Mecanismo de accion de lainsulina para mantener la homeostasis de la glucosa en
sangre. La concentracion de insulina actia como sefial para indicarle al higado que convierta el
exceso de glucosa en glucégeno para su almacenamiento o bien estimule su captacion por otras
células del cuerpo cuando se produce un incremento de glucosa en el torrente sanguineo. Por otro
lado, cuando las concentraciones de glucosa son bajas, se produce la liberacion de glucagén para
estimular la degradacién de glucégeno. Modificado de Kaul et al., 2012 (22)

1.4. Epidemiologia

En el 2016, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) present6 un informe mundial
acerca la diabetes en donde deja claro que esta enfermedad es un problema de
salud publica y una de las cuatro enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT)
seleccionadas por los dirigentes mundiales para intervenir con caracter prioritario

debido a que en las ultimas décadas ha aumentado el nimero de casos (27).

Existen varias razones por las cuales la DM es considerada una de las ECNT a la
cual se le debe de priorizar en importancia, una de ellas es la econémica, ya que, si

una persona con DM no se cuida o0 no se detecta a tiempo, puede llegar a perder
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alguna extremidad, reduciendo con esto sus posibilidades de encontrar un trabajo.
Hablando del sector salud de cada pais, la DM genera los mayores gastos en este
rubro, ya que como se ha mencionado con anterioridad, al tener hiperglucemia
cronica también se ven afectados otros 6rganos del cuerpo generando ataques
cardiacos, accidentes cerebrovasculares, insuficiencia renal, amputacion de
piernas, pérdida de vision y dafios neurolégicos. Durante el embarazo, si la diabetes
no se controla de forma adecuada, aumenta el riesgo de muerte fetal y otras

complicaciones (27, 28).

En el 2012, Ramachandran et al., realizé una investigacion donde menciona que
mas del 60% de la poblacion diabética del mundo provienen de paises asiaticos, ya
gue los asiaticos estan predispuestos genética y étnicamente a la diabetes, teniendo
una baja tolerancia a los factores de riesgo ambientales. También menciona que los
asiaticos desarrollan diabetes con un indice de masa corporal (IMC) mas bajo, asi
como con una circunferencia de cintura mas pequefia, en comparacion con la
poblacion occidental, y tienen una edad de inicio mas joven para la diabetes (28,

20).
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Se calcula que 463 millones de adultos de entre 20 y 79 afios de edad en todo el
mundo tienen diabetes, 79.4% viven en paises de ingresos bajos y medios (Figura
4). Segun los calculos de 2019, para 2030 se prevé que 578.4 millones de adultos
de entre 20 y 79 afios tendran diabetes; asimismo, para 2045 la cifra aumentaria a

700.2 millones.
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Figura 4. Adultos de entre 20 a 79 afios con diabetes en el 2019 en el mundo. Tomada de la
Federacion Internacional de Diabetes 2019.

En el caso especifico de México, los resultados que nos proporciona la Encuesta
Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT) en el 2018 (30), nos menciona que del
2012 al 2018 el porcentaje de personas que padecen DM en México paso de 6.4
millones a 8.6 millones de personas en una poblacion de 20 afios en adelante

(Figura 5). De igual forma nos muestra un mapa de la republica mexicana donde se
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puede apreciar cual es el porcentaje de la poblacion con DM diagnosticada por

entidad federativa (Figura 6).
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Figura 5. Prevalencia de la DM en poblacién adulta (20-afios 0 méas) en México. Tomada de
ENSANUT, 2018.
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Figura 6. Porcentaje de la poblacion adulta (20 o méas) con diagndstico médico previo de
DM, por entidad federativa. Tomada de ENSANUT, 2018

22



La Secretaria de Salud, a través de su pagina de internet (31) da a conocer las
principales causas de defunciones por afio en México. Las 5 principales causas de
defunciones en el 2018 fueron las enfermedades del corazén, la DM, tumores
malignos, enfermedades del higado y enfermedades cerebrovasculares (Tabla 2).
Como se menciond antes, la OMS menciona otras enfermedades que se producen
por causa de la DM: relacionadas con atagues cardiacos, accidentes
cerebrovasculares, por lo que en podemos deducir que es probable que la DM en

México sea la principal causa de muertes en México.

Tabla 2. Principales causas de defunciones en México en el 2018.

Principales Causas Total
Enfermedades del corazén 146,923
Diabetes mellitus 100,350
Tumores malignos 85,011
Enfermedades del higado 38,563
Enfermedades cerebrovasculares 34,931
Accidentes 32,075
Agresiones (homicidios) 31,656
Neumonia e influenza 27,766
Enfermedades pulmonares obstructivas crénicas 23,219
Insuficiencia renal 13,710
Ciertas afecciones originadas en el periodo perinatal 11,943
Malformaciones congénitas, deformidades y anomalias cromosémicas 8,929
Desnutricién y otras deficiencias nutricionales 6,931
Lesiones autoinfligidas intencionalmente (suicidios) 6,470
Enfermedad por virus de la inmunodeficiencia humana 4,975
Sepsis 4,826
Bronquitis crénica, enfisema y asma 4,512
Enfermedades infecciosas intestinales 3,435
Anemias 3,297
Ulceras géstrica y duodenal 2,640
Mal definidas 8,789
Las demas causas 103,852
Nacional 704,803
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1.5. Prediabetes

La prediabetes es un término utilizado para describir el periodo de amortiguacion
antes del inicio de la DMT2, donde el nivel de azGcar en sangre es mas alto de lo
normal pero mas bajo que los criterios de diagnostico de la DMT2. La funcion celular
alterada y el aumento de la resistencia a la insulina son dos vias patologicas que

conducen a la prediabetes y, posteriormente, a la diabetes (28).

El término prediabetes en si mismo ha sido criticado sobre la base de que muchas
personas con prediabetes no progresan a diabetes, el término puede implicar que
No es necesaria ninguna intervencion ya que no hay enfermedad presente, y el
riesgo de diabetes no necesariamente difieren entre personas con prediabetes y
aguellas con una combinacion de otros factores de riesgo de diabetes. De hecho, la
OMS utilizé el término “Hiperglucemia intermedia” y un Comité Internacional de
Expertos convocado por la ADA describio el “Estado de alto riesgo de desarrollar

diabetes” en lugar de “prediabetes” (32).

Si bien la prediabetes no es considerada una enfermedad como tal, resulta ser un

parametro para prevenir el desarrollo de la DM en las personas.

Segun un panel de expertos de la ADA, hasta el 70% de las personas con
prediabetes eventualmente desarrollaran diabetes. En un ensayo chino de
prevencion de la diabetes, la incidencia acumulada de diabetes a 20 afios fue
incluso mayor (> 90%), identificada con una prueba de tolerancia oral a la glucosa

(OGTT). En comparacion, se ha sugerido que las mujeres con diabetes gestacional

24



tienen de un 20% - 60% de riesgo de desarrollar diabetes entre 5y 10 afios después
del embarazo. Esta gran heterogeneidad en las estimaciones probablemente se
deba a la variaciéon en los criterios utilizados para definir la diabetes gestacional y la
DMT?2 en estos estudios. En un metaandlisis de 20 estudios que se hicieron en el
2009, el 13% de las madres con diabetes gestacional desarrollaron diabetes
después del embarazo en comparacion con el 1% de las madres sin diabetes

gestacional (32).
1.6. Tipos de diabetes

Existen varios tipos de DM, los mas conocido son la DM tipo 1 (DM1) y la DM tipo 2
(DM2), aun que existen mas tipos, en este estudio se hara un mayor énfasis a las 2

primeras.

1.6.1. Diabetes mellitus tipo 1 (DMT1)

La DMT1 es causada por una reaccién autoinmunitaria en la que el sistema
inmunoldgico del organismo ataca a las células B del pancreas que producen
insulina. Como consecuencia, el cuerpo no produce insulina o la cantidad que
produce no es suficiente. Aunque no se entienden totalmente las causas de este
proceso, una explicacion probable es que la reaccion autoinmune se origine a raiz
de la combinacion de una sensibilidad genética (que se atribuye a una gran cantidad
de genes) y un desencadenante ambiental, como una infeccion virica. También se
ha implicado a algunas toxinas o factores alimenticios. La DMT1 puede aparecer a

cualquier edad, aunque ocurre con mayor frecuencia en nifios y en jovenes. Este
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tipo de diabetes es una de las enfermedades crénicas mas comunes en la infancia

(33, 34).

Ademas del ataque a células B, DiMeglio, et al (2018) menciona que, de este
trastorno autoinmune, también esta involucrado una interaccién compleja entre
factores ambientales, el genoma, el metabolismo y sistemas inmunes que varian
entre cada individuo (3, 35). Ademas, los sintomas clasicos asociados con el inicio
de la DMT1 son la polidipsia (necesidad exagerada y urgente de beber), la polifagia
(sensacion imperiosa e incontenible de hambre) y la poliuria (produccion anormal

de grandes cantidades de orina) (36).

Independientemente de su etiologia, la alteracion inmunoldgica determinante de la
DMT1 requiere: a) la expansion de clones linfocitarios autorreactivos T CD4* y
CD8*; b) la existencia de linfocitos B productores de anticuerpos, y c) la activacién

del sistema inmunitario innato para la destruccién de las células B (3).

La existencia de linfocitos T autorreactivos son fundamentales para la iniciacion del
proceso patogénico. Inicialmente, el pancreas es infiltrado por células dendriticas y
macréfagos y, poco después o simultaneamente, se produce la llegada de linfocitos
T desde los ganglios linfaticos proximos, con lo que se inicia un proceso de
amplificacion con generacion de nuevos autoantigenos y linfocitos T e infiltracion de
monocitos. Las células T pueden reconocer autoantigenos similares a los

anticuerpos (insulina, GAD) o transportador de zinc.
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La DMT1 sigue un proceso autoinmune de progresion lenta antes de presentar los
sintomas clinicos tipicos y el estilo de vida de la persona, estos factores van desde
la inactividad fisica, antecedentes de diabetes en la familia, el tipo de dieta que se
esté llevando y un estilo de vida con estrés cronico. Todos estos factores, y a través
de una cascada de secuencias inmunoldgicas, da como resultado la destruccién
autoinmune de las células B pancreaticas (37, 38). Esta destruccién autoinmune

sigue la siguiente cascada de sefializacion (Figura 7):

A. Después de las primeras etapas de la insulitis, las APC locales activadas
reclutan y activan las células T auxiliares CD4* a través de la migracion a los
ganglios linfaticos pancreaticos para presentar el antigeno de las células B y
liberar quimiocinas/citocinas (Figura 7A).

B. Las células T auxiliares CD4*, a su vez, estimulan la secrecion de APC de
citocinas y oxido nitrico (Figura 7B).

C. Las citocinas inducen la secrecion de quimiocinas por las células
endoteliales, que mejoran el reclutamiento de células inmunitarias en los
islotes y activan las células T citotdxicas CD8* junto con las citocinas (Figura
7C).

D. Las células 3 también secretan quimiocinas en respuesta a una infeccién viral
0 citocinas, lo que mejora el reclutamiento y la activacion de las células
inmunes. Las células CD8" activadas a su vez inducen la apoptosis de las

células B (Figura 7D).
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E. Via Fas: Fas (CD 95), un miembro de la superfamilia del factor de necrosis
tumoral (TNF), se activa mediante la union de Fas L (CD 178). Fasy Fas L
se detectan, respectivamente, en la superficie de células B y células T que
se infiltran en islotes. Una vez activado, Fas trimeriza y recluta proteinas de
dominio de muerte asociado a Fas (FADD), que recluta pro-caspasa-8, lo que
lleva a su activacién por autoescision. La caspasa-8 activada posteriormente
escinde el efector caspasa-3 o activa la proteina BH3 Bid (Figura 7E).

F. EIl sistema perforina / granzima: perforina y granzima estan contenidos en
granulos dentro de las células T CD8*. La perforina participa en la formacion
de poros a través de las membranas a través de mecanismos dependientes
de Ca?*. El poro permite la entrada de la serina proteasa granzima dentro de
la célula, provocando la escision y activacion de varios objetivos, como el
efector caspasa-3 y la proteina BH3 Bid (Figura 7F).

G. La interleucina-1B (IL-1B) activa el factor nuclear kB (NF-kB) y las quinasas
proteina C (PKC), p38 y quinasa c-Jun N-terminal (JNK). La unién de IL-1$3 a
su receptor induce la formacion de un complejo multiproteico en su dominio
citoplasmico, incluida la proteina accesoria IL-1R (IL-1R AcP), la proteina de
interaccion Toll (Tollip), el gen de respuesta primaria de diferenciacion
mieloide 88 (MyD88) y la IL- 1 familia de quinasas asociadas al receptor
(IRAK), a saber, IRAK-1 e IRAK-4 (Figura 7G).

H. TNF-a activa la caspasa-8, NF-kB y la proteina quinasa activada por
mitdgenos (MAPK) p38 y JNK. La activacion del receptor 1 de TNF (TNF-R1)

tras la unién de TNF-a conduce a su trimerizacién y reclutamiento de la
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proteina adaptadora del dominio DEATH asociada al TNF (TRADD), que a
su vez recluta el factor 2 asociado al receptor del factor de necrosis tumoral
(TRAF-2) y serina-treonina quinasa Rip. TRAF-2 activa las vias NF-kB y
MAPK. El TNF-a fosforila y activa p38 y JNK. La caspasa-8 activa el efector
caspasa-3 de la misma manera en la via Fas (Figura 7H).

I. El interferon y (IFN-y) activa el transductor de sefial y el activador de la
transcripcion 1 (Stat-1) y la quinasa regulada por sefial extracelular (ERK).
La unién de IFN-y a su receptor induce su oligomerizacién y reclutamiento
citoplasmico de dos miembros de la familia de quinasas Janus (Jak), Jakly
Jak2, que reclutan Stat-1 y desencadenan su activacién por fosforilacion.
Stat-1 luego se homodimeriza y migra al nicleo donde regula la expresion de
elementos de la secuencia activada por interferon gamma (GAS), como
caspasas, Fas y 6xido nitrico sintasa inducible (39) (Figura 71). En esta teoria,
la caspasa-8 activada escinde y activa la caspasa-3 efectora y la proteina

BH3 Bid en la via (E) Fas y la via (H) TNF-a y en parte en (I) la via IFN-y.

Esta cascada de sefalizacion muestra de una manera gréfica la forma en que todas
la vias estan involucradas en esta respuesta autoinmune, esto es de gran utilidad
para seguir estudiando los mecanismos de acciébn que podrian seguir los

medicamentos utilizados para el control de la diabetes.
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Figura 7. Representacion esquematica del ataque autoinmune alas células beta en ladiabetes

mellitus tipo 1. Modificado de Tomita T. 2017
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1.6.2. Diabetes mellitus tipo 2 (DMT2)

La DMT2 es la forma mas prevalente de la diabetes, y el riesgo de desarrollarla

aumenta con la edad, la obesidad y el sedentarismo (3).

Este tipo de DM esta causado por la respuesta inadecuada de las células f
pancredticas al aumento de resistencia insulinica tipicamente asociada con el
envejecimiento, la obesidad y el sedentarismo. En un contexto de balance
energético positivo y obesidad se produce la expansion y el almacenamiento de
grasa en el tejido adiposo. Sin embargo, la acumulacion excesiva de grasa puede
llevar a la disfuncion y al agotamiento de la capacidad de almacenamiento del tejido
adiposo. La grasa que no se puede almacenar en el tejido adiposo produce un
efecto inflamatorio en este 6rgano. Se caracteriza por la infiltracion de macrofagos
gue liberan citocinas proinflamatorias que contribuyen al desarrollo de resistencia a
la insulina (RI) no sélo en el tejido adiposo, sino también en organos periféricos
como el musculo o el higado. Ademas de las citocinas, el fracaso de la capacidad
de almacenamiento de grasa en el tejido adiposo hace que el exceso de lipidos se

acumule de manera ectopica en musculo, higado y célula 8 (3).

Por tanto, la glucotoxicidad en los islotes (es decir, la secrecion reducida de insulina
en respuesta a concentraciones de glucosa elevadas cronicamente) y la resistencia
a la insulina en el higado y la grasa, son mecanismos de defensa que ayudan a
evitar la sobrecarga de nutrientes de las células. Aunque la exposicion a corto plazo

a IL-1B derivada de macrofagos puede estimular la secrecion de insulina, la

31



exposicion a largo plazo a IL-1B puede conducir al agotamiento de las células B y

es un potente estimulo proapoptético (Figura 8) (40).

Dentro de la DMT2 podemos encontrar dos grupos: 1) No asociado a la obesidad,

y 2) Asociado a la obesidad (41).
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Figura 8. Transicién de la homeostasis metabdlica inmunitaria innata a través de una
inflamacion sistémica de bajo grado a una enfermedad local. A) Después de las comidas, los
niveles bajos transitorios de produccion de IL-1B ayudan a estimular la secrecion de insulina. B) En
estados de inflamacion sistémica, los niveles bajos de IL-1B circulante causan resistencia a la
insulina, pero la IL-18 también ayuda a estimular la hipersecrecién compensadora de insulina en las
células B. C) En el caso de la inflamacién local dentro de los islotes, las altas concentraciones
intracelulares de IL-18 desencadenan disfunciones de las células B y apoptosis (modificado de
Donath MY, et al. 2019).
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1.7. Cicatrizacion

La cicatrizacion involucra la interacciobn de una cascada celular compleja y
reacciones bioquimicas indispensables para la restauracién estructural y funcional
de la piel (42). Esto evita que agentes ajenos al cuerpo puedan causar un dafio al

organismo cuando se ha sufrido una ruptura en su epitelio.

En la Figura 9 se muestra el curso temporal de las fases o0 eventos que ocurren
durante la cicatrizacion, asi como la participacion de algunas poblaciones celulares
en este proceso. Entre los eventos principales podemos mencionar a la formacion
del coagulo hemostéatico que se forma para evitar o reducir la pérdida de sangre
durante la lesion; la liberacién de factores de crecimiento indispensables para las
fases de proliferacion celular; el deposito y el entrecruzamiento de colageno para la
formacion de la cicatriz. El fendmeno cicatrizante generalmente se divide en 3
fases: inflamacion, proliferacion y remodelacion (43) (Figura 10). La fase
inflamatoria puede durar hasta 4 dias, seguida por la fase proliferativa que puede
durar hasta 3 semanas y por ultimo la fase de remodelacién que puede permanecer

durante afios (44).

Inflamacién

La fase inicia en el momento que surge la ruptura en el epitelio, tiene una duracién

promedio de 4 dias 0 mas dependiendo la herida o los mecanismos involucrados.

Al momento de presentarse la herida, la fase inflamatoria se distingue por 5

sintomas (45), las cuales son:
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Vasoconstriccion, inicia en los vasos sanguineos locales para reducir o detener la
pérdida de sangre. Después se genera una vasodilatacion para aumentar el flujo
sanguineo y con esto permitir la llegada de células inmunes (granulocitos,

macrofagos, monocitos, linfocitos T y B).

Coagulacion del liquido en los espacios intersticiales por grandes cantidades de

fibrinbgeno y otras proteinas salientes de los capilares.

Aumento en la permeabilidad de los capilares, lo que permite la fuga de grandes
cantidades de liquido hacia los espacios intersticiales para que las células de la

respuesta inmune puedan llegar a la zona dafada.

Respuesta
maxima(%)

A

INFLAMACION PROLIFERACION REMODELACION

Plaquetas ##% ¢ \ Y L,20 Y .7 40 T e, Colégeno

~
-
*« _ _ Fibroblastosy

células endoteliales|

= = = "Macrdfagos

Tiempo

! ’ 21 (dias)

+100

Figura 9. Curso temporal de lareparacién de una herida cutanea. A partir de la herida se activan
diversos mecanismos celulares y bioquimicos que estan estrechamente relacionados (figura
modificada de Zomer HD, 2018).
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Migracion de un gran numero de granulocitos y monocitos al tejido, esto con
la finalidad de atacar a las bacterias que estén presentes en la herida y asi evitar

una infeccion.

Tumefaccion de las células tisulares. Algunos de los productos tisulares que
provocan estas reacciones son la histamina, la bradicinina, la serotonina, las
prostaglandinas, algunos productos de reaccion del sistema del complemento, los
productos de reaccidn del sistema de coagulacion de la sangre, sustancias llamadas
linfocinas, que liberan los linfocitos T sensibilizados. Varias de estas sustancias
también sirven como quimioatrayentes del sistema macrofagos y en pocas horas

los macréfagos empiezan a fagocitar los tejidos destruidos.

En principio podemos mencionar que la inflamacién otorga un efecto de division
debido a que aisla la zona dafiada del resto de los tejidos, para describir este efecto
contamos con cuatro lineas de defensa a partir de la generacién de una herida: 1)
Los macréfagos locales suelen ser la primera linea defensa (en pequefias
concentraciones) ante una infeccién debido que muchas de estas células son
sésiles y pierden sus inserciones ante una sefializacion para volverse moviles; 2)
La segunda linea de defensa son los neutrofilos, los cuales realizan la migracion del
torrente sanguineo a las paredes de los capilares que se encuentran en la zona de
la herida, con esto se logra que los neutrdfilos lleguen a la zona de infeccion a través
de la quimiotaxis y se produce una neutrofilia; 3) La invasion de los macrofagos
sistémicos son la tercera linea de defensa. Cuando se produce una herida, los

monocitos y neutréfilos salen de los capilares para poder llegar a la herida, es
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cuando los monocitos aumentan de tamafo (aproximadamente en 8 horas) hasta
llegar a madurar y convertirse en macréfagos; 4) la dltima fase es la mayor
produccion de granulocitos y monocitos en la médula ésea, esto se debe a la
estimulacién de células precursoras en la médula 6sea, pero transcurren de 3 a 4

dias para que puedan salir (45).

La coagulacion y la cascada de complemento se inician, con esto el sistema
inmunoldgico podra realizar las acciones necesarias para reparar el dafio hecho, las
plaguetas convertiran la protrombina en trombina y el fibrinbgeno en fibrina, con
estos acontecimientos se obtiene una polimerizacion que hace mas estable el tejido

(45).

La adhesividad plaquetaria es medida por receptores de integrina tal como
GPlIb/llla que esta dentro de la cascada de coagulacion (44). C3a y C5a de la
anafilotoxina incrementan la permeabilidad vascular y atrae a neutréfilos vy

monocitos a la herida.

Un flujo de neutréfilos seguidos por monocitos y las proteinas del plasma entran al
sitio de la herida. La activacion de los fragmentos del complemento ayudan a
eliminar bacterias a través de la opsonizacion, proceso por el cual se marca a un

patdgeno para su ingestion y destruccion por un fagocito (44).

36



Proliferacion
Se genera un aumento en la poblacion de queratinocitos, promoviendo la formacion
de epitelio para cubrir la superficie de la herida, un crecimiento de tejido de

granulacion llena el espacio de la herida a espera de convertirse en epitelio.

La formacién de tejido de granulacion implica la proliferacién de fibroblastos, la
deposicion de colagenos y otras matrices extracelulares, y el desarrollo de nuevos

vasos sanguineos (46).
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Figura 10. Fases de la cicatrizacion. A) Respuesta vascular, inicia la vasoconstriccion y
vasodilatacion; B) Inflacién, se divide en fase temprana y tardia; C) Proliferacion, de fibroblastos y
células endoteliales; D) Remodelacién. (1, 2).
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En esta fase es donde se realiza una multiplicacion de fibrina y fibrinbgeno debido
al aumento de fibroblastos que se deposita en la herida, de esta forma se activa la
fibroplasia que determina el cierre de la herida (44, 46). Esta etapa se caracteriza

por la angiogénesis y puede tardar 3 semanas o0 mas dependiendo el tipo de herida.

Los pericitos dentro de la lamina basal se activan y forman un andamio y
proporciona integridad estructural a las células endoteliales. Algunos grupos
sugieren que estos pericitos activados son células estromales con mayor
plasticidad. Ademas de las células locales, las células progenitoras circulantes de
la médula 6sea también apoyan la formacién de nuevos vasos sanguineos durante
la cicatrizacion de heridas. La formacion de nuevos vasos sanguineos involucra
varios tipos de células y la mayor parte de la diversidad celular ocurre dentro del

espacio perivascular (47).

Remodelacién

Esta ultima fase de la cicatrizacién puede durar semanas o afios, el tejido de
granulacién pasa por un proceso de disminucién gradual. La epidermis, el tejido
vascular y los nervios se remodelan, formando un tejido funcional. Los componentes
vasculares de los fibroblastos y miofibroblastos del tejido de granulacion disminuyen
y las células mononucleares de sangre periférica sufren apoptosis o abandonan la
herida. Asimismo, disminuyen las cantidades de proteoglucanos vy
glucosaminoglucanos que cumplian una funcion estructural y de hidratacion. Las
metaloproteinasas de colageno liberadas por los fibroblastos y los macréfagos

degradan el colageno de tipo Il del tejido de granulacion y lo sustituyen por
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colageno de tipo |, que se reorganiza ademas en fibrillas paralelas, formando una

cicatriz de baja celularidad (48).

1.8. Cicatrizacion en la DM

El deterioro de la cicatrizacion en la diabetes afecta tanto heridas agudas como
cronicas y la hiperglucemia desencadena la cascada de complicaciones celulares
(49, 50). Se establece un circulo vicioso interamplificativo entre el fenotipo crénico
y el control deficiente de la infeccién, que determina que el 85% de todas las
amputaciones no traumaticas de miembros inferiores se practiquen en individuos
diabéticos. La hiperglucemia es el detonador etiopatogénico proximal en el inicio y
progresion de los desordenes bioquimicos que dan lugar a las complicaciones
sistémicas. Contrario a lo que ocurre durante la cicatrizacion normal, la eliminacion
apoptética de las células inflamatorias se detiene, lo que provoca un anormal

estancamiento de la fase inflamatoria en las heridas diabéticas (50).

Debido a que la DM es una enfermedad cronica, al paso del tiempo, la neuropatia y
otros factores provocan la deformacion de la herida. Tomando como ejemplo el caso
del pie diabético, la distribucion de la presion sobre el pie es variable y surge una
presion anormal en diferentes puntos. Debido a la presion recurrente, se producen
gueratosis y formacion de callos. La formacién de callos es un signo de gravedad
de la enfermedad, ya que se ejerce una presion 20 veces mayor sobre el punto del
callo en comparacion con la piel circundante. La presion excesiva ejercida sobre las
areas callosas dafia los tejidos del pie e induce la formacién de Ulceras debajo del

callo que causa grietas adicionales en los pies (51).
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El Unico cambio que se ha documentado ampliamente acerca de la fisiopatologia
de la afectacion arterial en los pacientes con diabetes es la inflamacion de la
membrana basal, que se asocia con microangiopatia diabética en diversos grados

(52).

1.9. Antecedentes

Las plantas medicinales han ocupado desde la antigiiedad un lugar central en la
terapéutica. Inicialmente, por su proximidad natural al ser humano, se utilizaron
siguiendo criterios ceremoniales, pero paulatinamente, durante siglos, se fue
adquiriendo un conocimiento medicinal empirico, por ensayo-error. Con el
nacimiento de la medicina cientifica, en la Grecia clasica, se produjo un cambio
importante en el estudio y aplicacion de las plantas medicinales (53). Las plantas se
utilizan con fines medicinales en diferentes paises y son una fuente de muchos
farmacos potentes y poderosos. Se utiliza una amplia gama de partes de plantas
medicinales para su extraccion como farmacos crudos ya que poseen diversas
propiedades medicinales (54). Estas fueron durante mucho tiempo nuestra principal
fuente de productos terapéuticos. Las plantas medicinales pueden actuar como
estimuladores naturales del sistema inmunoldgico. Recientemente, ha aumentado
el interés en las propiedades terapéuticas de las medicinas tradicionales debido al
aumento de los problemas asociados con las medicinas alopéticas, incluido el
desarrollo de resistencia bacteriana, la disminucion de la eficacia de algunos
farmacos y los efectos secundarios dafiinos asociados con muchos farmacos

sintéticos. En particular, mas del 50% de los medicamentos que se utilizan a nivel
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mundial en los productos farmacéuticos modernos se derivan de productos
naturales. La importancia de las plantas medicinales es evidente a partir de la
comercializacién mundial de farmacos derivados de diversas especies de plantas

(55).

Con la aparicion de la industria farmacéutica y los avances de farmacologia, las
plantas pasaron a ser fuente de principios activos de medicamentos de sintesis, y
mas tarde, ha sido desplazadas por éstos. Tenemos que diferenciar planta
medicinal de droga vegetal. La OMS lo definio en 1978: planta medicinal es aquélla
gue en uno 0 mas Organos contiene sustancias que pueden ser utilizadas con
finalidad terapéutica o son precursoras de farmacos de sintesis. Droga vegetal es
la parte de la planta medicinal en la que encontramos mayor concentracion de
principios activos, puede ser la hoja, la flor, la raiz, etc. Una planta medicinal
contiene numerosas sustancias quimicas, unas son sus principios activos, los que
le confieren sus propiedades, y otras, sustancias coadyuvantes o inertes que
facilitaran la accion de los primeros. Se han hecho estudios en los que se separa el
principio activo, que ejercia la accion terapéutica, y se vio que la accién no era la

misma. Por ello tenemos que ver la planta como un todo (56).

1.10. Uso de la familia Anacardiaceae (Julianiaceae)

La familia Anacardiaceae (también llamada Julianiaceae) son arboles o arbustos
ubicados principalmente en areas tropicales, pero también subtropicales y
templadas. Los datos sobre el nimero de géneros y especies que pertenecen a esta

familia no son completamente consistentes. Mientras que algunos informes
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mencionan alrededor de 70 géneros y 600 especies, aproximadamente 81 géneros
y 800 especies se mencionan en publicaciones (57, 58). Fue propuesta por primera
vez por Lindley en 1830, pero sus miembros han sido colocados de diversas formas
en otras familias, incluidas las Blepharocaryaceae Airy Shaw, Cassuviaceae Juss.
ex R. Br., Comocladiaceae Martinov, Julianiaceae Hemsl., Lentiscaceae Horaninow,
Pistaciaceae Adans., Podoaceae Baill. ex Franch., Rhoaceae Spreng. ex Sadler,
Schinaceae Raf., Spondiadaceae Martinov, Sumachiaceae (DC.) Perleb,
Terebinthaceae Durande y Vernicaceae Link. Tres de estas familias, Podoaceae,
Blepharocaryaceae y Julianiaceae, todavia son consideradas por algunos

taxonomistas como distintas, pero estrechamente relacionadas (59).

Al ser una familia tan variada, no es raro encontrar varios estudios de diferentes
tipos de especies, entre ellas se destacan varias por su bioactividad, algunas de

estas estan se describen en la Tabla 3.

Tabla 3. Bioactividad de la familia Anacardiaceae.

Tipo de Extracto y
Bioactividad Especie estudio y dosi Resultados Ref.
osis
modelo

El extracto hexanico

presenté el mayor

Hexanico 7.81 | efecto inhibidor con

mg/mL una concentracion

CH2Cl2  15.6 | minima de inhibicion

: mg/mL de 7.81 mg/mL, se
o Cyrtocarpa :c)nrobadowtro' CH2Clz— utilizo _ounad g
Antimicrobiano MeOH  62.5 | concentracion de '
procera contra H. 60)

pylori mg/mL 300 _mg/mL de

Metanol 62.5 | metronidazol, 0.5

mg/mL mg/mL de

Acuoso 125 | claritromicina y 0.05

mg/mL mg/mL de

amoxicilina  como

controles positivos.
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Gastroprotector

In vivo, ratas

Hexano,

acetato de
etilo, metanaol,
particiones de
acetato de
etilo y metanol

Debido a que el
extracto metanolico
de Cyrtocarpa
procera presentd el
mejor efecto
gastroprotector  a

Antiinflamatorio

Wistar de | @ partir del | una dosis de 300
180-220 g de extracto mg/Kg, se evaluaron
Cyrtocarpa eso 9 metandlico a | particiones con
procera y Ipnduéci()n de 10, 30, 100, | acetato de etilo y | (60,
Amphipterygium dlceras  con 300 y 1000 | metanol a partir del | 61)
adstringens etanol mg/Kg en un | extracto de metanol.
absoluto volumen de 2 | EI mejor efecto
' mL/Kg. gastroprotector fue
Control para el extracto
positivo metandlico de
(subsalicilato | Cyrtocarpa procera
de bismuto) | con un 98% de
100 y 300 | proteccion a una
mg/Kg dosis de 300 mg/Kg.
Los extractos que
presentaron un
efecto protector de
In Vivo Ulceras a una dosis
ratones ' de 300 mg/Kg fueron
machos CD1. el hexanico,
de 30-35 g | Hexanico, ?eut?gg“COSiendo ;
inducidos CH2Cly, q
con etanol | CHxCl>— metanolico eI_que
absoluto MeOH presenta - mejores
Cyrtocarpa metanélico resultados, inclusive | (39,
procera 2CUOSO dosi)s{ mas que la | 60)
de 61_300 carbenoxolona a 50
In Vivo mg/Kg de Mo
edema ' | cada extracto | El extracto hexanico
auricular en presentdé el mejor
efecto
ratones - .
machos CD1 antunﬂam_atorlo con
de 20-25 una dosis efectiva
Ui 9 50 (ED50) de 1.75
con TPA mg/oreja.
In vivo En la primera fase (3
modelo  de | Metandlico E)F(Ij_gla '?gs?czc'o?e{
inflamacion 200 y 400 mavor P inhibicion
con albumina | mg/Kg. (40%%) del edema
Lannea barteri. de huevo en | Fracciones de formado seguido de | (62)

patas de
ratas albinas
suizas

endogamicas
de ambos

hexano,
etilacetato  y
metanol 400
mg/Kg

MELB (200 y 400
mg/kg) que provocdo
una inhibiciéon del
30% mientras que
en la segunda fase
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sexos (170 - (5 h), MELB (200 mg
220 g) / kg) causé la mayor
inhibicion (33%)
seguida de EFLB
qgue caus6 19.3% de
inhibicion
El HFLB provoco la
mayor inhibicién del
In Vivo, edema con un valor
modelo  de de 78.26% seguido
inflamacion 100 mg/Kg de | de MFLB (71.74%),
por edema | cada extracto |y EFLB (56.52%)
auricular (metandlico, mostrando que
inducido por | fracciones de | tenian mejor
xileno en | hexano, actividad que el
raton albino | etilacetato y | control positivo
suizo de | metanol) (piroxicam) con
ambos sexos 53.26% y el MELB
(19-359) con 51.09% de
inhibicion a la misma
concentracion.
Mangiferina
disminuye las
conductas
relacionadas con el
dolor, sin relacion
con la sedacion o la
coordinacion
motora,
exclusivamente en
In vivo, ratas la fase tonica de la
Sprague— prueba de formalina
Dawley al 5%, lo que se ha
macho de 8- considerado que se
10 semanas 10, 50, 100 debe a los
. de edad y un componentes
Mangiferina - de eso de 200- mg/Kg, con un inflamatorios y a la | (63
Mangifera P volumen de la natorios y '
S 250 g. . sensibilizacion 64)
indica L. dosis de 1 Dy
Modelos de . periférica y central.
. mL/Kg i.p.
formalina, Se conoce el efecto

naloxona 'y
lesion por
constriccion
cronica.

selectivo que
muestran los
inhibidores de la
COXylaNOSYy los
antagonistas del
NMDA en esta fase.
Se ha reportado que
la mangiferina
disminuyd el flujo de
Ca?* mediado por el
glutamato durante la
activacion del
receptor NMDA en
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las neuronas, hecho
gque sugiri6 una
modulacién de este
proceso por esta
xantona.

El tratamiento con
zumaque demostré
gue la apoptosis y la
inflamacion se
redujo en los
intestinos de las

crias de rata con
enterocolitis
necrosante
inducida.
In Vivo, En este estudio, los
modelo  de niveles de IL-6 y
Zumague o .
(extracto enterocolitis | 2 mL/Kg d!ano TNF_—g gumentaron 65
necrosante por el periodo | significativamente '
acuoso de Rhus . 66)
coriaria) en ratas | de estudio en el grupo de
recién enterocolitis
nacidas necrosante y el
tratamiento con
zumaque redujo
significativamente
este aumento, lo que
revela un efecto
antiinflamatorio del
tratamiento con
zumaque en la
enterocolitis
necrosante.
Tras 4 dias de
tratamiento, los
resultados
mostraron que tanto
el aceite de lentisco
como la crema de
Madecassol
. aceleraron
In vivo, S
modelo de | Grasas de s!gnlf[catlygmente la
. . . cicatrizacion de la
Cicatrizante Plstgma quemadurg orlgen_vegetal, herida en (67,
lentiscus en conejos | 1 mL diario por 68)

New-Zealand
machos

via tépica

comparacion con las
heridas tratadas con
vaselina vy las
heridas no tratadas.
La contraccion de la

herida fue
significativamente

mejor y la
cicatrizacion fue

mas rapida en el
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grupo de aceite de
lentisco que en los
demas grupos.

1.11. Uso del Cuachalalate en la medicina tradicional

Amphipterygium adstringens Schiede ex Schlecht (Figura 11) presenta diferentes

nombres comunes, dependiendo la regién del Pais. Entre ellos los siguientes:

Cuachalalate (Michoacan, Jalisco, Morelos. Guerrero), cuachalala (Oaxaca),

cuacha, maticeran (Michoacéan), maceran (Guerrero), mapiceran (Jalisco), volador

(Puebla), Nun o palo de manteca (Oaxaca), sumal (Guerrero) (69). Su classficaciéon

taxondmica se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Clasificaciéon taxonémica del cuachalalate.

DIVISION: MAGNOLIOPHYTA

CLASE: MAGNOLIOPSIDA

SUBCLASE: ROSIDAE

ORDEN: SAPINDALES

FAMILIA: JULIANIACEAE

GENERO Y ESPECIE: Amphipterygium adstringens
Schiede ex Schlecht.

NOMBRES COMUNES: Cuachalalate, cuachalala,
cuacha, maticeran, maceran, mapiceran, volador,
nun, palo de manteca, sumal
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A. adstringens es una de las especies con mayor uso tradicional en la herbolaria

mexicana. Se le atribuyen como remedio de una gran cantidad de enfermedades

que se describen en la Tabla 5.

Tabla 5. Uso del cuachalalate como remedio tradicional. Modificada de Solares, 2002.

uSo

FORMA DE USO (CORTEZA)

Astringente, endurecedor de encias,
reduce la inflamacion de ovarios, lavado
de heridas.

Infusién de 50 g en agua y enjuagues.

Fiebre intermitente, pafio, malaria,
cancer estomacal e intestinal, tifoidea,
Ulcera de estdmago, antiséptico,
antidiabético, reduccion de colesterol en
sangre, calmante, destruccion de
célculos renales y biliares, tosferina,
para la tos, infecciones urinarias, Ulcera
de matriz, mucosidad en el estdbmago,
destrucciéon de tumores, en hernias y
afecciones del rifion.

Infusion de 100 g de corteza y se toma
el agua de uso

Antiséptico, cicatrizante en diabéticos,
antibiotico, erupcion o llagas en la piel.

Polvo aplicado sobre la superficie
afectada

Lavado vaginal.

Una cucharada sopera de polvo de
corteza por litro de agua con romero,
tlachichinole, capitaneja, hierba del
cancer y arnica

Debido a su uso en la medicina tradicional, la comunidad cientifica ha mostrado

interés sobre esta corteza por lo que se han llevado a cabo varios experimentos en

diferentes modelos para evaluar sus diferentes actividades, entre algunos de estos

son:
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En 1998 Navarrete A., Martinez L. y Reyes B. evaluaron A. adstringens como gastro
protector en Ulceras inducidas en ratas, los resultaron muestran que el cuachalalate
tiene un efecto dosis-dependiente pero su efecto es un poco bajo en comparaciéon

a un compuesto que esta en el mercado.

Debido a la explotacién de las poblaciones silvestres del cuachalalate, Solares y
Galvez (2002) publicaron un manual para la produccion sustentable de la corteza
del Cuachalalate (A. adstringens) donde mencionan desde su taxonomia, su habitat,
distribucion, su correcto descortezamiento y su importancia etnobotanica. De esta
manera, el cuachalalate puede ser cultivado para asegurar la produccion de corteza,
garantizando una materia prima uniforme para la preparacion de los productos

comerciales sin afectar las reservas naturales.

Castillo-Juérez en el 2007 evaluaron su actividad antimicrobiana usando un extracto
de éter de petréleo con la cepa ATCC 43504 de Helicobacter pylori. Obteniendo
como resultado que solo los &cidos anacardicos inhibieron completamente el
crecimiento de las bacterias. El &cido 3-epi-oleanoico inhibe al 70% con 50 pg/ml, y

los otros terpenoides no inhiben su crecimiento (70).

Robles-Zepeda en 2011 de igual manera evalué su actividad antimicrobiana de
diferentes plantas, entre ellas, utilizé un extracto metandlico de la corteza de A.
adstringens, el modelo que utilizo fue la cepa bacteriana H. pylori obtenida de un
adenocarcinoma gastrico y la cepa estandar ATCC 43504 de Helicobacter pylori
como referencia. Los resultados obtenidos mencionan que los extractos de Castella

tortuosa, Ibervillea sonorae y Ambrosia confertiflora fueron los inhibidores del
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crecimiento bacteriano mas eficientes (MICso <200 pg/mL), seguidos de los
extractos de Amphipterygium adstringens, Krameria erecta, Selaginella lepidophyla

y Couterea latiflora (MICso a 400 pg/mL) (71).

Castillo-Juarez et al. en el 2007 realizé una evaluacion del extracto hexanico de la
corteza de Cuachalalate obteniendo como resultados la separacion por
cromatografia en columna de esta fraccion activa que permitié el aislamiento e
identificacion del acido 3a-hidroximatasticodiendnico, acido masticadienénico, acido
3-epi-oleanoico, B-sitosterol y una mezcla de acidos fendlicos de cadena larga
(acidos anacardicos). Se determiné el efecto de la mezcla de acidos anacardicos,
acido masticadienonico, acido 3a-hidroximasticadienénico y acido 3-epi-oleanoico
(200, 100, 50, 12,5y 6.25 pg/mL) sobre el crecimiento de Helicobacter pylori ATCC
43504 utilizando caldos de cultivo. No se probé el efecto del B-sitosterol debido a su
insolubilidad en medios de cultivo. Solo los &acidos anacéardicos inhibieron
completamente el crecimiento de las bacterias. El acido 3-epi-oleanoico inhibe el

70% con 50 pg/mL, y los otros terpenoides no inhiben su crecimiento (70).

Otro estudio realizado por Castillo-Juarez et al. en el 2013, en un modelo de
inhibicion de la produccion de violaceina en Chromobacterium violaceum y la
bacteria patégena Pseudomonas aeruginosa, encontrd que el extracto hexanico
indujo un 91.6% de inhibicion de la produccion de violaceina a una concentracion
de 55 mg/mL, mientras que la mezcla de acidos anacardicos (68) mostré un 94%
de inhibicibn a 166 mg/mL. En ambos casos, la inhibicion de la produccion de

violaceina no afect6 la viabilidad de la bacteria. AAM inhibi6 la produccién de
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piocianina (86% a 200 mg/mL) y ramnolipido (91% a 500 mg/mL) en una forma de
dosis/respuesta y disminuyo la actividad de elastasa (75% a 500 mg/mL) en P.

aeruginosa sin afectar su desarrollo (73).

Oviedo-Chavez et-al., en 2004 realizé un experimento donde utilizaron ratas Wistar
macho con un peso de 150 — 200 g y ratones CD-1 macho con un peso de 20 — 25
g. Evaluando extractos acuosos y hexanicos, los resultados mostraron que el
extracto hexanico posee actividad dosis/dependiente, mientras que el extracto
acuoso no mostro ningun efecto antiinflamatorio sobre el edema inducido por TPA.
Se encontraron efectos inversos en la prueba de carragenina, en la que el extracto
acuoso mostro un 73.5% de inhibicion del edema, mientras que el extracto hexanico
mostro solo un 14.4% de actividad a 100 mg/Kg de peso corporal. Estos resultados
podrian indicar que los diferentes extractos poseen diferentes mecanismos de

accion antiinflamatorios (74).
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Figura 11. Cuachalalate, arbol, hojas y corteza. Ejemplar de cuachalalate ubicado en el jardin
etnobotanico y museo de medicina tradicional y herbolaria de Cuernavaca.

2.  JUSTIFICACION

La DM es una enfermedad que se caracteriza por la hiperglucemia cronica. Los
datos presentados por la ENSANUT 2018 muestran que la prevalencia de la DM fue
en 10.3% en la poblacién en general, con un ligero predominio en mujeres (11.4%)
en comparacion con los hombres (9.1%). Actualmente es la segunda causa de
muerte en México, después de la cardiopatia isquémica, enfermedad
frecuentemente resultante de la diabetes. La hiperglucemia crénica contribuye al
desarrollo de un gran numero de complicaciones entre las que se encuentran la
ceguera, insuficiencia renal y la amputacion de extremidades inferiores, las cuales

ahora son consideradas como indicadores del cuidado de la diabetes. Todo lo
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anterior disminuye la calidad de vida del paciente e incrementa la mortalidad

asociada a la DM.

Uno de los problemas que causa una mayor cantidad de hospitalizaciones de
pacientes es el pie diabético. La combinacion particular de neuropatia periférica
(dafio nervioso) y enfermedad vascular periférica (venas dafiadas) en la diabetes

mellitus contribuye a problemas de cicatrizacion.

Debido a la cantidad de personas que presentan diabetes mellitus en México, y a la
tasa de hospitalizacion debido al pie diabético, es importante contar con
tratamientos que ayuden a reducir el tiempo de cicatrizacién de las heridas en

personas diabéticas.

El Cuachalalate (Amphiptherygium adstringens) es un arbol cuya corteza se utiliza
como remedio para mas de 30 enfermedades incluyendo Ulceras gastricas, debido
a que posee actividad antiinflamatoria, cicatrizante y antibacterial. Sin embargo,
muy poco se sabe sobre su efecto en el proceso de cicatrizacion durante el estado
diabético. Es por esto que en el presente proyecto se propone evaluar el efecto
cicatrizante de A. adstringens en modelos murinos de diabetes mellitus tipo 1y tipo

2.

3. HIPOTESIS

Los extractos de Amphiptherygium adstringens reducen el tiempo de cicatrizacion

en un modelo experimental de roedores inducidos a diabetes.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar el efecto cicatrizante del extracto hexanico de Amphiptherygium adstringens

en modelos experimentales con diabetes mellitus tipo 1y 2.

4.2 Particulares

e Comparar el cierre de la herida en ratones naive, con diabetes tipo 1 y con
diabetes tipo 2 a través de una cinética de cicatrizacion.

e Evaluar la actividad cicatrizante del extracto hexanico del Cuachalalate en
ratones con diabetes mellitus tipo 1 a través de una cinética de cicatrizacion.

e Evaluar la actividad cicatrizante del extracto hexanico del Cuachalalate en

ratones con diabetes mellitus tipo 2 a través de una cinética de cicatrizacion.

5. METODOLOGIA

5.1 Obtencion de extractos
Los extractos de cuachalalate fueron obtenidos en el Instituto de Quimica (69) por
el grupo del Dr. Mariano Martinez con solventes de polaridad creciente (hexano,

acetato de etilo, metanol). Este grupo consolidado ha trabajado con

Amphiptherygium adstringens (cuachalalate) desde hace mas de 20 afios.

Las muestras de la corteza de cuachalalate fueron recolectadas en Barranca Honda,

municipio de Tlaltizapan, Morelos a una altitud aproximada de 1350 a 1500 metros
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sobre el nivel del mar. La colecta fue hecha en 3 periodos diferentes (noviembre,
febrero y mayo del 2013). Se descortezaron cuatro arboles por cada sexo,

recolectando la resina para buscar posibles terpenos de interés.

Para la obtencién de extractos, una muestra de 200 g de corteza se extrajo con 300
mL de hexano con 4 cambios de solvente y posteriormente se realizé la evaporacion
del solvente en un rotavapor. Posteriormente, la fraccién se llevé a cabo por una
columna de cromatografia a baja presion con polaridad creciente con hexano y
acetato de etilo, iniciando con 100% hexano, prosiguiendo con hexano-acetato de
etilo 9:1, 8:2, 7:3, terminando con 100% de acetato de etilo. La purificacion de los
compuestos fue realizada por una recristalizacion en hexano con acetato de etilo.
Por ultimo, la identificacion por métodos fisicos se llevé a cabo con un aparato de
Electrothermal y métodos de resonancia magnética nuclear de 'H y 13C en el

Instituto de Quimica de la UNAM.

5.2 Animales

Se emplearan ratones C57 hembras adultos jovenes, de 2 meses de edad con peso
de 20 a 25 g al inicio de los experimentos. Los animales se mantuvieron en
condiciones estandar con ciclos de luz/oscuridad de 12/12 horas a temperatura
constante (23-25°C), humedad controlada (50%). Con libre acceso al agua y

alimento (dieta estandar de roedor y dieta hipercalérica para el caso de DMT?2).
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5.3 Induccién a DMT1.

La induccién de DMT1 se realiz6 a través de la inyeccion intraperitoneal de STZ.
Para esto se emple6 un esquema de administracion de 5 inyecciones
intraperitoneales consecutivas de STZ (una cada 24 hora) a una dosis 50 mg/kg,
con un ayuno previo de 6 horas. El seguimiento del establecimiento de DMT1 se
realiz6 mediante el monitoreo de los niveles de glucosa en sangre y del peso
corporal de los animales de experimentacion (una vez por semana). La medicién de
los niveles de glucosa en sangre se realizé a las 2, 4 y 8 semanas después de
inyeccion de STZ, con un ayuno previo de 12 horas. Para esto se obtuvo una gota
de sangre de la vena caudal y se procesé en un glucometro previamente calibrado
(Accutrend Plus, Roche Diagnostics, Barcelona, Espaia). Solo se incluyeron en el

experimento los ratones con niveles de glucosa mayores a 200 mg/dL.

5.4 Induccién a DMT2.

Se formaron grupos de 8-10 ratones de 6 semanas de edad al inicio del
experimento. La induccion del modelo de DMT2 se realizdé utilizando dos
aproximaciones experimentales. La primera fue alimentar a los animales de
experimentacion con una dieta de cafeteria por un periodo de 32 Semanas. La
segunda fue la induccion de disfuncion ligera de las células B- pancreéticas
mediante la administracién de dosis bajas de STZ 8 semanas después de iniciada
la dieta. La administracion de STZ se realiz6 en este punto debido a que los ratones
alimentados con dieta de cafeteria incrementaron significativamente el peso

(aproximadamente 10 g) con respecto a los ratones alimentados con dieta estandar.
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La dieta de cafeteria utilizada en el presente estudio es una adaptacién de una dieta
de cafeteria reportada previamente por Leffa y colaboradores (78), que proporciona
aproximadamente 40.27 kcal/dia. Esta dieta consta de alimentos de facil acceso
para la poblacién mexicana que son ricos en carbohidratos y grasas (36.5% grasas;
42.2% carbohidratos y 22.3% proteinas). Con los alimentos de la dieta se disefio
un menu para cada dia de la semana. Este menu se proporcion6 a los ratones
durante las 32 semanas del experimento. Para esto, todos los dias por la mafiana
(8:30-10:00 AM) se pesaron los diferentes alimentos del menu y se pusieron a
disposicion de los animales. Adicionalmente, 24 horas después se peso la cantidad
de alimento remanente con la finalidad de calcular la cantidad de alimento
consumida. Ocho semanas después de iniciada la dieta a los roedores se les
administré 1 dosis diaria de 30 mg/Kg via i.p. de STZ, por 4 dias con la finalidad de
inducir disfuncién leve de las células B-pancreaticas. Después de la inyeccién de
STZ se continud alimentando a los ratones con dieta de cafeteria por un periodo de
24 semanas. Durante todo el tratamiento experimental se realiz6 el monitoreo de
glucosa capilar y peso. Adicionalmente se realizaron curvas de tolerancia oral a la
glucosa 4y 24 semanas después de la inyeccion de STZ con la finalidad de verificar
el desarrollo de DM. Cabe mencionar que este modelo de DMT2 se tiene bien
estandarizado y validado en nuestro laboratorio. Para realizar la cinética de
cicatrizacion solo se utilizaron ratones que presentaron niveles de glucosa mayor a
150 mg/dL, intolerancia a la insulina y valores de glucosa mayores de 200 mg/dL 2

horas después de recibir una carga de glucosa (2 g/Kg).
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5.5 Cinéticas de cicatrizacion.

Para realizar las cinéticas de cicatrizacion se utilizaron ratones C57 naive, con
DMT1 o DMT2 que cumplan con los criterios previamente mencionados. A estos se
les realizé una herida de 6 mm de diametro en la region dorsal del ratén. Para esto,
a los ratones se les rasuro el pelo del dorso bajo condiciones de anestesia con una
mezcla de ketamina/xilacina 10/100 mg/Kg de peso por via i.p. Inmediatamente se
procedié a realizar una herida circular utilizando para ello un punch de biopsia
(navaja circular) de 6 mm de diametro. Después, se regreso a los ratones a su caja
habitacién para permitirles recuperarse de la anestesia. Finalmente, se realizo el
seguimiento fotografico del cierre de la herida para realizar la cuantificacion del area
de la herida con la ayuda del software Image J. La obtencion de fotografias se
realizé los dias 0, 1, 3, 6, 9, 12, 15y 18 post-induccion de la herida. Para esto el dia
correspondiente los ratones fueron anestesiados con isoflurano y se obtuvieron tres
fotografias de la herida por ratdn con la ayuda de una camara fotogréfica de un
celular de marca Motorola modelo Moto Z3 play, utilizando un vernier como medida
de referencia, a una distancia de 10 cm con un zoom de 2x. Posteriormente y con
ayuda del software Image J se realiz6 la medicion del area de la herida por triplicado
y de 3 fotos distintas. El promedio de estas nueve mediciones de la herida/dia se

utilizé para construir el curso temporal de cierre de la herida (Figura 12).
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Anestesia Induccion de Inicia seguimiento Cuantificacion de la herida Generacion de graficas
Ketamina/xilacina la herida fotografico Uso de Image J Uso de GraphPad Prism 8
10/100 mg/Kg

1
R R 18

Dia post-induccion de la herida

| | | Dias

3 fotos por ratén y célculo del porcentaje de cierre de la herida
| |
0 1 3 6 15 18

Figura 12. Disefio experimental de la induccion a herida. En el dia cero se anestesia y se rasura
la parte dorsal del raton. Posteriormente se induce la herida con un punch de 6 mm de diametro y se
realiza el seguimiento fotogréfico los dias 0, 1, 3, 6, 9, 12, 15 y 18 después de la induccién de la
herida. A partir de las fotos obtenidas se calcul6 el area de la herida con ayuda del sofware image J.

5.6 Disefio experimental.

Objetivo 1. Comparar el cierre de la herida en ratones naive, con diabetes tipo 1y

con diabetes tipo 2 a través de una cinética de cicatrizacion.

Para cumplir con este objetivo se utilizaron los siguientes grupos experimentales
(n=8-10 animales por grupo). Los grupos 1y 2 estan formados por ratones naive
hembra o macho de 5 meses de edad respectivamente. Los grupos 3 y 4 estan
formados por ratones naive hembra o0 macho de 8 meses de edad respectivamente.
Los grupos 5-8 fueron ratones hembra o macho con 3 0 6 meses post-induccion de
DMT1. Finalmente, el grupo 9 fueron ratones hembra con DMT2 6 meses post
induccién. A cada grupo se les realizo la herida y se les realizé el seguimiento

fotografico del cierre de la herida como se indicé previamente.
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Objetivo 2. Evaluar la actividad cicatrizante del extracto hexanico del Cuachalalate

en ratones con diabetes mellitus tipo 1 a través de una cinética de cicatrizacion.

Para determinar la actividad cicatrizante del extracto hexanico de A. adstringens, se
plantearon los siguientes grupos experimentales (n=8-10) en ratones con DMT1 con
3 meses post-induccion: Grupo 1. DMSO al 5% (vehiculo); el grupo 2 fue tratado de
forma tépica con 100 pg/herida de extracto hexanico de A. adstringens (Ext.Hex.) y
el grupo 3 fue tratado con KitosCell-Q como control positivo. Después de la
generacion de la herida, el seguimiento fotografico y la medicion del area de cada

herida se determind como se describié previamente.

Objetivo 3. Evaluar la actividad cicatrizante del extracto hexanico del Cuachalalate

en ratones con diabetes mellitus tipo 2 a través de una cinética de cicatrizacion.

Para determinar la actividad cicatrizante de los extractos de A. adstringens, la herida
fue inducida como se describid en las cinéticas de cicatrizacion. Se formaron 5
grupos de 8-10 ratones hembra con DMT2 que cumplieron los criterios previamente
establecidos. El grupo 1 fue tratado con DMSO al 5% (vehiculo); el grupo 2 fue
tratado con 100 pg/herida de extracto hexanico de A. adstringens (Ext.Hex.) y el
grupo 3 fue tratado con KitosCell-Q como control positivo. Después de la generacién
de la herida, el seguimiento fotogréafico y la medicién del area de cada herida se
determind como se describié previamente. Cada uno de los tratamientos fue
administrado por via tépica después de la generacion de la herida, el seguimiento
fotografico y la medicion del area de cada herida fue determinado como se describio

previamente en las cinéticas de cicatrizacion.
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5.7 Analisis estadistico

Todos los resultados se expresan como la media de 8-10 animales + el error
estandar de la media (SEM). El andlisis estadistico de los datos se realiz6 utilizando
el software GraphPad Prism 8 (Software, Inc.). Para determinar si existen
diferencias estadisticas se utilizé el analisis de varianza (ANOVA) de una via para
comparar mas de dos grupos. En los casos en donde el tiempo es un factor
adicional que contribuye al resultado, se utilizO6 ANOVA de dos vias de medidas
repetidas seguido de la post-prueba de Tukey o Bonferroni. Se considerd que existe

diferencia estadisticamente significativa cuando el valor P < 0.05.

6. RESULTADOS

Con el fin de evaluar la actividad cicatrizante de los extractos y principios activos
aislados del cuachalalate fue necesario elegir alguno de los modelos

experimentales de cicatrizacion descritos previamente (79).

Para poder evaluar el comportamiento de la cicatrizacion en la DMT1 con diferentes
tiempos de evolucion, se realizaron cinéticas de cicatrizacibn con 2 cohortes
diferentes, a las 12 y 24 semanas post induccién con STZ (5 y 8 meses de edad
respectivamente). En la Figura 13 se muestra el seguimiento de peso, glucosay la
cinética de cicatrizacién que se realiz6 en los grupos de ratones 12 semanas post-
induccién de la DMT1. En los paneles 13 A, B y C se puede observar el
comportamiento de los ratones hembra y en los paneles 13 D, E y F se muestra el

comportamiento de los machos. En cuanto al peso se observo que tanto en hembras
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como en machos la induccién de DMT1 con STZ produjo una disminucion de peso
significativa en comparacion del grupo naive y que se mantuvo por las 12 semanas
del experimento. Ademas, se observé que la induccion de DMT1 produjo en ambos
sexos un incremento significativo de la concentracién de glucosa por arriba de los
300 mg/dL desde las 4 semanas post-induccion y se mantuvo elevado durante el

tiempo del experimento, indicando el desarrollo de hiperglucemia cronica.

En cuanto a la cinética de cicatrizacion, se observo una diferencia importante en el
grupo de hembras, ya que se aprecia que el area de cierre de la herida es mucho
mayor en comparacion con los ratones naive y con los ratones diabéticos machos.
Esto indica un retraso en la cicatrizacion. Lo anterior se confirma en la Figura 14 en
donde al realizar el analisis de area bajo la curva (ABC) puede apreciar que el area
obtenida por el grupo de hembras con DMT1 muestra un area menor en

comparacion con el resto de los grupos.
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Figura 13. Seguimientos de 12 semanas post-STZ. Seguimiento de peso (Ay D), glucosa (By E)
y cinética de cicatrizacion (C y F), la columna izquierda muestra los resultados obtenidos del grupo

de hembras y la derecha ratones macho.
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Figura 14. ABC y seguimiento fotogréfico a las 12 semanas post-STZ. A) ABC del porcentaje
de cierre de la herida; B) seguimiento fotografico.
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En el seguimiento fotografico se puede observar como fue evolucionando la
cicatrizacion y se puede apreciar como las heridas van evolucionando hasta el cierre
total y la formacion de una nueva capa epitelial. Cada dia muestra diferencias
importantes en cada grupo, siendo mayor el area de la lesion en el grupo con DMT1
gue en el grupo control. Al dia 15 todavia se puede observar parte de la herida en
el grupo de hembras con DMT1, mientras que en los demas grupos la cicatrizaciéon

termind en el dia 12. Al dia 18 todos los grupos cicatrizaron.

La Figura 15 muestra el seguimiento de peso, glucosa y cierre de la herida para los
grupos de machos y hembras con DMT1 y naive con 6 meses post-STZ. Se obtuvo
una ganancia de peso en los grupos con excepcion del grupo de hembras con
DMT1. En durante el seguimiento de glucosa, se observa una alta concentracion de
glucosa en sangre que se mantuvo en niveles altos a lo largo del seguimiento,
observando que los machos presentan los niveles mas altos en comparacion con

las hembras.

La cinética de cicatrizacion presenta resultados interesantes, ya que, al tener un
mayor tiempo como diabéticos tanto en hembras como en machos, se pensaba que
el tiempo de cicatrizacién se veria afectado dado el tiempo de padecer esta
enfermedad, asi como el aumento de la concentracion de glucosa en la sangre, pero
como se puede apreciar en las gréficas no fue asi, ya que el comportamiento del
cierre de la herida regres6 a niveles normales, siendo que no hay una diferencia
entre el grupo naive y el grupo con DMT1 para ambos sexos. Esto también se puede

apreciar en la Figura 16, donde se muestra el ABC del porcentaje del cierre de la
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herida, asi como el seguimiento fotogréfico de la cinética de cicatrizacion, donde no

se observan mucha diferencia en comparacion con el grupo de DMT1 de 3 meses
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post-STZ.
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Figura 15. Seguimientos de 24 semanas post-STZ. Seguimiento de peso (Ay D), glucosa (By E)
y cinética de cicatrizacion (C y F), la columna izquierda muestra los resultados obtenidos del grupo
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67



La Figura 17 muestra el seguimiento de peso, glucosa y cierre de la herida para los
grupos controles con STZ y Veh y el grupo de DMT2 sin Tx, con Ext. Hex. y DMSO

como vehiculo con 6 meses post-STZ.

En el seguimiento de peso se puede apreciar que el incremento de peso de los
ratones inducidos con DC es superior en comparacién con el grupo control que
llevaron una DE que se basa en pellets para animales de laboratorio, los resultados
también muestran que, tomando en cuenta la semana -8 (momento en que fueron
inducidos DC y DE), los ratones con DE tienen una ganancia de peso aproximado
de 5 a 7 g en 24 semanas post-STZ o Veh, en comparacion, los ratones con DC
tienen una ganancia de peso en 24 semanas post-STZ de aproximadamente de 23
g desde la semana -8, lo que representa un incremento de 383% el peso del grupo

con DE en comparacion al grupo con DC (Figura 18).

Con respecto al seguimiento de glucosa, se observa que existe una diferencia
marcada del incremento de esta desde la semana 0 (semana de induccion con STZ)
debido a la DC, pero incrementa su valor una vez realizada la induccién a DMT2,
donde se puede apreciar valores de glucosa mayores a 160 mg/dL, lo que cumple
con el criterio de inclusion, ya que se requieren niveles mayores a 150 mg/dL.
Mientras que los valores del grupo DE se mantienen estables durante el tiempo que

se tuvo el experimento en curso.
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Figura 17. Seguimiento de DMT2 con 24 semanas post-STZ. Seguimiento de peso (A y D),
glucosa (B y E) y cinética de cicatrizacion (C y F). A, By C muestran los resultados de los grupos
control y DMT2 sin Tx y C, D y F muestran los resultados de los grupos con DMT2 sin Tx, Ext. Hex

100pg y DMSO al 5%.
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Figura 18. Diferencia de tamafio de ratén con DE y DC. Muestra de diferencia de tamafio de raton
con DE (A) y DC (B) tomando como referencia un Vernier.

En la cinética de cicatrizacion se aprecia el retraso en el cierre de la herida, donde,
desde el dia 1 existe una pendiente menor en comparacion a la pendiente que
muestran los grupos controles y esta tendencia se mantiene presente durante el
desarrollo de la cinética, ademas, en los grupos controles se aprecia que su cierre
se presenta practicamente en el dia 9, en comparacion, el cierre de la herida para
el grupo de DMT2 se presenta alrededor del dia 15, esto indica que para los ratones

con DMT2, existe un retraso en el cierre de la herida de 6 dias.

En la Figura 19 se muestra el ABC del porcentaje del cierre de la herida de los
grupos controles y DMT2 sin tratamiento, en donde se puede apreciar la diferencia
del comportamiento de la herida, teniendo un retraso en el cierre de la herida muy
marcada de parte del grupo con DMT2 con respecto a los grupos control, esto es
mas evidente al revisar el comportamiento de la herida en el seguimiento fotografico
gue se realizé para su cuantificacion, se puede apreciar el retraso en el cierre de la

herida, en el dia 9 se observa una de las mayores diferencias, siendo para los
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grupos controles, un cierre casi por completo, mientras que para el grupo con DMT2

aun se aprecia un tamafo considerable de la herida.

ABC de % cierre de la herida 10 meses
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m
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Control DMT2
B) Dia post-induccion de la herida

Control
Vehiculo

STZ

DMT2
Sin Tx

Figura 19. ABC y seguimiento fotografico a las 24 semanas post-STZ. A) ABC del porcentaje
del cierre de la herida; B) seguimiento fotografico.
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En la columna derecha de la Figura 17 se muestran los seguimientos de peso,
niveles de glucosa y la cinética de cicatrizacion de los grupos tratados con DMSO

5%, el extracto hexanico de A. adstringens y el grupo sin Tx para comparar.

En el seguimiento de peso se observa que los grupos fueron homogéneos, ya que
presentan una misma tendencia con respecto al tiempo. En el seguimiento de
glucosa se muestra una diferencia entre los 3 grupos, el grupo tratado con DMSO
presenta mayores niveles de glucosa en comparacion con los otros 2 grupos, pero
todo cumplen con el criterio de inclusion, ya que presentan niveles de glucosa en

sangre mayores a 150 mg/dL.

Resulta interesante al observar la cinética de cicatrizacién de los 3 grupos, ya que
no hay diferencias apreciables en el uso del Ext. Hex. como un agente que
promueva la aceleracion en el cierre de la herida. Era de esperarse que el DMSO
no presentara un efecto pro-cicatrizante, pero en el caso del Ext. Hex. se esperaban
resultados que favorecieran a la aceleracion del cierre de la herida en ratones con

DMT?2.

Con la finalidad de poder apreciar de mejor manera la cinética de cicatrizacion en
los modelos de DMT1 con 3 meses post-STZ (debido a que es el tiempo donde
presentan un mayor retraso en el cierre de la herida como se muestra en la Figura
14), se generaron grupos en los cuales se les indujo una herida con un punch de 10
mm de didmetro, con el cual se aprecia un mejor contraste entre los grupos con
diferentes tratamientos. Estos resultados se pueden observar en la Figura 20A, la

cual muestra el ABC del % del cierre de la herida de los grupos naive, donde el
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grupo tratado con agua tiene un mayor retraso en la cicatrizacibn en comparacion
con el resto de los grupos. El DMSO 5% es el vehiculo del Ext. Hex. y no mostrd
una diferencia significativa, lo que sugiere que el DMSO 5% puede causar
interferencia al evaluar el Ext. Hex. por lo que se buscé otro vehiculo, al realizar
pruebas de solubilidad se seleccion6 el Tween 20 al 5%, el cual se evalué y presento
valores similares a los obtenidos por el DMSO 5%. Debido a que los vehiculos del
Ext. Hex. muestran tener una actividad procicatrizante, se evalué el extracto
metandlico (Ext. Met.) debido a que es soluble en agua, la Figura 20 muestra que
existe una diferencia significativa en comparacion con los ratones tratados con

agua. El control positivo que se utilizé fue el Hyalo 4.
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Figura 20. ABC y seguimiento fotografico de los grupos naive. A) ABC del porcentaje de

cierre de la herida; B) seguimiento fotografico
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Con base en los resultados obtenidos en los grupos naive con una herida de 10 mm
de didmetro, se observd que el mejor extracto para su evaluaciéon es el Ext. Met.
debido a que su vehiculo no presenta una actividad procicatrizante que pueda

interferir en la evaluacion del cierre de la herida.

En la Figura 21A se muestra el ABC del % del cierre de la herida en ratones con
DMT1 de 3 meses post-STZ. Los grupos Sin Tx y agua (sélo se administré una
dosis) tienen un comportamiento similar. Al evaluar el Ext. Met. con 1 dosis no se
observé una diferencia tan marcada como en el caso de los grupos naive, en este
caso se observa un retroceso en el proceso de cicatrizacion, por lo que este
tratamiento no muestra resultados positivos. Otro tratamiento que se evalud fue
aumentar la cantidad de extracto que se agrega por herida, aumentando de 100 pg
a 500 pg esperando obtener un resultado positivo, pero como se puede apreciar en
la Figura 21A, el aumento de cantidad retrasa aun mas el tiempo del cierre de la
herida. Al observar que un tratamiento agudo no tiene una respuesta positiva al
cierre de la herida, se evalu6 un tratamiento crénico, en el cual se administraron 6
dosis de 100 ug de Ext. Met. (2 dosis por 3 dias), al compararlo contra el tratamiento
de 6 dosis de agua, se puede apreciar que existe una diferencia significativa y no
existe diferencia entre el grupo Sin Tx y Ext. Met. 100 pg con 6 dosis, lo que confirma
gue un tratamiento agudo no favorece la cicatrizacion en los modelos murinos con
DMT1, pero un tratamiento crénico si acelera la cicatrizacion comparado son su
grupo control, pero comparandolo con el grupo Sin Tx, no muestra una aceleracion

en el cierre de la herida.
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Figura 21 ABC y seguimiento fotogréafico de los grupos DMT1. A) ABC del porcentaje de cierre
de la herida; B) seguimiento fotogréafico
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En la Figura 22 se muestra el ABC y el seguimiento fotogréafico de los grupos
tratados con el extracto hexanico del Cuachalalate y DMSO 5% como control
negativo. En esta imagen no se observa diferencia entre los ratones con DMT2 que
no recibieron Tx y los tratados con Ext. Hex. y DMSO 5%. Mientras que los 2

tratamientos tienen un comportamiento similar en el cierre de la herida.

A) ABC de % cierre de la herida 6 meses post-STZ

ns
1000+
ns
750- | :
2
500+
<
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0 -
B) Sin T): (n=7) Ext.Hex.1(l)0ug (n=9) DMSOS”/o (n=6)
Dia post-induccion de la herida

0 1 3 6 9 12

Sin Tx

DMT2

DMSO 5% Ext. Hex.

Figura 22. ABC y seguimiento fotografico de grupo con DMT2 a las 24 semanas post-STZ. A)
ABC del porcentaje de cierre de la herida; B) Seguimiento fotogréfico de las heridas.
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7. DISCUSIONES

En el presente proyecto se estudio el cierre de heridas experimentales y se observo
la cinética de cicatrizacion con el objetivo de evaluar el efecto cicatrizante del
extracto hexanico de Amphiptherygium adstringens en modelos murinos con

diabetes mellitus tipo 1 y 2, usando como control a ratones naive.

7.1 Cinética de cicatrizacion en ratones naive, con DMT1y DMT2.

Debido a que la DM es una enfermedad cronica, se ha visto que conforme pasa el
tiempo, la exposicidon cronica a la hiperglucemia afecta al organismo generando
diversas afecciones al cuerpo (80), uno de estos padecimientos son las
complicaciones microvasculares, por lo que se busco el modelo en el cual la herida
tuviera el mayor retraso en la cicatrizacion, de esta forma se indujeron a DMT1 2
grupos, uno de hembras y otro de machos, los cuales a las 12 semanas post-STZ
se evalud la cicatrizacion. Los resultados de pérdida de peso y aumento de glucosa
debido a la induccién a DMT1 con STZ, coinciden con los resultados reportados por

Raehtz y colaboradores (81).

Como lo menciona Li y colaboradores (82), existe un retraso en el cierre de la herida
en los modelos murinos con DMT1, lo que se encontr6 en el presente trabajo. Sin
embargo, quienes tienen el mayor retraso en el cierre de la herida son las hembras
con DMT1 de 12 semanas post-STZ, en comparacién con los machos de la misma
edad. Contrario a lo esperado, en los modelos de DMT1 de 24 semanas post-STZ,

se observo que el cierre de la herida fue normal. La hiperglucemia crénica induce
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complicaciones que pueden explicar el retraso en la cicatrizaciébn, aunque en el
grupo de mayor exposicion (24 semanas) el proceso de cicatrizacion fue
compensado con mecanismos aun no explicado en el presente trabajo. Pero como
lo menciona Aarabi y colaboradores (83) y Zomer y Trentin (1), si bien es un buen
acercamiento los modelos de cicatrizacién en ratones, es importante tomar en
cuenta las diferencias que existen entre la piel humana y la piel de los ratones,
donde, esta ultima cuenta de 2 a 3 capas de células en el epidermis mientras que
el humano cuenta de 5 a 10 capas de células, ademas de las propiedades
mecanorresistentes de los fibroblastos para acelerar el cierre de la herida ante el
estrés de las células que estan en la periferia. Esto puede ser una probable
explicacion por la cual los ratones que presentan DMT1 durante un mayor tiempo,

las heridas llegan a tener una cicatrizacién “normal’.

En el caso de la cicatrizacion en los modelos con DMT2, la condicion de obesidad
gue presentan genera una inflamacion crénica lo que contribuye a que las
enfermedades que acompafan a la DMT2 se compliquen (84). Los resultados
obtenidos en este estudio indican que existe un retraso en el cierre de la herida en
nuestro modelo de DMT2. Han y cols., (85) en su trabajo mencionan que existe una
disminucién de la angiogénesis en la DMT2, disfuncién de las células precursoras
endoteliales debido a la hiperglucemia, los niveles de O: celular es mayor al hormal

y los niveles de NO es menor, lo que afecta el cierre de la herida.
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7.2 Actividad cicatrizante del extracto hexanico del Cuachalalate en

ratones con diabetes mellitus tipo 1.

Existen diferentes modelos murinos para el estudio de heridas (86-88), pero en
trabajo se utilizd el modelo de herida de 10 mm de diametro, debido a que en
estudios preliminares en este trabajo con heridas de 6 mm de didmetro se observé
gue el extracto hexanico del Cuachalalate y su vehiculo (DMSO 5%) presentaron

cierres de la herida muy similares.

Los resultados obtenidos (Figura 20), con los ratones naive, los grupos con Ext.
Hex. 100ug, DMSO 5% (vehiculo) y agua (control negativo), muestran que no existe
una diferencia significativa entre el extracto y el DMSO, pero si existe diferencia
significativa entre estos 2 y el grupo tratado con agua, lo que sugiere que el DMSO
puede actuar como un agente que favorece el cierre de heridas (89-91). Por esta
razon se busco otro solvente para el Ex. Hex., el cual fue el Tween 20. En pruebas
de solubilidad, el porcentaje minimo al cual el extracto se disolvid fue al 5%. Sin

embargo, el Tween 20 al 5%, presentd resultados similares al DMSO.

Con base en los resultados obtenidos con los vehiculos del Ext. Hex., se opt6 por
evaluar el Ext. Met. ya que es soluble en agua, ya este Ultimo no es un agente que
favorezca la cicatrizacion, lo que lo convierte en el vehiculo adecuado para este
estudio. Principalmente porque el Ext. Met. tiene un comportamiento igual que el
Ext. Hex. en el cierre de la herida (Figura 20). Al comparar el Ext. Met. con su
vehiculo, tenemos como resultado que existe diferencia significativa entre estos 2

grupos. Con esto confirmamos que el extracto hexanico y metanolico favorecen la
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cicatrizacion, debido posiblemente a que sus principales compuestos son
triterpenos (74, 92). Estos componentes son una clase muy extendida de
fitoquimicos derivados de las plantas, integran metabolitos secundarios con una
gran variedad de estructuras quimicas, como también abarcan amplias actividades
que favorecen la salud de los seres humanos, dentro de estas actividades se
encuentran las antinflamatorias y cicatrizantes (2). Como control positivo se utilizé
el Hyalo4, un medicamento que se utiliza como tratamiento para las heridas, su
principio activo es el 4cido hialurénico, el cual favorece la cicatrizacion debido a que
es un polimero natural del grupo de los glucosaminoglucanos, estos estan presentes
en muchos tejidos incluyendo la piel, cuando existe una ruptura en esta, el ac.
hialurénico impulsa de deposicion del fibrinbgeno y promueven la movilizaciéon de

células neutrdfilas (93).

Con base en los resultados obtenidos en los grupos naive, se evaluo el Ext. Met. en
los grupos con DMT1, los primeros grupos evaluados fueron Sin Tx, agua (1 dosis
postinduccion de la herida) y el Ex. Met. 100ug (1 dosis post-induccion de la herida),
los resultados no mostraron una diferencia significativa entre ellos, lo que sugiere
gue el Ext. Met. no tiene un efecto cicatrizante en el modelo de DMT1 como en el
grupo naive. Con esto en mente, se aumento la dosis a 500ug de extracto sobre la
herida. Los resultados obtenidos muestran un mejor efecto cicatrizante aunque las
heridas fueron méas heterogéneas, ya que a unos ratones provocO una mayor
resequedad en la herida que en otros, y como lo menciona Bowers y Franco (94) en

las heridas crénicas, el equilibrio de la humedad es una parte esencial pues una
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herida himeda se cura mas rapido y tiene menos riesgo de infeccion. Analizando
los datos del Ext. Met. 500ug, se disefié otro experimento donde la cantidad de
extracto administrada fuera mayor a 100ug pero manteniendo la humedad de la
herida, por lo que se opt6 por administrar varias dosis en los dias donde empieza la
respuesta celular, estos dias fueron el 0, 1 y 3 postinduccién de la herida, el
tratamiento elegido fue administrar 2 dosis de 100ug en cada uno de eso dias, una
dosis matutina y una vespertina, administrando un toral de 600ug de extracto y
manteniendo la humedad de la herida. Observando los resultados obtenidos, en la
Figura 21A se compara el comportamiento de cada tratamiento, se aprecia que
existe una diferencia significativa al comparar el grupo tratado con 6 dosis de Ext.
Met. versus el tratamiento de 6 dosis de agua y estadisticamente no hay diferencia
significativa entre el grupo sin tratamiento y Ext. Met. 6 dosis, ademas, al observar
la Figura 21B se pueden apreciar pequefas diferencias en la evolucién de la herida;
en el grupo Ext. Met. 500ug, la herida es la que menos humedad tiene en
comparacion al resto de los grupos; el grupo Ext. Met. 100ug, en el dia 1, presenta
una ligera pelicula que cubre la herida, pero desaparece casi por completo al dia 3
formando una costra; el grupo Ext. Met. 100ug 6 dosis, muestra una mejor evoluciéon
de la herida, a causa de la apariciébn de una pelicula que cubre la herida, pero
mantiene la humedad, generando asi un ambiente estéril de patégenos externos y
favoreciendo la migracion celular; esto sugiere que un tratamiento cronico es el mas

adecuado para estos modelos.
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7.3 Actividad cicatrizante del extracto hexanico del Cuachalalate en

ratones con diabetes mellitus tipo 2.

Al tener la condicion de DMT2 y al mismo tiempo obesidad, el comportamiento de
la evolucion de la herida es diferente en cuestion celular, esto es causado
principalmente a la inflamacion asociada a la DMT2, caracterizada por un mayor
nuamero de macréfagos en diferentes tejidos (causado por la respuesta inflamatoria
debido a la obesidad) junto con la produccién de TNF-a, IL-B, IL-6 e IL-8. Los
macréfagos de las heridas de los ratones diabéticos presentan una transicion
alterada de los fenotipos M1 a M2 (debido a la elevada concentracion de glucosa),
lo que puede favorecer el entorno proinflamatorio de la herida y una respuesta

deficiente en la cicatrizacion de la misma (95).

Una posible causa por la cual el extracto del cuachalalate y el DMSO no presentaron
efecto cicatrizante, podria ser debido a que estos tratamientos no tienen actividad
sobre los macrofagos, los cuales presentan una actividad importante en la respuesta
celular de la cicatrizacién, esto, con respecto a los resultados obtenidos en los
grupos naive y DMT1, donde el DMSO y los extractos del cuachalalate, si presentan
una actividad procicatrizante. Sin embargo, no se descartan otros mecanismos
cicatrizantes, donde los extractos tampoco tendrian actividad, entre ellos el papel
del factor de crecimiento epidérmico que esta reducido en la diabetes y que podria

explicar el retrazo en el proceso de cicatrizacién observado en estos modelos (79).
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8. CONCLUSIONES

Los modelos de DMT1 3 meses post-STZ y DMT2 presentan un retraso en la
cicatrizacion en comparacion con los ratones naive, por lo que son modelos

adecuados para el estudio los mecanismos involucrados en la cicatrizacion.

El extracto hexanico podria tener efecto cicatrizante, pero debido a que el DMSO
es activo, no se puede diferenciar si la aceleracién en el cierre de la herida es

causada por el extracto o por el DMSO.

El extracto metandlico tiene con efectos cicatrizantes similares al héxanico con la
ventaja de que su vehiculo es el agua. Favorece el cierre de la herida en ratones
naive y en los modelos de DMT1 cuando se utilizé un esquema de administracion

de 2 dosis por dia.

El modelo de DMT2 con el estado de obesidad incluido podria ser un buen modelo
para evaluar la cicatrizacion, aunque el extracto hexanico y su vehiculo (DMSO) no

mostraron efecto cicatrizante en estas condiciones.
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Atentamente

Dra. Maria Araceli Ortiz Rodriguez
Sinodal
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MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA NUTRICION.

Voto Sinodal.

COMISION ACADEMICA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS
DE LA NUTRICION
PRESENTE

Toda vez que el trabajo de Tesis realizado por el C. Jiménez Migica Antares Sinhue, estudiante
de la Maestria en Ciencias de la Nutricion, con nimero de matricula 10036907, y que lleva por titulo
CINETICA DE CICATRIZACION DEL CUACHALALATE (Amphipterygium adstringens)
EN MODELOS EXPERIMENTALES CON DIABETES MELLITUS TIPO I'Y TIPO II ha
sido revisado a satisfaccidn me permito en mi cardcter como miembro de la Comisiéon Revisora
comunicar lo siguiente:

I. La tesis se aprueba, dado que retne los requisitos para ser presentada y defendida ante
el examen correspondiente.

Sin otro particular, agradezco la atencién que sirva prestar a la presente.

Dra. Ollin Cé/ "'N/Iartl’nez Ramirez
odal
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