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RESUMEN
La cicatrizacion de heridas constituye una respuesta fundamental de restauracion
de la integridad tisular ante una lesion. En la Diabetes Mellitus este proceso suele
estar comprometido, lo que provoca una cicatrizacién deficiente que da lugar a
ulceras cronicas y complicaciones graves de dificil manejo terapéutico. El uso de
compuestos de origen natural representa una opcion terapéutica prometedora; la
inulina, ha demostrado efectos antinflamatorios, antioxidantes, inmunomoduladores
y con capacidad para actuar como andamio biologico, lo que la posiciona como una
candidata potencial para mejorar el proceso de cicatrizacion. El objetivo del presente
estudio fue evaluar el efecto de inulina de achicoria y agave azul sobre la actividad
cicatrizante in vitro en las lineas celulares de queratinocitos (HaCaT) y fibroblastos
(HDFn), e in vivo en modelo murino. La viabilidad celular se determiné mediante el
ensayo de MTT tras la exposicion a concentraciones de inulina desde 12.5 hasta
1600 ug/mly la capacidad migratoria celular mediante el modelo de cierre de herida
in vitro, cuantificando el porcentaje de cierre a 24 y 48 horas. La cinética de
cicatrizacion in vivo de heridas cutanea inducidas en ratones CD1 se evalud
mediante el analisis fotografico y cuantificaciéon del area de la herida en el software
Imaged. Las inulinas no presentaron citotoxicidad en las concentraciones evaluadas
en ninguna de las lineas celulares, con medias globales de viabilidad celular entre
94.7% y 126.2%. Asimismo, las inulinas de achicoria (SIGMA) y agave azul
mostraron mejores porcentajes de cierres de herida por migracion celular,
evidenciandose una relacion dosis-respuesta con incremento en el porcentaje de
cierre de herida a dosis mas elevadas. En el modelo murino, las inulinas
promovieron una reduccién progresiva del area de la herida respecto al control
negativo. Estos resultados avalan la potencial aplicacidon de la inulina como
alternativa de origen natural en terapias dirigidas a favorecer la cicatrizacion de

heridas.

Palabras claves: DIABETES MELLITUS, INULINA, CICATRIZACION,
FIBROBLASTOS, QUERATINOCITOS.



ABSTRACT
Wound healing is a fundamental response for restoring tissue integrity to injury. In
diabetes mellitus, this process is often compromised, leading to impaired healing
that results in chronic ulcers and serious complications that are difficult to manage
therapeutically. The use of naturally derived compounds represents a promising
therapeutic option; inulin has demonstrated anti-inflammatory, antioxidant, and
immunomodulatory effects, as well as the ability to act as a biological scaffold,
positioning it as a potential candidate for improving the healing process. The
objective of this study was to evaluate the effect of chicory and blue agave inulin on
wound healing activity in vitro in keratinocyte (HaCaT) and fibroblast (HDFn) cell
lines, and in vivo in a murine model. Cell viability was determined using the MTT
assay after exposure to inulin concentrations ranging from 12.5 to 1600 pg/ml, and
cell migration capacity was assessed using the in vitro wound closure model,
quantifying the percentage of closure at 24 and 48 hours. The in vivo wound healing
kinetics of induced skin wounds in CD1 mice were evaluated by photographic
analysis and quantification of the wound area using ImageJ software. Inulins showed
no cytotoxicity at the concentrations evaluated in any of the cell lines, with overall
cell viability ranging from 94.7% to 126.2%. Chicory (SIGMA) and blue agave inulins
showed improved wound closure rates through cell migration, demonstrating a dose-
response relationship with increased wound closure percentages at higher doses. In
the murine model, inulins promoted a progressive reduction in wound area compared
to the negative control. These results support the potential application of inulin as a

natural alternative in therapies aimed at promoting wound healing.

Keywords: DIABETES MELLITUS, INULIN, WOUND HEALING, FIBROBLASTS,
KERATINOCYTES.
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1. ANTECEDENTES

1.1 DIABETES MELLITUS

La diabetes es una enfermedad metabdlica con causas multifactoriales en la que
interactuan elementos genéticos, sociodemograficos y ambientales, junto con
factores de riesgo como la obesidad, la inactividad fisica y la alimentacion poco
saludable. Se caracteriza por la presencia de niveles elevados de glucosa en sangre
que requiere atencidon médica continua y estrategias multidisciplinarias para
prevenir complicaciones agudas y a largo plazo, como enfermedad cardiovascular,
neuropatia, retinopatia, nefropatia, amputaciones y disminucién de la esperanza de

vida. Hay tres tipos principales de diabetes: tipo 1, tipo 2 y gestacional .

1.1.1 Epidemiologia

La Diabetes Mellitus (DM) se ha convertido a lo largo de los ultimos afos en un
problema mundial de salud publica 2. Es la segunda causa principal de afios de vida
ajustados por discapacidad, lo que refleja las multiples complicaciones y
limitaciones que experimentan las personas con esta enfermedad a lo largo de su

vida 3.

El ultimo Atlas de la Diabetes del 2025 de |la Federacion Internacional de Diabetes
(FID) informa de que el 11,1% o 1 de cada 9 de la poblacion adulta (20-79 afios)
padece diabetes, equivalente a 589 millones de personas en él mundo, y mas de 4
de cada 10 no saben que la padecen. Para 2050, se estima que 1 de cada 8 adultos,
aproximadamente 853 millones, vivira con diabetes, lo que supone un aumento del
46%. En América del Norte y el Caribe, 1 de cada 7 adultos padecen diabetes: 56
millones. La regién tiene la segunda prevalencia mas alta de diabetes (15.1%) de
todas las regiones que contempla la FID, y mayor proporcion de mortalidad
relacionada con la diabetes (21.4%) 4.

En México en el afio 2022 |la prevalencia de prediabetes fue de 22.1% (equivalente
a 17.6 millones de personas); la prevalencia de diabetes diagnosticada fue de 12.6%
y la prevalencia de diabetes no diagnosticada fue de 5.8%, lo que resulta en una

prevalencia de diabetes total de 18.3% (14.6 millones de personas) °.



1.1.2 Fisiopatologia

En la diabetes mellitus tipo 1, antes conocida como juvenil, insulinodependiente o
dependiente de la insulina, el paciente no produce insulina debido a una destruccion
autoinmunitaria de las células B pancreaticas, lo que puede desencadenarse ante
una exposicion ambiental en individuos con predisposicion genética. La destruccion
avanza sin provocar sintomas durante meses o afnos hasta que la masa de células
B disminuye hasta un punto en el cual las concentraciones de insulina no son
adecuadas para controlar la glucemia. La patogenia de la destruccidon
autoinmunitaria de las células [ incluye interacciones entre genes de
susceptibilidad, autoantigenos y factores ambientales que aun no se comprenden
completamente. Varios virus (como coxsackie, rubéola, citomegalovirus, Epstein-
Barr, SARS-CoV-2, y retrovirus) se han asociado al inicio de la enfermedad, ya sea
por dafo directo de las células B o mediante mecanismos inmunitarios como el
mimetismo molecular. La dieta también puede influir sobre la aparicién de esta
enfermedad, la exposicidon temprana a proteinas de la leche de vaca, el alto
contenido de nitratos en el agua, la deficiencia de vitamina D, y la introduccion
temprana o tardia del gluten y cereales se han relacionado con un mayor riesgo de
desarrollar la enfermedad, aunque los mecanismos no se comprenden por completo

auné7’ .

La diabetes mellitus tipo 2 se caracteriza por hiperglucemia cronica causada por la
combinacion de la resistencia a la insulina (RI) y un defecto en la secrecion de
insulina. La RI impide la captacion de glucosa de forma adecuada en el musculo,
higado y tejido adiposo, mientras que la alteracidn en la secrecidn de insulina agrava
la hiperglucemia. Algunos factores como la obesidad, la hiperlipidemia, el estrés
oxidativo, la inflamacién croénica, la disfuncion mitocondrial y la disbiosis intestinal
contribuyen al dafio celular y a la progresion de la patologia 8. La resistencia
hepatica a la insulina inhibe la supresién de la produccién de glucosa hepatica, y la
resistencia periférica a la insulina afecta la absorciéon periférica de glucosa. Los
factores exactos que conducen al desarrollo de la resistencia a la insulina y la
disfuncion final de la célula B pancreatica no se han aclarado plenamente. Ademas

de las determinantes genéticas, la evidencia actual se ha enfocado en cuatro

2



grandes vias o mecanismos fisiopatolégicos: a) resistencia a la insulina e
inflamacion; b) glucolipotoxicidad y disfuncién de la célula B; c) disfuncién

mitocondrial; d) plasticidad celular y memoria metabdlica °.

1.1.3 Cuadro clinico

Los sintomas mas frecuentes de la diabetes mellitus son los de la hiperglucemia. La
hiperglucemia leve de la diabetes mellitus temprana es a menudo asintomatica ’.
Los sintomas de la diabetes tipo 1 son graves y generalmente suceden
rapidamente, en pocos dias o semanas. Los sintomas pueden incluir polidipsia
(aumento de la sed), poliuria (aumento de la miccion), polifagia (aumento del
hambre), vision borrosa, fatiga y pérdida de peso inexplicable. A veces los primeros
sintomas de la diabetes tipo 1 son signos de un problema médico potencialmente
mortal o bien una complicacién de la propia enfermedad llamada Cetoacidosis

diabética’®.

Los sintomas de la diabetes tipo 2 a menudo aparecen lentamente, en el transcurso
de varios afnos, y pueden ser tan leves que ni siquiera se notan. Muchas personas
no tienen sintomas. Algunas personas no saben que tienen la enfermedad hasta
que tienen complicaciones relacionados con la diabetes, como visidon borrosa,

enfermedades del corazon u otras™.

1.1.4 Diagnéstico
Ademas del cuadro clinico para confirmar el diagndstico, se deben hacer uno o mas

de los siguientes examenes.
Examenes de sangre:

-Glucemia en ayunas. Nivel de glucosa en ayunas es de 126 mg/dl (7.0 mmol/L) o

superior en dos examenes diferentes.

-Examen de hemoglobina A1C (A1C). Lo normal es menos de 5.7%; prediabetes es

entre 5.7% y 6.4%; y diabetes es 6.5% o mas alto.

-Prueba de tolerancia a la glucosa oral. Nivel de glucosa es de 200 mg/dl (11.1
mmol/L) o superior luego de 2 horas de tomar una bebida azucarada especial de 75

gramos 2.



1.1.5 Complicaciones

Las complicaciones de la DM se dividen en agudas y cronicas. Dentro de las agudas
se encuentran la Cetoacidosis Diabética y el Estado Hiperglucémico
Hiperosmolar'3. Respecto a las complicaciones cronicas en términos generales
pueden clasificarse en microvasculares (cuando el dafio vascular afecta los vasos
sanguineos pequefios) y macrovasculares (cuando se dafan las arterias). La
retinopatia diabética, la nefropatia diabética y la neuropatia diabética son las
principales complicaciones microvasculares, mientras que la cardiopatia coronaria,
la enfermedad arterial periférica y los accidentes cerebrovasculares son las
principales complicaciones macrovasculares'. La neuropatia diabética y la
enfermedad arterial periférica contribuyen mayoritariamente a la formacion del
llamado Pie diabético otra de las complicaciones mas frecuentes en esta

enfermedad'*

1.1.6 Pie diabético

El pie diabético presenta una alteracién anatoémica o funcional, determinada por
anomalias neurolégicas y/o diversos grados de enfermedad vascular periférica, que
le confiere una mayor susceptibilidad a presentar infeccion, ulceracion y/o
destruccion de tejidos profundos’. Es un importante problema médico, social y
econdmico en todo el mundo, sobre todo en paises de bajos recursos y se considera

una emergencia sanitaria’®.

Las ulceras del pie diabético son el principal factor de riesgo para las amputaciones
no traumaticas en personas con diabetes. Se estima que aproximadamente el 3-4%
de los diabéticos presenta actualmente alguna ulcera '°, se calcula que cerca de un
25% de estas lesiones no lograran cicatrizar durante el curso de la enfermedad y
requeriran una amputacion. A su vez, suelen presentar episodios de infeccidén que
requeriran hospitalizaciones para su manejo. El proceso infeccioso aumenta la
necesidad de hospitalizacion 50 veces e incluso eleva el riesgo de amputacion 155

veces frente a pacientes con Ulceras no infectadas’”.

Las ulceras pueden ser de tipo neuropatico, isquémico o neuroisquémico. Hasta un

85% de las ulceras diabéticas son de tipo neuropatico, mientras que entre el 10 y el



60% pueden tener componente isquémico. Las ulceras neuropaticas se manifiestan
en sitios de presion continua y las plantares son las mas frecuentes, asi como las

que mayor recurrencia tienen'®.

Los objetivos del tratamiento del pie diabético son lograr la cicatrizacion de los
tejidos mientras se mantiene una funcion y una carga de peso adecuadas para la
deambulacion. El tratamiento antibidtico de la infeccion invasiva, junto con el
desbridamiento o la amputacion del tejido y la descarga de la presion del pie hasta
que se logre la curacién, son los principios esenciales del manejo. Se ha
demostrado que las terapias complementarias especificas ayudan en la
cicatrizacion de ulceras/heridas, como unguentos antimicrobianos topicos
(sulfadiazina de plata o murpicina), factores de crecimiento de heridas, apdsitos
biologicos, terapia de heridas con presion negativa y tratamientos con oxigeno

hiperbarico'®.
1.2 CICATRIZACION Y ALTERNATIVAS TERAPEUTICAS

La piel es una parte fundamental del cuerpo humano, el érgano mas grande y la
primera barrera de defensa contra el medio ambiente.’ Es un érgano complejo
compuesto por la epidermis, la dermis y la hipodermis o tejido celular subcutaneo.
Desempena diversas funciones esenciales, como la proteccion de barrera contra
patdgenos, radiacion ultravioleta y lesiones fisicas; la regulacion de la temperatura
corporal mediante la produccién de sudor y la dilatacidn o constriccion de los vasos

sanguineos; la percepcion sensorial, y la defensa inmunitaria. 2°

Una herida se define como la pérdida de la integridad y funciones normales de la
piel 2 que puede ser causada por lesiones, enfermedades, envejecimiento y

estresores ambientales.?2

Las heridas se pueden clasificar como agudas, que tardan entre 7 y 10 dias en
sanar, o crénicas, que pueden no sanar en este lapso de tiempo debido a un proceso
de curacion lento y desordenado. El hecho de que una herida se vuelva cronica se
ha asociado con muchos factores, que incluyen enfermedad subyacente, infeccidn,
inflamacion prolongada, consumo de medicamentos y estrés oxidativo relacionado

con el envejecimiento. 2’



1.2.1 Fisiologia de la cicatrizacién de heridas

El proceso de cicatrizacion de heridas constituye una respuesta fundamental de
restauracion de la integridad tisular ante una lesion.?® El éxito de este esfuerzo
depende de una maquinaria fisiolégica compleja que implica interacciones entre una

variedad de células, mediadores bioquimicos y moléculas de la matriz extracelular.?*
Se consideran cuatro fases en el proceso de cicatrizacion (Figura 1):

-Fase de homeostasia: se activan las vias de coagulacion extrinseca e intrinseca,

las cuales intervienen en la detencién de la pérdida de sangre. La agregacion
plaquetaria se produce tras la vasoconstriccion arterial hacia el endotelio dafado.
La liberacion de adenosin 5'-difosfato (ADP) provoca la aglomeracion de las
plaquetas e inicia el proceso de trombosis. Esta vasoconstriccion es un proceso
transitorio, seguido rapidamente por vasodilatacién, lo que permite la afluencia de

leucocitos y mas plaquetas.?®

-Fase inflamatoria: Posterior a la hemostasia, se genera una vasodilatacion

secundaria a la accién de la cascada de la coagulacion y del complemento. En la
cascada de la coagulacién se genera la bradicinina por activacion del factor XIl. En
cuanto a la cascada del complemento, se generan las anafilotoxinas C3a y C5a, las
cuales tienen accion vasodilatadora y estimulan la liberacion de histamina y
leucotrienos C4 y D4 de los mastocitos. Ademas, el endotelio rompe las uniones
intercelulares, facilitando el paso de células inflamatorias. El flujo inicial de células
en las primeras 24 horas (después de que se ocasionara la herida) es de neutrdfilos,
los cuales tienen la funcidon de desbridar bacterias y restos celulares mediante
radicales de oxigeno y 6xido nitrico; igualmente, se ocupan de secretar citoquinas
para la atraccion y activacion de monocitos y linfocitos. Dos o tres dias después de
la lesién, las células inflamatorias cambian en predominio de monocitos, estos se
diferencian de los macrofagos, que, en conjunto con los macrofagos tisulares, van
a dirigir el proceso de reparacion; ademas, van a producir factores de crecimiento
[mas de 30] que van a atraer y a activar células endoteliales, fibroblastos y
queratinocitos. La deplecion de monocitos y macrofagos produce deficiencia en el

proceso de cicatrizacion, ya que hay un desbridamiento pobre, un retraso en la



proliferacion de fibroblastos y una angiogénesis inadecuada. Exponiendo el rol
dominante del macréfago en la cicatrizacion. Los linfocitos T invaden la herida
aproximadamente en la primera semana y son un puente en la transicion de las
fases. No se tiene un efecto claro, pero ante la deplecion, disminuyen la fuerza y el
contenido de colageno. Mientras que la supresion selectiva de CD 8+ incrementa la

cicatrizacion de la herida, la supresion de CD4+ no tiene ninguin efecto.?6:2”
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Figura 1. Fases de la cicatrizacién y principales alteraciones

-Fase proliferativa: se desarrolla entre los dias 4 y 12, implica la degradacién de la

matriz provisional de plaquetas y fibrina mediante proteasas como serina, cisteina
y metaloproteinasas de la matriz (MMP). Estas proteasas facilitan la migracién
celular, mientras que el Activador Tisular del Plasmindégeno y la uroquinasa
disuelven el coagulo. Los factores de crecimiento liberados por macroéfagos,
mastocitos y tejidos adyacentes activan a los fibroblastos, que proliferan y sintetizan
la matriz provisional de fibronectina y acido hialurénico. Los fibroblastos también
comienzan a depositar colageno tipo Ill de manera desorganizada, un proceso
complejo regulado tanto intracelular como extracelularmente. El tejido de
granulacién, compuesto por vasos, macrofagos y fibroblastos en una matriz de
fibronectina, acido hialurénico y colageno, se caracteriza por una intensa
neoangiogénesis, estimulada por hipoxia, macrofagos, plaquetas y productos de
fibroblastos. La hipoxia también induce la liberacién del factor HIF-1, iniciando la



angiogénesis y adaptaciones metabdlicas. La contraccion de la herida, que reduce
su tamafio y acelera la cicatrizacion, es mediada por miofibroblastos, derivados de
fibroblastos activados.?® Este proceso es crucial en la cicatrizacién por segunda
intencidon y difiere de una contractura, que es una complicacion que limita la
movilidad y funcionalidad. La epitelizacién, que restablece la barrera externa,
comienza con la migracion de queratinocitos desde los bordes de la herida. Estos
cambian de forma, se dividen y migran para cubrir el defecto en 18-24 horas. Una
vez cubierta la herida, los queratinocitos y fibroblastos secretan laminina y colageno
tipo IV para formar la membrana basal. La reepitelizacion se completa en 48 horas
en heridas con bordes aproximados, pero puede tardar mas en otros casos,
aumentando el riesgo de cicatrices hipertroficas si la inflamacion se prolonga. En
heridas de espesor total, la epitelizacion se produce a una velocidad de 1-2 mm por

dia, alcanzando 1 cm por mes en extremidades inferiores.?427

-Fase de Remodelacién: El soporte de las células lo da la MEC, la cual es dinamica

y tiene un balance entre la sintesis, el depdsito y la degradacion durante el proceso
de cicatrizacion. Lisil-oxidasa, es la principal enzima que forma el entrelazado de
colageno, dandole fuerza tensil. La MMP es la principal enzima que se dedica al
balance del depdsito y la degradacion del colageno. La cicatriz es el resultado final
de la reparacion de tejido, no posee apéndices dérmicos, sino que posee un patrén
de colageno con fibras densamente empaquetadas, distinto a la piel sana. El
deposito de la matriz en la herida sigue un patron: primero, la matriz temprana es
de fibronectina y colageno tipo lll; luego, de glicosaminoglicanos y proteoglicanos,
y, por ultimo, el colageno tipo | forma la matriz final. La cantidad llega a una meseta
en unas dos o tres semanas; sin embargo, la sintesis y degradacion del mismo
continua ahora sin cambios en la cantidad, sino en el orden y el tipo. Por el
reordenamiento de las fibras y el cambio del colageno tipo Ill por tipo |, la fuerza
tensil continia aumentando, lo que ayuda a regresar a una relacion 4:1, como en la
piel normal. Otro componente de la MEC son los proteoglicanos [principalmente
acido hialurdnico], los cuales le brindan una gran cantidad de agua a la cicatriz
inmadura, que durante la remodelacion regresa a su dosis normal. La remodelacion

para formar una cicatriz madura, avascular y acelular, ocurre desde meses hasta 1-
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2 afnos desde la lesion. Al inicio, la cicatriz es rojiza debido a su gran red de
capilares, los cuales van a retroceder hasta quedar pocos, y, por ende, la coloracion

rojiza va disminuyendo hasta tornarse hipopigmentada en la cicatriz madura.?428

1.2.2 Alteraciones del proceso de cicatrizaciéon en la Diabetes mellitus (DM)

En la DM, la cicatrizacion deficiente de las heridas es un problema comun y grave,
ya que da lugar a ulceras en los pies, venosas y por presion. Por tanto, una herida
diabética tiene un mayor riesgo de complicaciones graves, como infecciones y
amputaciones. La cicatrizacion de heridas en la DM, se dificulta debido a que la
condicion de hiperglucemia propicia el desarrollo de trastornos secundarios como
complicaciones macro y microvasculares que influyen en el proceso.
Especificamente, los cambios vasculares inciden en la reduccion del suministro de
sangre hacia la zona lesionada que influye en la llegada de nutrientes hacia esa
zona y esto tiene un gran impacto negativo en la recuperacion del tejido e incide
directamente en la velocidad de reparacion y en la capacidad de prevenir
complicaciones como infecciones en la herida. La diabetes es un factor de riesgo
para alteraciones en el proceso de cicatrizacidn porque se asocia con vasculopatia,

neuropatia e inmunopatia.?-30

La glucotoxicidad afecta a varias células, incluidas las implicadas en la reparacion
de tejidos, generando un entorno téxico que inhibe la division celular, altera la
sintesis de o6xido nitrico, y favorece la inflamacion cronica. Este entorno
proinflamatorio contribuye a la resistencia a la insulina, creando un ciclo vicioso de

dario continuo y permanente.3'

En la DM las heridas crénicas se comportan como érganos proinflamatorios en un
entorno metabdlicamente desregulado, sé presenta una respuesta inflamatoria
prolongada, caracterizada por una infiltracion excesiva y sostenida de leucocitos,
especialmente neutrdfilos y macréfagos.®? Esta inflamacion desordenada y
extendida en el tiempo interfiere con la cicatrizaciéon al perpetuar un estado de
degradacion de la matriz extracelular (MEC) y al inhibir la accion de la insulina, lo
que agrava la resistencia a la misma. La desregulacién en la produccion de especies

reactivas de oxigeno (ROS) y citocinas como el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-



a) y la interleucina 6 (IL-6) también juega un papel crucial, generando un ciclo de
dano y catabolismo continuo. El desequilibrio entre la sintesis y la degradacion de
la matriz se ve exacerbado por la actividad elevada de las metaloproteinasas de la
matriz (MMP), lo que contribuye a la pobre cicatrizacion y a la degradacion de
factores de crecimiento. Ademas, la presencia de ROS y otras especies reactivas
en el microambiente de la herida amplifica el estado proinflamatorio vy
prodegradativo, impidiendo la curacién. La inflamacion crénica y descontrolada
también se asocia con altos niveles de apoptosis en las células productoras de tejido

de granulacién, como los fibroblastos, lo que resulta en una cicatrizacion deficiente.
29,32

En el tejido de granulacion de heridas en la DM los fibroblastos son
morfolégicamente anormales, presentando un gran reticulo endoplasmatico
dilatado, falta de estructuras microtubulares y multiples cuerpos lamelares. Estas
alteraciones, posiblemente causadas por la hiperglucemia cronica, resultan en una
proliferacion celular reducida y en una menor respuesta a factores de crecimiento.
Ademas, en dichos fibroblastos existe una mayor expresion de prohibitina, una
proteina prosenescente, y una menor migracion y respuesta a condiciones
hipéxicas en comparacion con fibroblastos de individuos sanos. Ademas, los
fibroblastos de pacientes diabéticos muestran una regulacién deficiente del factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), crucial para la angiogénesis, en
condiciones de estrés hipoxico. El HIF-12, un factor estabilizador bajo condiciones
hipéxicas, se encuentra reducido en heridas diabéticas. La disminucién del
reclutamiento y diferenciacion de fibrocitos en la diabetes también afecta
negativamente la formacion de tejido de granulacion.?®3!' En el caso de la
reepitelizacion, los queratinocitos en heridas diabéticas presentan una proliferacién
anormal y una incapacidad para migrar. La insulina juega un papel importante en la
proliferacion y migracion de queratinocitos, pero su accidn se ve afectada
negativamente por la hiperglucemia. Productos finales de glicacion avanzada y
mayor concentracion de MMP (metaloproteinasas de matriz) tienen efecto directo
sobre los queratinocitos, reduciendo su proliferacion y aumentando su

susceptibilidad a la apoptosis, lo que contribuye al fracaso de la reepitelizacién.3'.33
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1.2.3 Tratamiento convencional de heridas

Segun la OMS actualmente, hay varios tratamientos para lesiones en la piel, que
comprenden procedimientos quirdrgicos, terapias no quirurgicas y agentes
farmacoldgicos, con costos de $ 12.000 millones anuales y que alcanzaran $ 35.000
millones en 2023 34; se sabe de la existencia de una gama de aproximadamente
2.000 items que se destinan al tratamiento de heridas, desde las coberturas mas
simples hasta los mas complejos tipos de curativos, que interfieren de forma activa

en las diversas fases del proceso de cicatrizacion, de los varios tipos de heridas.3®

La utilizacion de productos topicos para ayudar al proceso de reparacion del tejido
tiene gran valor, ya que es por medio de la terapia topica que las condiciones ideales
para la cicatrizacion puedan ser alcanzadas.’® Varios autores agrupan los
tratamientos de heridas en diferentes grupos, pero atendiendo a la funcion de los
compuestos tdpicos pudieramos encontrar los queratoliticos y queratoplasticos, que
promueven la renovacioén celular y la regeneracion del epitelio, contribuyendo a una
mejor reparacion tisular. Otros compuestos como los revulsivos, oclusivos,
humectantes, emolientes y reparadores, actuan mejorando el entorno local de la
herida: aumentan la circulacidon, retienen agua, y reparan estructuras dérmicas
dafadas. También se emplean antisépticos, astringentes y antimicrobianos para
prevenir o controlar infecciones y exudado.’® Estos agentes se administran
comunmente en formulaciones como cremas, geles, pomadas o emulsiones, cuya
eficacia depende del tipo de herida, el estado de la piel y las caracteristicas
fisicoquimicas del principio activo. En heridas humedas se prefieren cremas y geles,
mientras que en heridas secas son mas utiles las pomadas por su efecto protector

y oclusivo.?”

Cuando la regeneracion tisular es deficiente se recurre al desbridamiento quirurgico
para eliminar tejido necroético y preparar el lecho de la herida, optimizando el proceso
de cicatrizacion. En heridas graves, como quemaduras o lesiones cronicas, se
utilizan injertos de piel (autoinjerto, aloinjertos y/o xenoinjertos) por su alta eficacia

en restaurar la funcion y estructura del tejido sin riesgo inmunolégico.3’
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También existen otras terapias complementarias y avanzadas fundamentalmente
para el manejo de heridas cronicas pero que presentan altos costos y dificil acceso,
como, la oxigenoterapia hiperbarica que mejora la oxigenacion tisular al administrar
oxigeno puro a alta presién, favoreciendo la cicatrizacién, especialmente en casos
de pie diabético. La terapia de presion negativa, promoviendo el flujo sanguineo y
manteniendo un ambiente humedo, lo que acelera la reparacion tisular; y en el caso
de la terapia ultrasonica y la electromagnética, su efectividad en la cicatrizacion aun

no ha sido cientificamente comprobada.3?

Sin embargo, muchos de estos tratamiento presentan ciertas limitaciones, esto
debido a las reacciones adversas que los mismos presentan. El uso de
antimicrobianos y antisépticos se ha asociado con resistencia bacteriana vy
desarrollo de eccema alérgico de contacto. Incluso se ha observado necrosis de la
herida con el uso de mupirocina, asi como también se ha sostenido que la povidona
yodada podria ser toxica in vitro para los fibroblastos y queratinocitos.?® Los
tratamientos absorbentes pueden deshidratar la herida si absorben demasiado, lo
que puede daiar el lecho de la herida y retrasar la curacién; o bien si la absorcion
es muy lenta pueden provocar maceracion de la piel perilesional.*? El uso de
apositos a base de la plata y las biguanidas se han asociado con citotoxicidad y
reacciones de sensibilidad; en caso de los apdsitos disefados a base de
nanoparticulas metalicas se sefiala el riesgo de acumulacion sistémica por
dispersidon y acumulacion en distintos 6rganos, lo cual podria conllevar a toxicidad.
De igual modo el uso incorrecto y prolongado de apdsitos con antibidticos de amplio
espectro puede favorecer la aparicion de bacterias multirresistentes.*' En el estudio
de Alexander-Sinclair y colaboradores del 2025 donde realizaron un analisis in vitro
de la biocompatibilidad de 11 apdsitos modernos de diversos tipos, utilizados en el
tratamiento de heridas agudas y cronicas, se demostrado que solo 5 de ellos no
afectan negativamente el estado morfofuncional de los fibroblastos dérmicos
humanos vy, por lo tanto, presentan una alta biocompatibilidad. La heterogeneidad
de estos apositos y la falta de protocolos estandarizados pueden limitar su utilidad

clinica o incluso hacerlos ineficaces.*?
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1.2.4 Uso de productos naturales en la cicatrizacion

Los compuestos naturales de extractos de plantas pueden proporcionar una
solucion para mejorar el proceso de curacion de heridas al reducir la formacion de
cicatrices.*®* Estos compuestos naturales se pueden usar directamente como
tratamientos o como portadores de farmacos para la administracion de otras
terapias.** Los compuestos bioactivos antimicrobianos, antioxidantes y cicatrizantes
derivados de plantas estimulan la coagulacion sanguinea, combaten las infecciones
y aceleran la cicatrizacion de heridas. Existen numerosos informes en la literatura
sobre compuestos naturales con el potencial de promover la cicatrizacion de heridas
que podrian usarse como un tratamiento eficaz en las diversas fases del proceso
de cicatrizacién de heridas. Estos se consideran seguros, en comparaciéon con
algunas moléculas sintéticas, son mas tolerados y pueden ser mucho mas baratos

que las terapias convencionales.*3-44

Las propiedades medicinales y beneficiosa de los compuestos naturales pueden ser
aportadas por los componentes fitoquimicos bioactivos de las diversas familias
quimicas, como alcaloides, aceites esenciales, flavonoides, taninos, terpenoides,
saponinas, compuestos fendlicos y polisacaridos. Cada agente bioactivo puede
tener una funcion especifica en las propiedades de cicatrizacion de heridas. Estos
fitoquimicos pueden modular una o mas fases del proceso de cicatrizacién de
heridas. Ademas, son facilmente absorbidos por las capas superficiales de la piel.
Debido a estas propiedades, los productos naturales y sus fitoquimicos tienen
papeles importantes en la cicatrizacién de heridas y se utilizan en el disefio de

nuevos compuestos sintéticos para este propdsito.44-4°

Las saponinas pueden mejorar la sintesis de procolageno, promueven la
regeneracion vascular y acortan el tiempo de cicatrizacién de heridas. Los taninos
y flavonoides se encuentran en una amplia gama en la naturaleza, como alimentos,
verduras y frutas, y sus inhibidores compuestos pueden matar varias cepas
bacterianas y atenuar el proceso inflamatorio, lo que es beneficioso para la
cicatrizacion de heridas, por tanto, tienen actividades antisépticas vy
antiinflamatorias.*® Los polifenoles, ampliamente presentes en la dieta humana,
pueden mejorar la cicatrizacion de heridas debido a sus factores beneficiosos como
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las actividades antioxidantes, inmunomoduladoras y bacteriostaticas. Las
antraquinonas, que tienen efectos antibacterianos hemostaticos, y sus
componentes beneficiosos contribuiran a la fase hemostatica de la cicatrizacion de

heridas y a la fase inflamatoria.*®

1.2.5 Polisacaridos como agentes terapéuticos en cicatrizacion

Los polisacaridos son componentes esenciales en diversas estructuras bioldgicas,
tales como las plantas superiores, las membranas celulares animales y las paredes
celulares de microorganismos.*” Considerando sus propiedades intrinsecas, se han
desarrollado andamios a base de polisacaridos para la cicatrizacion de heridas,
considerados como una herramienta util en aplicaciones de ingenieria tisular y
cicatrizacion avanzada, especialmente cuando se busca acelerar el proceso de

curacion sin causar reacciones adversas.*’48

Debido a la biocompatibilidad, biodegradacién y caracteristicas no toxicas, en las
ultimas décadas se han desarrollado varias formulaciones usando derivados de
biomasa, como el quitosano, el acido hialurdnico, el alginato, el dextrano y la

celulosa.*®

Alrededor de 164 productos derivados de polisacaridos se encuentran actualmente
en ensayos clinicos, con un 29,7 % destinado a promover la cicatrizacion de heridas
50y hasta la fecha, la FDA ha aprobado mas de 20 productos de hidrogel basados
en polisacaridos para tratar heridas.®' Por ejemplo, XStat® preparado a partir de
esponjas de celulosa recubiertas de quitosano se ha utilizado para proporcionar
efectos hemostaticos inmediatos®?; Hyalomatrix® basado en HA se ha utilizado para
tratar heridas por presion, ulceras vasculares cronicas y uUlceras diabéticas a través
de la regeneracion capilar y el soporte celular °3; y la pelicula Kaltostat® derivada

de alginato se ha desarrollado para tratar heridas sangrantes menores.%*

1.2.6 Antecedentes in vitro e in vivo

Los estudios in vitro son una etapa crucial para evaluar las propiedades cicatrizantes
de nuevos agentes antes de pasar a ensayos in vivo. Los fibroblastos contribuyen
a la formacion de tejido conectivo durante la fase de proliferacion, mientras que los

queratinocitos participan en la reepitelizacion, restaurando la barrera cutanea.
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Evaluar la capacidad de un compuesto para promover la proliferacion, migracion y

diferenciacion de estas células proporciona informacién valiosa sobre el potencial

terapéutico del mismo. Los queratinocitos y fibroblastos juegan un papel central en

el proceso de cicatrizacion de heridas, lo que los convierte en modelos ideales para

estos.%5% Las evaluaciones y resultados obtenidos de cicatrizacion de heridas y

regeneracion de tejidos in vitro de los productos naturales pueden variar respecto a

las evaluaciones in vivo debido a la interacciéon con factores como el sistema

inmunologico,

la microbiota y el

significativamente estos efectos.

flujo sanguineo que pueden

Tabla 1. Uso de polisacaridos en ensayos en cicatrizacion in vitro e in vivo

modificar

Fuente Componentes Modelo y tratamiento Resultados Referencias
principales
Quitina Quitosano Ratas Wistar con heridas Eliminacion bacteriana: 57
(exoesqueletos carboximetilado infectadas por S. aureus'y S. aureus 99.52%, E. coli
de crustaceos) E. coli; Hidrogel inyectable  99.39%; aceleracién de
con quitosano cicatrizacion: 97% de cierre de
carboximetilado, herida en 10 dias; aumento de
quercetina 'y angiogénesis y reduccion de
nanoparticulas de especies
polidopamina. Aplicacion reactivas de oxigeno
tépica e irradiaciéon con
laser NIR (808 nm)
Extracto de Polisacaridos, Fibroblastos de linea Estimulé la proliferacion de 58
polisacarido de  terpenoides, celular L929 / 1250, 625, células fibroblasticas y el
Trametes glucanos, 312,5,156,25 pg/ml ciclo celular, y regulé la
versicolor ?gnngﬁgc?sswesstatinas inflamacién a través del
lectinas, ’pigmentos’ SlfatoneS BALB/c machos  aumento de la expresion de
: I ancos, con unpesoentre || 1 TGF-B1y
de melanina, quitina 18'y 20 g y 6 semanas de _ -
y quitosano. edad. Se administr6 0,01 g FGF2,F:on §u |rT1’pacto positivo
de extracto de T, versicolor " 12 cicatrizacionyy la
regeneracion tisular
Quitina Quitosanoy alginato  Ratas Wistar con heridas Cierre de herida 59

(crustaceos) y
algas pardas
Laminaria

sodico

de espesor completo; gel
nanocompuesto de
quitosano- alginato
cargado con berberina
(concentracion final: 0.5%
berberina). Aplicacion
tépica diaria durante 14
dias

significativamente mas
rapido; aumento de colageno
total (medido por tincién
Masson); reduccion del
infiltrado inflamatorio; mejora
en organizacion del epitelio y
tejido conectivo
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Celulosa (CMC,
grado de
sustitucion 0.9,
395 kDa)

Carboximetilcelulosa

Ratas macho Sprague
Dawley diabéticas
inducida por
estreptozotocina (60
mg/kg), 4 heridas
dorsales de 8 mm por
rata,3D Scaffold de CMC
(15% p/v) con &cido
citrico (20% p/p),
aplicado una sola vez; y
Scaffold CMC + PRP
(plasma

rico en plaquetas
autologo).

Acelero significativamente 60
el cierre de heridas en

ratas diabéticas,
promoviendo una mayor
reepitelizacion,

angiogénesis, migracion y
proliferacion celular, asi como
un aumento en la expresion
de VEGF y TGF-B1, sin
signos de

infeccion o rechazo.

Extracto de

Polisacaridos

Linea celular de

Aumentd significativamente la 61

polisacarido (221,69 mg/g), fibroblastos de piel produccion de colageno tipo |
de Nostoc sulfatos (156,11 humana (CCD-966SK)
commune mg/qg), flavonoides 0,59 a 1,08 ng/mL Redujo significativamente
(2,93 mg/tg) y los niveles de IL-6
compuestos :
fendlicos (0,37 Linea ~ celular  de
macréfagos murinos
mg/g).
RAW 264.7 desafiada
con LPS, 0625-1,0 mg/mL
Rizomas de Polisacarido Ratas Sprague-Dawley, Todos los tratamientos 62
Curcuma homogéneo (ZWP) diabéticas inducidas con mejoraron la cicatrizacién
zedoaria estreptozotocina, ZWP Contraccién acelerada de la
aplicado en hidrogel de herida
seda/quitosano, exosomas Lo
derivados de plasma rico Mayor reepitelizacion
en plaquetas (PRP-Exos) 1 Deposito de
en el mismo tipo de colageno
hidrogel,ZWP + PRP-Exos,  { Angiogénesis
aplicados juntos en Mejor efecto con el tratamiento
hidrogel. combinado que
individualmente
Astragalus Polisacarido APS2- Fibroblastos de piel Promovio la reepitelizacion, 63
membranaceus 1 humana (CCC-HSF-1; revascularizacion y
HSF), 1,5y 25mg/l secrecion de citocinas de
TGF-B1, bFGF y EGF
Ratones machos C57BL/6,
?’svgsdeeli:glgsugg;ﬁi (/C'\)PSZ' Curacién de heridas al
. ,0= P
2'60-2:65) Ipromover la .reepl'tellzamon y
a revascularizacion.
Extractos Compuestos Ratas macho adultas dela  Disminucion del espesor del 64
metandlicos de  fendlicos, cepa Sprague-Dawley edema por la actividad

ocho especies
de Aloe : A. vera
(L.) Burm. f.,, A.
arborescens
Mill., A.eruk , A.
Berger, A.
grandidentata
Salm- Dyck, A.
perfoliata L., A.
brevifolia Mill.,
A. saponaria
Haw. y A.ferox
Mill

flavonoides y
glucésido aloenina
y los glucomananos

(modelo animal de ulcera
del pie diabético tipo Il
inducida quimicamente),
Unica dosis de 250 mg/kg
de peso corporal.

antiinflamatoria, aceleraron la
cicatrizacion de heridas con
una disminucion del area de
la herida del 86,2% para el
dia 10 del experimento.
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1.3 INULINA

Los fructanos son polimeros de fructosa que estan compuestos por unidades de
fructosa unidas por enlaces p2-1 y/o B2-6 a una unidad basica de glucosa. Se
agrupan en tres familias principales: las inulinas, los levanos y los graminanos.®® Se
encuentran en muchas plantas superiores como polisacaridos de almacenamiento,
se almacenan con frecuencia en las hojas y otros 6rganos que actian como reserva
de carbohidratos, presentes por tanto en muchos alimentos y formando parte de la
dieta diaria habitual. Desde la antigiedad, las plantas enriquecidas con fructanos
se han utilizado como alimento, pienso y en la medicina popular. Los fructanos no
solo se consideran alimentos o ingredientes alimentarios, sino que también ofrecen
muchos beneficios para la salud humana, ya que tienen numerosas actividades
bioldgicas, incluidas actividades antioxidantes, inmunomoduladores,

antiinflamatorias, anticancerigenas, anti hiperglucémicas y prebidticas.%6.67

La inulina es un carbohidrato no digerible que también se encuentra de forma natural
en mas de 30 000 especies vegetales, y se utiliza ampliamente como ingrediente
en alimentos funcionales. Algunas de estas fuentes naturales incluyen la alcachofa,
los esparragos, la cebolla y el puerro, los platanos, el agave, el hame, la raiz de
achicoria o el ajo, entre otros. Es un sustituto del azucar o la grasa con un valor
calérico muy bajo, actua de forma similar a las fibras dietéticas y contribuye a
mejorar las condiciones del sistema gastrointestinal.®® La inulina es una fibra
soluble, heterogénea, compuesta de unidades de fructosa, unidas por enlaces 8 (2—
1) fructosil-fructosa y una molécula de glucosa se encuentra unida al final de cada
cadena de fructosas con enlace a (1-2), como una sacarosa. La longitud de sus
cadenas se encuentra de entre 2 a 100 unidades monoméricas de carbohidratos.
La caracteristica principal de la estructura los fructanos e inulina es su enlace B (2—
1), el cual no puede ser degradado por las enzimas de los mamiferos como
cualquier carbohidrato y es responsable del valor caldrico reducido y efectos de una
fibra dietética.6%7%La inulina de achicoria es un fructano lineal, formado por unidades
de fructosa unidas por enlaces 3 (2-1) y con poca variabilidad en su tamafio, por lo
que presenta un grado de polimerizacion moderado y uniforme, generalmente de

entre 2 y hasta 60 unidades. En cambio, la inulina del agave azul presenta una
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estructura mas ramificadas, con enlaces B (2- 1) y B (2- 6), lo que genera una
estructura mas compleja y heterogénea, con un grado de polimerizaciéon que puede

llegar hasta 30 unidades.”’

La inulina es una fibra dietética con multiples beneficios para la salud. Ayuda a
reducir los niveles de lipidos y glucosa en sangre, favorece el transito intestinal y
actua como prebidtico al estimular el crecimiento de bacterias beneficiosas en el
colon. Ademas, mejora la absorcion de minerales como calcio y magnesio,
contribuyendo a la salud ésea y a la prevencion de la osteoporosis. También se ha
estudiado su potencial en la prevencion del cancer de colon y mama, asi como sus
efectos positivos en la salud gastrointestinal e inmune. Sus metabolitos, los acidos
grasos de cadena corta (AGCC), pueden reducir la inflamacién, mejorar la funcién
inmunoldgica y promover un entorno mas tolerante al modular células como las ILC2
y Th2, relacionadas con respuestas alérgicas. Aumenta las subpoblaciones de
células inmunitarias, como las células B y T reguladoras, fortaleciendo la barrera

intestinal y suprimiendo respuestas inflamatorias alérgicas.”>"3

1.3.1. Efecto de la inulina en la cicatrizacion

Hasta el momento practicamente no se han documentado investigaciones que
aborden el efecto de la inulina sobre la piel, ni sobre la cicatrizacién. Recientemente
en el estudio realizado por Tang X. et al " tuvieron como objetivo aislar un
polisacarido homogéneo de la Afractylodis macrocephalae (AMR), analizar sus
caracteristicas estructurales y verificar su eficacia y mecanismo in vivo e in vitro, en
base a la creacién de nuevas alternativas para el tratamiento de la psoriasis. Se
extrajo un AMP marcado con fructano de tipo inulina del AMR con un peso molecular
de 5,84 kDa y comprende fructosa, glucosa y arabinosa en una proporcion molar de
93:5:2.En dicho estudio se demostré la capacidad del AMP para inhibir la
hiperproliferacién y la sobreexpresion de los genes TNF-a, IL-6 e IL-23 en células
de queratinocitos inmortales humanos (HaCaT) estimuladas por lipopolisacarido,
estos resultados indican que el AMP puede dirigirse directamente a los
queratinocitos para suprimir la proliferacion excesiva y contribuir a las respuestas

antiinflamatorias. Mientras que en los modelos animales utilizados verificaron que
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el AMP puede mejorar las lesiones cutaneas similares a las psoriasis inducidas por
imiquimod y regular a la baja la expresion de los genes |I-17a, 1I-23, 1I-22, II-6, 1-12
y Tnf-a. Yoshida M. et al analiza cdmo una dieta rica en inulina, afecta a un modelo
murino de dermatitis similar a la psoriasis inducida por imiquimod en ratones
BALB/c. Obteniendo como resultado que la dieta rica en inulina redujo el grosor de
la piel, la inflamacion y la proliferacion de células epidérmicas, lo cual se asocio con
una menor severidad de la dermatitis. El tratamiento con inulina disminuyo los
niveles de citocinas proinflamatorias como IL-17A, IL-17F, IL-22, TNF-a e IL-1pB.
Ademas, aumentod los niveles de TGF-f1, una molécula antiinflamatoria; ademas,
favorecié un aumento de las bacterias del género Bacteroides y los niveles de
acidos grasos de cadena corta, como el propionato, que también contribuyeron a
reducir la inflamacién. 7® Parin, FN. et al (2023) desarrollaron una pelicula sostenible
basada en alcohol polivinilico (PVA) e inulina, reforzada con una emulsién Pickering
de aceite esencial de Melaleuca quinquenervia, con el objetivo de evaluar su
potencial en la cicatrizacion de heridas. La inulina utilizada provino de Helianthus
tuberosus (alcachofa de Jerusalén), las formulaciones fueron aplicadas sobre
fibroblastos murinos de la linea celular NIH3T3, mostrando nula citotoxicidad. Las
peliculas exhibieron propiedades antioxidantes hasta de un 70% de inhibicion de
radicales DPPH, actividad antimicrobiana frente a Escherichia coliy Staphylococcus
aureus, y buena adhesividad y flexibilidad mecanica. Los autores concluyen que la
combinacion de inulina con aceites esenciales y matrices poliméricas como el PVA
puede resultar en un material funcional y seguro para aplicaciones en curacién de
heridas, al promover un microambiente antioxidante, prevenir infecciones y

favorecer la regeneracion tisular. 7°
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2. JUSTIFICACION

La DM se ha convertido a lo largo de los ultimos afios en un problema mundial de
salud publica 2, es una enfermedad metabdlica con alta prevalencia mundial y, en
particular, en paises como México, donde afecta a mas del 18% de la poblacion.®
Las complicaciones derivadas de la cicatrizacion deficiente en el pie diabético y las
Ulceras crénicas en estos pacientes, representan un desafio médico de gran
envergadura. El presente trabajo surge de la necesidad de abordar esta
problematica relevante en el campo de la salud que es la cicatrizacion deficiente en
la DM.

En este contexto se ha considerado oportuno el desarrollo de compuestos de origen
natural para el tratamiento de la cicatrizacidn, frente a los compuestos existentes de
origen sintético que presentan altos costos y biocompatibilidad limitada. La inulina
es un fructano que ha demostrado tener efectos beneficiosos sobre la salud,
incluyendo propiedades antiinflamatorias e inmunomoduladoras, y de andamio
celular, relevantes para demostrar su aplicabilidad para favorecer la cicatrizacion.
Se pretende llenar el vacio de conocimiento que existe sobre el impacto de la inulina
en la cicatrizacién de heridas teniendo en cuenta la escasa informacién que existe

en la literatura universal sobre este tema.

El estudio de la aplicacién de la inulina en el proceso de cicatrizacion in vitro e in
vivo en un modelo murino tiene el potencial de generar nuevo conocimiento
cientifico, ofrece una solucién accesible y econémica. El estudio puede sentar las
bases para futuras investigaciones sobre los efectos de otros compuestos de origen
natural en la cicatrizacion, ampliando el horizonte de las terapias basadas en
productos naturales. Se espera que los resultados contribuyan al desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas para mejorar la cicatrizacién, reduciendo asi el

riesgo de complicaciones severas como infecciones y amputaciones.
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3. HIPOTESIS

La inulina de achicoria y agave azul mejorara el proceso de cicatrizacion in vitro en

las lineas celulares de queratinocitos y fibroblastos, e in vivo en un modelo murino.

4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo General

Evaluar el efecto de la inulina de achicoria y agave azul sobre la actividad
cicatrizante in vitro en las lineas celulares de queratinocitos y fibroblastos, e in vivo

en un modelo murino.

4.2 Objetivos Especificos
1. Evaluar la viabilidad celular de los fibroblastos y queratinocitos por el ensayo

de MTT después de la co-incubacion con inulina.

2. Analizar las cinéticas del “cierre de herida” en un modelo in vitro debido a la

migracion de fibroblastos y queratinocitos, inducidas por la inulina.

3. Determinar la actividad cicatrizante de la inulina en lesiones inducidas en un

modelo murino, mediante el analisis de la cinética de cierre de la herida.
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5. METODOLOGIA
Para llevar a cabo la metodologia se trabajo con tres tipos de inulinas,

-Inulina de achicoria (Cichorium intybus) adquirida de Sigma-Aldrich (Estados

Unidos). (ver Anexo A)

- Inulina de achicoria (Cichorium intybus) en presentaciéon comercial de suplemento

alimenticio, distribuida por la marca Ebien (Querétaro, México). (ver Anexo B)

- Inulina de agave azul (Agave tequilana Weber var. azul) en presentacion comercial
de suplemento alimenticio, adquirida como NBF Inulina de Agave Organica en Polvo

(NBF Company, Jalisco, México). (ver Anexo C)

La inclusién de dos inulinas de achicoria tuvo como propdsito comparar la respuesta
biolégica de un material purificado de referencia con la de un producto comercial del
mismo origen botanico, estas inulinas difieren en su presentacién y en la informacion
de composicion disponible por parte de los fabricantes disponibles en Anexo Ay B
(estas especificaciones corresponden a la informacién comercial disponible y no
constituyen una comparacién analitica directa entre ambas preparaciones).
Mientras que la inulina de agave azul se incorporé para explorar posibles diferencias
en la respuesta biolégica asociadas con el origen botanico de la materia prima. No
se contd con una caracterizacion fisicoquimica experimental de las inulinas; por lo
qgue no se dispuso de informacién técnica y comparable para establecer diferencias
en cuanto a pureza, grado de polimerizacion, distribucion de longitud de cadenas y
composicion de fructanos entre las tres inulinas. Por tanto, estos parametros no
fueron considerados como variables experimentales controladas y las posibles
diferencias en la respuesta bioldgica se interpretaron teniendo en cuenta esta
limitacion

5.1. Fase |l in vitro

5.1.1 Preparacion de células y condiciones de cultivo

Se utilizaron dos lineas celulares, una de queratinocitos humanos HaCaT y otra de
fibroblastos HDFn (Primary Dermal Fibroblast Normal; Human, Neonatal ATCC,
PCS-201-010). Las lineas se cultivaron en medio de Eagle modificado de Dulbecco
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(DMEM/F12) (ver Anexo D) suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10 %,
penicilina-estreptomicina al 1 % (100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de
estreptomicina), glutamina al 1 %, piruvato sodico al 1 % y aminoacidos no
esenciales al 1 %; los reactivos y suplementos utilizados fueron adquiridos de la
marca GIBCO (Thermo Fisher Scientific). Luego se incubaron en una incubadora

con condiciones a 37 °C con 5 % CO2y 95 % de humedad.

5.1.2 Ensayo de viabilidad celular

Se realizé el ensayo de bromuro de 3-4,5-dimetil-tiazol-2-il-2,5-difeniltetrazdlio
(MTT) para evaluar la viabilidad de las células después de ser tratadas con la
solucién de inulina. Se sembraron 4 x 102 células por pozo en placas de cultivo con
96 pozos. Se anadié a cada pozo concentraciones diferentes de la solucion de
inulina (12.5, 25, 50,100, 200, 400, 800 y 1600 ug/ml) y se incubaron por 72 horas
a 37 °C con un 5 % de CO2. Como control se usaron pozos sin tratamiento y como
control citotoxico otros pozos fueron tratados con DMSO al 10%. Pasadas las 72
horas se afiadioé 100 pl (56 mg/ml; Biomatik) del reactivo MTT a cada pozo y se midi6
la absorbancia con un lector de placa (Biotek Synergy HTX) a 570 nm. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado experimental con su respectivo triplicado

técnico.

5.1.3 Ensayo de migracion de celular

Esta prueba se realiz6 para ilustrar la migracion de células después del tratamiento.
Un total de 21 x 10° células para queratinocitos y 25 x 10° células para fibroblastos,
se sembraron en placas Petri de 35 x 10 mm. Después de que las células fueron
incubadas durante 24 horas, el rasguio se cre6 en medio de cada pozo usando una
punta estéril de 1000 ul, se realiz6 dos lavados con PBS para eliminar células
desprendidas en el rasgado. Luego se aplicaron las soluciones de inulina a
concentraciones de 12.5, 400 y 1600 ug/ ml. A todas las placas se les incorporé
antimitotico (Mitomicina C 10uM) para controlar la proliferacién celular. Como
control, una placa no se traté con inulina. El rasgufio y la migracién de las células
se fotografiaron con un microscopio invertido a las 0, 24 y 48 horas para su posterior

analisis de los datos con el analizador Imaged. Todos los experimentos se realizaron
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por triplicado experimental. Para evaluar el porcentaje de cierre de herida por

migracion celular se utilizé la siguiente formula:

Porcentaje de cierre de herida (x)

(Area de la herida a las 0 horas — Area de la herida a las x horas) 100
= — *
Area de la herida a las 0 horas

5.2. Fasell invivo

5.2.1 Animales

Para la realizacion de este estudio se utilizaron ratones hembras de la cepa CD1
obtenidos del Bioterio de la Facultad de Medicina de la UAEM, con 4 semanas de
edad y peso corporal de entre 25 a 30 g al inicio del experimento. Estos se
mantuvieron bajo condiciones ambientales controladas de temperatura (21 £ 1 °C),
humedad relativa ambiental de 45-55 % y con ciclos de luz/oscuridad de 12 horas.
Previo y durante los experimentos las ratonas tuvieron acceso a agua y alimento ad
libitum. Fueron alimentadas con pellets de alimento estandar (Rodent diet, Circulo

ADN SA de CV.), el cual cumple con los requerimientos nutricionales para roedores.

5.2.2 Diseno experimental

Los animales fueron distribuidos en cinco grupos experimentales, grupo control
negativo (agua), grupo tratamiento (inulina) y grupo control positivo (pirfenidona)
(ver Anexo E), considerando un tamafio de muestra de cinco animales por grupo.
Los ratones fueron evaluados de manera individual y en grupo. El tratamiento se

aplico los dias 0,1 y 3, se administré 10ul de cada solucién.

5.2.3 Induccién de herida

La evaluacion del procedimiento se realizé a través de una cinética comparando el
tamafno de las escisiones expuestas a los tratamientos a lo largo del tiempo
experimental. Se rasur6 el pelo del dorso de los ratones bajo anestesia,
administrando pentobarbital (1 mg/kg de peso corporal i.p.; ARANDA, lote 206021).
Luego, se procedio a realizar una herida circular utilizando un punch de biopsia de
5 mm de diametro. Después de la intervencion se procedié al registro fotografico y

se devolvib a los ratones a sus jaulas para permitirles recuperarse de la anestesia.

24



5.2.4 Cinética de cicatrizacion

Para monitorear el proceso de cicatrizacion, se tomo un seguimiento fotografico de
las heridas en los dias 0, 1, 3, 6, 8, y 10 después de la induccion de la herida. En
cada uno de estos dias, los ratones fueron colocados en el microscopio
estereoscoépico (VELAB VE-S5) para la toma de imagenes, las fotografias de las

heridas de cada raton se tomaron a una distancia de 100 mm con un zoom de 2x.

Las imagenes obtenidas fueron analizadas con el software Imaged. De cada raton
se seleccionaron las cinco mejores fotografias, en las cuales se delimitd el area de
la herida medida en pixeles. Con estos cinco valores se calculé un unico valor
promedio por raton. Posteriormente, en cada grupo experimental, se promediaron
los valores individuales para obtener el valor de area correspondiente a cada dia de
evaluacioén. Con los datos promedio del area de la herida obtenidos a lo largo del
tiempo, se construyod el curso temporal de cierre de la herida. Este analisis permitio
evaluar la cinética de cicatrizacién y describir de manera comparativa el proceso de
curacion en los grupos experimentales. Para el calculo del porcentaje de cierre de

herida se aplico la siguiente férmula:

Area de la herida al dia (x)
Area de la herida al dia 0

Porcentaje de cierre de heridaal dia (x) = (1 — ) * 100

5.3 Analisis estadistico

Se desarrollé una base de datos para recopilar la informacion obtenida, la captura
de los datos se realizé en hojas de calculo del programa Excel de Microsoft Office y
el procesamiento de datos se llevo a cabo en el programa estadistico GraphPad
PRISM, version 9. Los resultados son expresados en media aritmética, desviacion
estandar (DE), error estandar y area bajo la curva (AUC). Para evaluar si los datos
se distribuyeron con normalidad se utilizé la prueba Shapiro Wilk y la significacion
de las diferencias entre los grupos se tom¢é cuando la p< 0.05. Considerando que
los datos presentaron una distribucion paramétrica, se realizé el analisis de la
varianza (ANOVA de una y dos vias), seguido de la prueba post-hoc de Tukey y/o

Dunnet para la comparacion de los grupos.
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5.4 Aspectos éticos y de bioseguridad

Todos los experimentos in vivo fueron realizados siguiendo los lineamientos de la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999, donde se dan especificaciones
técnicas para la produccion, cuidado y uso de animales de laboratorio. Ademas, el
protocolo constd con la aprobacion del Comité para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio (CCUAL) de la Facultad de Medicina de la Universidad Auténoma

del Estado de Morelos, con el nimero de autorizacion: 006/2022.

5.5 Recursos y colaboraciones

El presente proyecto de investigacion se llevo a cabo en las instalaciones de la
Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos. La fase
in vitro se desarrollé en el cuarto de cultivo celular del Laboratorio 11 de la Facultad
de Medicina y la fase in vivo se realiz6 en el Laboratorio 13 de la misma facultad. El
proyecto contd con la participacion del tesista responsable, director y codirector de
tesis, con apoyo técnico y académico de los colaboradores adscritos a la Facultad
de Medicina. Las fuentes de financiamiento incluyen recursos institucionales y

apoyos internos de laboratorio.
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6. RESULTADOS

En el presente trabajo, evaluamos la capacidad de la inulina achicoria y de agave
azul sobre la cicatrizacién en modelo murino, asi como la evaluacién de su toxicidad
y su actividad migratoria en lineas celulares de fibroblastos y queratinocitos
humanos. De tal modo que, en un futuro proximo, pudiera ser una molécula
candidata con potencial uso terapéutico para el tratamiento de heridas y en especial

lesiones por pie diabético.

6.1 Ensayo de viabilidad celular en queratinocitos

Mediante el ensayo de MTT se evalué la viabilidad celular de queratinocitos HaCaT,
considerando como control basal las células en medio de cultivo celular sin
tratamiento, el cual se normalizé como el 100 % de viabilidad celular; como control
de citotoxicidad las células fueron tratadas con DMSO al 10 % que present6 una
media de viabilidad celular de aproximadamente 20 %. El tratamiento con inulina de
achicoria (SIGMA) analizado mediante ANOVA de una via mostré que se modifico
significativamente la viabilidad celular de los queratinocitos (p= <0.0001****), el
analisis post hoc de Tukey identifico diferencias entre el control (células sin
tratamiento) y las concentraciones evaluadas de 100 pg/ml (p= 0.0117%*), 200 ug/ml
(p= 0.0030**), 800 pg/ml (p= 0.0091**) y 1600 pg/ml (p= 0.0233*). Entre el DMSO
al 10% y todas las concentraciones evaluadas se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.0001**** en todas las comparaciones). La
media de viabilidad celular de las 8 concentraciones fue de 126.2 %, por encima del
100 % de viabilidad del control positivo (Figura 2A).

La viabilidad celular de los queratinocitos tratados con inulina de achicoria
(suplemento) fue analizada mediante ANOVA de una via, mostrandose diferencias
globales significativas (p< 0.0001****); la prueba post hoc de Tukey reveld que todas
las concentraciones presentaron diferencias estadisticamente significativas
respecto a ambos controles. Las diferencias entre el control (células sin tratamiento)
y las concentraciones de 12.5, 50, 400, 800, y 1600 pg/ml tuvieron un valor p <
0.0001****, mientras que las concentraciones de 25, 100 y 200 ug/ml presentaron
valor p= 0.0016**, 0.0004*** y 0.0045** respectivamente. Entre el DMSO 10% y las
concentraciones todas mostraron diferencias estadisticamente significativas con
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valor p< 0.0001****, La media de viabilidad celular de las 8 concentraciones fue de
126.1 %. (Figura 2B). En los queratinocitos tratados con inulina de agave azul se
observaron cambios significativos en la viabilidad celular, el ANOVA de una via
mostro diferencias globales significativas (p <0.0001****). La prueba post hoc de
Tukey no evidencié diferencias entre el control (células sin tratamiento) y las
concentraciones evaluadas (p> 0.05 en todas las comparaciones), a excepcion de
la concentraciéon de 1600 ug/ml (p= 0.0093**). Entre el DMSO 10% vy todas
concentraciones se evidencié diferencias estadisticamente significativas (p<
0.0001****). En el tratamiento de inulina de agave azul se aprecia una tendencia al
aumento de la viabilidad celular en queratinocitos a mayor dosis, efecto no visto en
las otras inulinas evaluadas. La media de viabilidad celular de las 8 concentraciones
fue de 121.1 %. (Figura 2C).
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Figura 2. Efecto de los tratamientos A. Inulina de achicoria (SIGMA), B. Inulina de achicoria
(suplemento) y C. Inulina de agave azul (suplemento) sobre la viabilidad celular de queratinocitos a
concentracion de 12.5, 25, 50,100, 200, 400, 800 y 1600 ug/ml, control (células sin tratamiento) y
DMSO 10%. Los datos se presentan como media + desviacién estandar. Analisis realizado mediante
ANOVA de una via seguida de la prueba post hoc de Tukey. Significancia estadistica, letras
minusculas para cuando no hay diferencias y letras mayusculas para cuando hay diferencias. aA
para control y bB para DMSO 10%.

El analisis del AUC para estimar el efecto global que presentaron los tres tipos de
inulinas, no mostré diferencias significativas entre tratamientos (p= 0.2534)
realizado mediante ANOVA de una via, lo que indica que las tres inulinas presentan
un efecto muy similar de forma general sobre la viabilidad celular de queratinocitos.
(Figura 3)
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Figura 3. A. Efecto de los tres tratamientos sobre la viabilidad celular de queratinocitos a
concentracién desde 12.5 hasta 1600 pyg/ml. B. AUC de los tres tipos de inulina sobre viabilidad
celular en queratinocitos. Los datos se presentan como media + desviacion estandar (A) y + EE (B).
Andlisis realizado mediante ANOVA de una via seguida de la prueba post hoc de Tukey. Significancia
estadistica p>0.05 (ns), p< 0.05(*), p< 0.01(**), p < 0.001(***), p < 0.0001(****).

En los tratamientos con las tres inulinas a tres concentraciones (12.5, 200 y 1600
pg/ml), no se observaron diferencias morfolégicas ni variaciones considerables en
la densidad celular entre las distintas concentraciones evaluadas (Figura 4). En
todos los casos, los queratinocitos tratados con inulina presentaron una mayor
densidad celular y una morfologia similar en comparacién con el control; por el

contrario, en el DMSO 10% se observd una marcada disminucion en la cantidad de
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células viables, con escasa presencia celular en el campo visual, datos que

concuerdan con lo anteriormente descrito en el analisis cuantitativo.

Inulina de achicoria (Sigma) Inulina de achicoria (suplemento)

Sar g

10 SIN

Control {med
tratamiento)

DMSO 10%.

12.5 pg/ml.

200 pg/ml.

1600 pg/ml.

Inulina de agave azul (suplemento)

Figura 4. Microfotografias del efecto de las tres inulinas sobre la viabilidad celular de queratinocitos
mediante ensayo de MTT, a concentraciones de 12.5, 200 y 1600 pg/ml, control y DMSO 10%. Las

imagenes se obtuvieron en microscopio invertido (10X).
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6.2 Ensayo de viabilidad celular en fibroblastos

Mediante el ensayo de MTT se evalud la viabilidad celular de fibroblastos HDFn,
considerando como control las células en medio de cultivo celular sin tratamiento,
el cual se normaliz6 como el 100 % de viabilidad celular; el control de citotoxicidad
corresponde a las células tratadas con DMSO al 10 % que presento una media de

viabilidad celular de aproximadamente 22 %. El tratamiento con inulina de achicoria

A = B -
aB
o 1254 aB 125 - aB aB
i aB aB aB aB aB aB aB § aB aB aB aB ;B
) ©
S 100+ S 1004 T
3 3
75 75
s s Pl
= 50 2 50
a | g o
S ©
> 254 > 254 —
0
X S g RO I R R R \@0 ;}x\ S 0? AR D S ’@QQ
v}"\'b\x?’o @‘)\(bé\a‘p
\\0 Q O\\ Q
<€ . & ,
¢ Dosis (pug/ml) © Dosis (ug/ml)
C 150 -
im- ap = B 5
aB aB
:5 100 < T aB
3
el 75-... ...............................................
©
e
= 50+
o)
<
> 25 -

&
) Dosis (ug/ml)

Figura 5. Efecto de los diferentes tratamientos A. Inulina de achicoria (SIGMA), B. Inulina de
achicoria (suplemento) y C. Inulina de agave azul (suplemento) sobre la viabilidad celular de
fibroblastos a concentracion de 12.5, 25, 50,100, 200, 400, 800 y 1600 pg/ml, control (células sin
tratamiento) y DMSO 10%. Los datos se presentan como media = desviacion estandar. Andlisis
realizado mediante ANOVA de una via seguida de la prueba post hoc de Tukey. Significancia
estadistica, letras minusculas para cuando no hay diferencias y letras mayusculas para cuando hay
diferencias. aA para control y bB para DMSO 10%.
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(SIGMA) analizado mediante ANOVA de una via mostr6 que se modifico
significativamente la viabilidad celular de los fibroblastos (p= <0.0001****), el analisis
post hoc de Tukey no identifico diferencias entre el control (células sin tratamiento)
y las diferentes concentraciones evaluadas (p>0.05 en todas las comparaciones);
mientras que respecto al DMSO 10% todas las concentraciones presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p <0.0001****). La media de viabilidad

celular de las 8 concentraciones fue de 100.7 % (Figura 5A).

En los fibroblastos tratados con inulina de achicoria (suplemento) se observo efectos
globales significativos sobre la viabilidad celular, el ANOVA de una via mostro
diferencias (p< 0.0001****), la prueba post hoc de Tukey no evidencio diferencias
entre el control (células sin tratamiento) y ninguna de las concentraciones evaluadas
(p> 0.05 en todas las comparaciones), pero si respecto al DMSO 10 % (p<
0.0001**** en todas las comparaciones). La media de viabilidad celular de las 8
concentraciones fue de 101.3 % (Figura 5B). El analisis mostr6 que no hubo
diferencias significativas en la viabilidad celular de fibroblastos entre el control
(células sin tratamiento) y ninguna de las concentraciones evaluadas de inulina de
agave azul mediante la prueba de ANOVA, seguido de la prueba post hoc de Tukey
(p> 0.05); sin embargo, en comparacién con el DMSO 10% todas presentaron
diferencias estadisticamente significativas (p< 0.0001****). La media de viabilidad

celular de las 8 concentraciones fue de 94.7 % (Figura 5C).
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Figura 6. A. Efecto de los tres tratamientos sobre la viabilidad celular de fibroblastos a concentracion
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desde 12.5 hasta 1600 pg/ml. B. AUC de los tres tipos de inulina sobre viabilidad celular en
fibroblastos. Los datos se presentan como media + desviacion estandar (A) y = EE (B). Analisis
realizado mediante ANOVA de una via seguida de la prueba post hoc de Tukey. Significancia
estadistica p>0.05 (ns), p< 0.05(*), p< 0.01(**), p < 0.001(***), p < 0.0001(****).

Inulina de achicoria (Sigma) Inulina de achicoria (suplemento) Inulina de agave azul (suplemento)

TN
3

‘A

Control (medio sin

tratamiento)

DMSO 10%.

12.5 pg/ml.

200 pg/ml.

1600 pg/ml.

Figura 7. Microfotografias del efecto de las tres inulinas sobre la viabilidad celular de fibroblastos
mediante ensayo de MTT, a concentraciones de 12.5, 200 y 1600 ug/ml, control (células sin
tratamiento) y DMSO 10%. Las imagenes se obtuvieron en microscopio invertido (10X).
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El analisis del AUC que presentaron las tres inulinas evaluadas revel6 diferencias
significativas en el efecto global de los tratamientos sobre los fibroblastos (p=
0.0104*), realizado mediante ANOVA de una via, la prueba post hoc de Tukey
identificd diferencias entre la inulina achicoria (SIGMA) e inulina de achicoria
(suplemento) frente a la inulina de agave azul, con valor p= 0.0156* y p= 0.0174*
respectivamente, lo cual indica que en esta linea celular ambas inulinas de achicoria

presentaron un ligero efecto mayor sobre la inulina de agave azul . (Figura 6).

En los tratamientos con las tres inulinas a tres concentraciones (12.5, 200 y 1600
pg/ml) en la linea celular de fibroblastos, no se observaron diferencias morfoldgicas,
ni variaciones considerables en la densidad celular entre las distintas
concentraciones evaluadas (Figura 7). En todos los casos, los fibroblastos tratados
con inulina presentaron una densidad celular y una morfologia muy similar en
comparacioén con el control (células sin tratamiento); a diferencia del DMSO 10% en
el que, si se observo una marcada disminucion de la cantidad de células en el campo

visual, datos que se ven reflejados en los graficos anteriormente mostrados.

6.3 Ensayo de migracion celular en queratinocitos
Los resultados del ensayo de migracion celular en la linea celular de queratinocitos
mostraron que el tratamiento con inulina de achicoria (SIGMA) favorece la migracion
celular en comparacion con el control (células sin tratamientos), este ultimo presento
un porcentaje de cierre de herida de 18.9 +1.9 y 30.0 £1.9 a las 24 y 48 horas
respectivamente. A las 24 horas (Figura 8A), se observé un incremento significativo
en el porcentaje de cierre de herida de las 3 concentraciones evaluadas, con
porcentaje de cierre de herida de 31.9 +4.0, 35.1 £5.4, y 42.2 +8.7 para la dosis de
12.5, 400 y 1600 pg/ml respectivamente. En comparacion con el control, la dosis de
12.5 pg/ml mostrd diferencia estadisticamente significativa (p= 0.0255*), mientras
que las dosis de 400 y 1600 pug/ml presentaron una diferencia mayor respecto al
control (p= 0.0058** y p= 0.0002***, respectivamente). A las 48 horas (Figura 8B),
se observo también un incremento significativo en el porcentaje de cierre de las 3
concentraciones, con porcentaje de cierre de herida de 46.3 +6.4, 54.8 £3.0 y 55.3
7.5 para la dosis de 12.5, 400 y 1600 ug/ml respectivamente. Todas las dosis
mostraron diferencias aun mayores respecto al control, la dosis de 12,5 ug/ml (p=
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0.0055*%), 400 pg/ml (p= 0.0001***) y 1600 pg/ml (p< 0.0001****). Estos resultados
indican un efecto dependiente de la concentracion, ya que a mayor dosis se
promueve una mayor migracién celular de los queratinocitos tanto en las 24 como
en las 48 horas corroborandose en las microfotografias de cierre de herida de

queratinocitos tratados (Figura 8C).

En el tratamiento con inulina de achicoria (suplemento) se obtuvieron resultados
diferentes respecto a la anterior inulina, la dosis de 12.5 ug/ml fue la que presento
un mejor porcentaje de cierre de herida por migracion celular en la linea celular de
queratinocitos con 35.1 £ 2.0 y 54.2 £5.3 porcentaje a las 24 (Figura 9A) y 48 (Figura
9B) horas respectivamente. Con diferencias estadisticamente significativas tanto a
las 24 como a las 48 horas (p= 0.0064** y p= 0.0002*** respectivamente). Sin
embargo, contrario a lo esperado las dosis de 400 y 1600 ug/ml presentaron
menores porcentajes de cierre de herida con 28.1 6.3 a las 24 horas (Figura 9A) y
44.0 +8.6 a las 48 (Figura 9B) horas para la dosis de 400 pg/ml, valores mayores
respecto al control, pero menores respecto a la dosis de 12.5 pg/ml, alcanzando
significancia solo a las 48 horas (p= 0.0173*). El tratamiento a 1600 ug/ml logro
porcentajes aun menores con 27.3 +49 y 36.5 7.6 a las 24 y 48 horas
respectivamente (Figura 9Ay B), sin diferencias estadisticamente en ninguno de los
2 tiempos de evaluacion. Las microfotografias que corresponden a este tratamiento
(Figura 9C) muestran un comportamiento consistente con los resultados
cuantitativos, se observa una mayor reduccion del area de la herida en las células
que recibieron la dosis de 12.5 ug/ml, sin embargo, las concentraciones de 400 y

1600 pg/ml presentan un retraso mas evidente en el cierre.

En el tratamiento de inulina de agave azul a las 24 horas (Figura 10A), evidencio un
porcentaje de cierre de herida de 27.1 £3.1, 32.2 +4.3 y 36.7 +4.0 para la dosis de
12.5, 400 y 1600 pg/ml respectivamente. Con diferencias estadisticamente
significativas respecto al control, la dosis de 12.5 ug/ml mostré menor diferencia (p=
0.0228%), mientras que la dosis de 400 y 1600 pg/ml mostraron diferencias mayores,
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Figura 8. Efecto de la inulina de achicoria (SIGMA) en el cierre de herida por migracion celular en
queratinocitos. Porcentaje de cierre de herida a dosis de 12.5, 400 y 1600 pg/ml a las 24 (A) y 48
horas (B). Los datos se presentan como media + desviacion estandar. Analisis realizado mediante
ANOVA de dos vias seguida de la prueba post hoc de Dunnett. Significancia estadistica p>0.05 (ns),
p< 0.05(*), p< 0.01(**), p < 0.001(***), p < 0.0001(****). (C) Microfotografias del efecto de las tres
dosis sobre la migracion celular en queratinocitos, a concentraciones de 12.5, 400 y 1600 pg/ml y
control. Las imagenes se obtuvieron en microscopio invertido (10X) a las 24 y 48 horas
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Figura 9. Efecto de la inulina de achicoria (suplemento) en el cierre de herida por migracién celular
en queratinocitos. Porcentaje de cierre de herida a dosis de 12.5, 400 y 1600 pg/ml a las 24 (A) y 48
horas (B). Los datos se presentan como media + desviacion estandar. Analisis realizado mediante
ANOVA de dos vias seguida de la prueba post hoc de Dunnett. Significancia estadistica p> 0.05 (ns),
p< 0.05(*), p< 0.01(**), p < 0.001(***), p < 0.0001(****). (C) Microfotografias del efecto de las tres
dosis sobre la migracion celular en queratinocitos, a concentraciones de 12.5, 400 y 1600 pug/ml y
control. Las imagenes se obtuvieron en microscopio invertido (10X) a las 24 y 48 horas
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Figura 10. Efecto de la inulina de agave azul (suplemento) en el cierre de herida por migracién celular
en queratinocitos. Porcentaje de cierre de herida a dosis de 12.5, 400 y 1600 pg/ml a las 24 (A) y 48
horas (B). Los datos se presentan como media + desviacion estandar. Analisis realizado mediante
ANOVA de dos vias seguida de la prueba post hoc de Dunnett. Significancia estadistica p>0.05 (ns),
p< 0.05(*), p< 0.01(**), p < 0.001(***), p < 0.0001(****). (C) Microfotografias del efecto de las tres
dosis sobre la migracion celular en queratinocitos, a concentraciones de 12.5, 400 y 1600 pg/ml y
control. Las imagenes se obtuvieron en microscopio invertido (10X) a las 24 y 48 horas

38



(p= 0.0006***) y (p< 0.0001****) respectivamente. A las 48 horas (Figura 10B)
presentd un comportamiento muy similar con porcentaje de migracion celular de
414 £3.1, 55.2 +46 y 53.0 +3.0 para la dosis de 12.5, 400 y 1600 pg/ml
respectivamente. Todas las dosis mostraron diferencias estadisticamente
significativas respecto al control, mas evidente en las dosis de 400 y 1600 ug/ml (p
<0.0001**** para ambas dosis), mientras que la dosis de 12.5 ug/ml tuvo una
diferencia menor (p= 0.0021**). Esto sugiere que la inulina de agave azul mostr6 un
efecto dependiente de la concentracion, tal cual se aprecia en las microfotografias,
ya que a mayor dosis se presentd una mayor migracion celular de los queratinocitos
tanto en las 24 como en las 48 horas, a excepcion de la dosis de 1600 pg/ml a las
48 horas que presento un porcentaje de migracion celular ligeramente inferior a la

dosis de 400 pg/ml, contrario al comportamiento esperado (Figura 10C).

En la comparacion del efecto de las tres inulinas evaluadas sobre la migracién de
queratinocitos, (Tabla 2) se aprecia que, de manera general, todos los tratamientos
mostraron porcentajes de cierre superiores al control en los dos tiempos evaluados,

lo que confirma el efecto inductor de la migracion celular de dichas inulinas. También

Tabla 2. Comparacién del porcentaje de cierre de herida por migracion celular en queratinocitos

tratados con inulinas a las 24 y 48 horas.

Tratamiento Dosis Porcentaje de p vs Control Porcentaje de p vs Control
(ug/ml)  cierre de herida a cierre de herida a
las 24 horas las 48 horas
(media * DE) (media * DE)
Control - 18.928 +1.896 - 29.982 +1.904 -
(células sin
tratamiento)
Inulina de achicoria 12.5 31.934 £3.996 0.0255* 46.292 +6.423 0.0055**
(SIGMA) 400 35.147 £5.472 0.0058* 54.766 +2.976 0.0001"*
1600 42172 +8.716 0.0002*** 55.349 +7.541 <0.00071****
Inulina de achicoria 12.5 35.072 +2.004 0.0064** 54.175 +5.344 0.0002***
(suplemento) 400 28.088 +6.330 0.0905" 44.047 +8.571 0.0173*
1600 27.323 +4.865 0.2104ns 36.504 +7.580 0.4062"s
Inulina de agave azul 12.5 27.183 +3.100 0.0228* 41.400 +3.112 0.0021**
(suplemento) 400 32.199 +4.323 0.0006*** 55.246 +4.615 <0.0001****
1600 36.724 +3.989 <0.0001**** 53.080 +3.035 <0.0001****

Los datos se expresan como media + desviacion estandar (DE). Analisis realizado mediante ANOVA
de dos vias seguido de la prueba post hoc de Dunnett, comparando cada tratamiento contra el control
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(células sin tratamiento). Significancia estadistica p>0.05 (ns), p< 0.05(*), p< 0.01(**), p < 0.001(***),
p < 0.0001(****).

se observé que el porcentaje de cierre de herida fue mayor a las 48 horas respecto
a las 24 horas, lo que indica un avance temporal del proceso de migracion celular
en todos los tratamientos. De forma general, de los tratamientos evaluados la inulina
de achicoria (SIGMA) y la inulina de agave azul fueron los que presentaron mayores
porcentajes de cierre de herida por migracion celular y una tendencia dependiente
de la concentracion, sobre todo a las 24 horas. Mientras que la inulina de achicoria
(suplemento) presenté un comportamiento diferente, las concentraciones mayores
disminuyeron la migracion, sin diferencias estadisticas respecto al control, pero

mayores que el mismo.

6.4 Ensayo de migracion celular en fibroblastos
El ensayo de migracion celular en la linea celular de fibroblastos mostré en el control
(células sin tratamientos) un porcentaje de cierre de herida de 26.5 £8.3 y 67.3 +4.3

a las 24 y 48 horas respectivamente.

El tratamiento con inulina de achicoria (SIGMA) a las 24 horas (Figura 11A) logré un
aumento en el porcentaje de cierre de herida en las tres concentraciones evaluadas,
con valores de 40.7 £7.2, 58.6 £3.7 y 50.5 £5.9 para las dosis de 12.5, 400 y 1600
pg/ml, respectivamente. La dosis de 12.5 pg/ml mostré una diferencia
estadisticamente significativa (p= 0.0124*), mientras que las dosis de 400 y 1600
Mg/ml mostraron diferencias mayores respecto al control (p< 0.0001**** y p
=0.0001***, respectivamente). Alas 48 horas (Figura 11B) se observd un incremento
significativo también en el porcentaje de cierre de herida, con valores de 94.8 +1.9,
99.4 £+0.5 y 95.1 +4.8 para las dosis de 12.5, 400 y 1600 pg/ml, respectivamente.
Hubo diferencias muy significativas respecto al control (p <0.0001****) en las tres
concentraciones evaluadas. Las microfotografias de este ensayo (Figura 11C)
mostraron que los fibroblastos tratados con inulina de achicoria (SIGMA)
presentaron una gran capacidad de migracion celular en comparacién con el control,
con cierre total para la dosis de 400 pg/ml, y casi total para las dosis restantes a las
48 horas.
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En el tratamiento con inulina de achicoria (suplemento) la dosis de 12.5 ug/ml fue la
que presento mejores porcentajes de cierre de herida por migracion celular en la
linea celular de fibroblastos con valores de 43.4 +0.7 y 91.4 +0.9 porcentaje a las
24 y 48 horas respectivamente (Figura 12A y B). Con diferencias estadisticamente
significativas tanto a las 24 como a las 48 horas (p= 0.0049** y p= 0.0002***
respectivamente). Sin embargo, contradictorio a lo esperado las dosis de 400 y
1600 pg/ml presentaron menor porcentajes de cierre de herida, la dosis de 400
pg/ml presentd valores de 31.0 £6.7 a las 24 horas y 77.7 £5.2 a las 48 horas,
mientras que la dosis de 1600 ug/ml presento valores de 39.0 £6.2 a las 24 horas y
71.8 £6.2 a las 48 horas, porcentajes de cierres de herida mayores respecto al
control, pero menores respecto a la dosis de 12.5 ug/ml, sin alcanzar significancia
estadistica p>0.05, a excepcion de la dosis de 1600 pg/ml a las 24 horas con p=
0.0390* (Figura 12A y B). En las microfotografias representativas de este ensayo
(Figura 12C), se aprecia una mayor reduccion del area de la herida en la dosis de
12 pyg/ml mas evidente a las 48 horas, lo que concuerda con los datos cuantitativos
anteriormente mencionados. En contraste la dosis de 400 y 1600 pg/ml presentan
un menor cierre de herida, con un menor cierre a mayor dosis de inulina, mas sin

embargo superiores al control en ambas dosis.

En el tratamiento de inulina de agave azul a las 24 horas (Figura 13A), evidencio un
porcentaje de cierre de herida de 40.5 +5.3, 49.0 £7.3 y 36.5 +4.1 para la dosis de
12.5, 400 y 1600 pg/ml respectivamente. Con diferencias estadisticamente
significativas respecto al control, la dosis de 12.5 y 400 ug/ml mostraron diferencias
respecto al control (p= 0.0279* y 0.0007*** respectivamente), mientras que la dosis
de 1600 pg/ml no mostro diferencias estadisticamente significativa. A las 48 horas
(Figura 13B) el porcentaje de cierre de herida por migracion celular fue de 69.7 1.9,
86.8 +8.3 y 81.2 £3.2 para la dosis de 12.5, 400 y 1600 ug/ml respectivamente. La
dosis de 12.5 pg/ml presento valor muy préximo al control (p> 0.05), por tanto, no
tuvo diferencias estadisticamente significativa, mientras que las dosis de 400 y 1600
pg/ml si evidenciaron diferencias estadisticamente significativas (p= 0.0025** y p=

0.0296* respectivamente). Las microfotografias (Figura 13C) presentan un patrén

41



A 24 horas

Cierre de la herida (%)

Inulina de achicoria
(SIGMA) 12.5pg/m

Inulina de achicoria
(SIGMA) 400 pg/m

Inulina de achicoria
{SIGMA) 1600 pg/m

& & & @
& (,@ @@ 8
P .559
Tratamientos
C 24 horas
£
w
w
o
3 -
w2
O C
T
[ S
3
oS

Cierre de la herida (%)

&

48 horas

seee

e

o o &
N
Tratamientos

48 horas

Ny
&

9’ N
RO

Figura 11. Efecto de la inulina de achicoria (SIGMA) en el cierre de herida por migracién celular en
fibroblastos. Porcentaje de cierre de herida a dosis de 12.5, 400 y 1600 ug/ml a las 24 (A) y 48 horas
(B). Los datos se presentan como media + desviacion estandar. Analisis realizado mediante ANOVA
de dos vias seguida de la prueba post hoc de Dunnett. Significancia estadistica p>0.05 (ns), p<
0.05(*), p< 0.01(**), p < 0.001(***), p < 0.0001(****). (C) Microfotografias del efecto de las tres dosis
sobre la migracién celular en queratinocitos, a concentraciones de 12.5, 400 y 1600 ug/ml y control.

Las imagenes se obtuvieron en microscopio invertido (10X) a las 24 y 48 horas
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Figura 12. Efecto de la inulina de achicoria (suplemento) en el cierre de herida por migracion celular
en fibroblastos. Porcentaje de cierre de herida a dosis de 12.5, 400 y 1600 ug/ml a las 24 (A) y 48
horas (B). Los datos se presentan como media + desviacion estandar. Anadlisis realizado mediante
ANOVA de dos vias seguida de la prueba post hoc de Dunnett. Significancia estadistica p>0.05 (ns),
p< 0.05(*), p< 0.01(**), p < 0.001(***), p < 0.0001(****). (C) Microfotografias del efecto de las tres
dosis sobre la migracion celular en queratinocitos, a concentraciones de 12.5, 400 y 1600 pug/ml y
control. Las imagenes se obtuvieron en microscopio invertido (10X) a las 24 y 48 horas
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Figura 13. Efecto de la inulina de agave azul (suplemento) en el cierre de herida por migracién celular
en fibroblastos. Porcentaje de cierre de herida a dosis de 12.5, 400 y 1600 ug/ml a las 24 (A) y 48
horas (B). Los datos se presentan como media + desviaciéon estandar. Analisis realizado mediane
ANOVA de dos vias seguida de la prueba post hoc de Dunnett. Significancia estadistica p>0.05 (ns),
p< 0.05(*), p< 0.01(**), p < 0.001(***), p < 0.0001(****). (C) Microfotografias del efecto de las tres
dosis sobre la migracion celular en queratinocitos, a concentraciones de 12.5, 400 y 1600 pug/ml y
control. Las imagenes se obtuvieron en microscopio invertido (10X) a las 24 y 48 horas
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consistente con los datos cuantitativos, la dosis de 400 ug/ml muestra un mejor
cierre de herida por migracion celular en fibroblastos.

Tabla 3. Comparacion del porcentaje de cierre de herida por migracion celular en fibroblastos
tratados con inulinas a las 24 y 48 horas.

Tratamiento Dosis Porcentaje de pvs Porcentaje de p vs
(ng/ml) cierre de herida a Control cierre de herida a Control
las 24 horas las 48 horas
(media * DE) (media * DE)
Control 26.540 +£8.328 - 67.338 £4.330 -

(células sin
tratamiento)

Inulina de achicoria  12.5 40.689 +7.234 0.0124* 94.838 £1.943

<0.0001****

(SIGMA) 400 58.600 +3.669 <0.0001***  99.424 + 0.518

<0.0001****

1600  50.498 +5.887 0.0001**  95.077 +4.750 <0.0001****
Inulina de achicoria  12.5 43.365 +0.690 0.0049** 91.434 +0.927 0.0002***
(suplemento) 400 31.020 +6.679 0.6981ns 77.725 £5.199 0.0958"s

1600  38.945 +6.215 0.0390* 71.837 £6.168 0.6954ns
Inulina de agave 12.5 40.515 +5.270 0.0279* 69.728 +1.859 0.9454ns
azul (suplemento) - —44, 48.951 £7.270 0.0007**  86.800 +8.336 0.0025*

1600  36.509 +4.123 0.1463 81.172 £3.204 0.0296*

Los datos se expresan como media + desviacion estandar (DE). Analisis realizado mediante ANOVA
de dos vias seguido de la prueba post hoc de Dunnett, comparando cada tratamiento contra el control
(células sin tratamiento). Significancia estadistica p>0.05 (ns), p< 0.05(*), p< 0.01(**), p < 0.001(***),
p < 0.0001(****).

En la comparacion del efecto de las tres inulinas evaluadas sobre la migraciéon de
fibroblastos, (Tabla 3), de manera general se evidencia que al igual que en la linea
celular de queratinocitos, todos los tratamientos mostraron porcentajes de cierre
superiores al control en los dos tiempos evaluados, lo que confirma el efecto
inductor de la migracion celular de dichas inulinas. Asi como el avance temporal del
proceso de migracion celular en casi todos los tratamientos con un porcentaje de
cierre de herida mayor a las 48 respecto a las 24 horas. De manera comparativa, la
inulina de achicoria (SIGMA) fue la que mostré el efecto mas marcado sobre la
migracion de fibroblastos, ya que presentdé una respuesta consistente en todas las
concentraciones evaluadas y alcanzo6 los mayores porcentajes de cierre de herida,
de casi 100 % a las 48 horas, mostrando asi una alta capacidad para favorecer el
cierre de herida. Sin embargo, la inulina de achicoria y agave azul presentaron
resultados mas variables, con porcentajes de cierre de herida por migracion celular

menores a los de la inulina de achicoria (SIGMA), aunque si mayores respecto al
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control. En el caso de inulina de achicoria (suplemento) la menor dosis mostrd
mejores resultados, y para la inulina de agave azul la dosis intermedia, no
evidenciandose una relacion directa entre el incremento de la concentracion vy el
porcentaje de cierre de herida, observandose una respuesta mas heterogénea entre

las dosis evaluadas.

6.5 Cinética de cicatrizacion en modelo murino

Se evalud el efecto cicatrizante de las tres inulinas: inulina de achicoria (SIGMA),
inulina de achicoria (suplemento) e inulina de agave azul en el modelo murino. Los
tratamientos se aplicaron por via topica en una dosis de 10 yl de una solucién a 5
mg/ml, los dias 0, 1 y 3 posteriores a la induccion de la herida. Se utilizaron como
controles: negativo (agua destilada) y positivo (Pirfenidona 5mg/ml). Durante el

seguimiento fotografico del proceso de cicatrizacion (Figura 14), mediante un

Dias

Control
negativo
(agua)

Control positivo
(pirfenidona)

Inulina achicoria
(SIGMA)

Inulina
achicoria
(suplemento)

Inulina agave
azul
(suplemento)

Figura 14. Registro fotografico del proceso de cicatrizacion en los grupos experimentales (control
negativo, control positivo e inulinas) en los dias 0, 1, 3, 6, 8 y 10 posteriores a la induccion de la
herida. Las imagenes fueron observadas con un microscopio estereoscopico VELAB VE-S5 a una
distancia fija de 100 mm y con un zoom de 2x. La captura y visualizacion de las imagenes se realizd
mediante el software AmScope.
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analisis cualitativo se observo una reduccion progresiva del area de la herida en los
grupos tratados con las inulinas, similar a la observada con el grupo control positivo,
mientras que el grupo control negativo (agua) mostré un retraso evidente en el cierre

de la herida.

En el analisis cuantitativo de la cinética de cierre de la herida realizado mediante
ANOVA de dos vias mostro que el tiempo fue el principal determinante del cierre de
la herida con un porcentaje total de variacién de 93.08 % (p< 0.0001****). También
se logré observar un efecto significativo del tratamiento (p< 0.0001****) y una
interaccién entre el tiempo y el tratamiento significativo (p= 0.0117 *), por tanto, el

efecto de los tratamientos dependio del dia de evaluacion.

En los dias 1 y 3, los tratamientos con las tres inulinas mostraron un cierre
significativamente mayor respecto al control negativo (agua), inulina achicoria
(SIGMA) dia 1 p= 0.0002** y dia 3 p=0.0013**, inulina achicoria (suplemento) dia 1
p< 0.0002*** y dia 3 p= 0.0019**, inulina agave azul dia 1 p< 0.0001**** y dia 3 p=
0.0007***. Mientras que respecto al control positivo el dia 1 y 3 no mostraron
diferencia estadisticamente significativas, lo cual indica que presentaron un efecto

muy similar. (Figura 15A)
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Figura 15. Cicatrizacién en modelo murino. A. Curva de cinética de cicatrizacién normalizada a los
0, 1 y cada tercer dia. B. AUC para controles y tratamiento. Los datos se presentan como media *
DE (A) y £ EE (B). Analisis realizado mediante ANOVA de dos vias seguida de la prueba post hoc de
Dunnett. Significancia estadistica, letras minusculas para cuando no hay diferencias, y letras
mayusculas para cuando hay diferencias. aA para control negativo y bB para control positivo

Sin embargo, a partir del dia 6 y dias siguientes las diferencias entre los grupos,

respecto a ambos controles, e incluso entre control negativo y positivo,
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disminuyeron progresivamente no encontrandose diferencias estadisticamente
significativas en estos tiempos. Estos resultados indican que el efecto de las inulinas
es mas notable o alcanza significancia en las etapas tempranas de la cicatrizacion,

acelerando el cierre inicial de la herida de forma similar al control positivo.

El analisis del AUC mostré diferencias significativas entre los tratamientos (p=
0.0249*) mediante ANOVA de una via. Las comparaciones multiples de Dunnett
indico que respecto al control positivo (pirfenidona) ninguno de los tratamientos con
inulinas mostro diferencias significativas (p> 0.05 en las tres inulinas), mientras que
respecto al control negativo (agua) solo la inulina de agave azul presento diferencias
estadisticamente significativas (p= 0.0266*). De forma global el control positivo
(pirfenidona) reduce significativamente el AUC respecto al control negativo (p=
0.0950*). Estos resultados indican que de forma general las tres inulinas presentan

efectos similares al control positivo y diferente al control negativo. (Figura 15)
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Figura 16. Porcentaje de cierre de heridas al dia 1 (A), dia 3 (B) y dia 8 (C) de controles e inulinas.

Los datos se presentan como media + DE

El analisis del porcentaje de cierre de la herida revel6 diferencias claras entre los
grupos corroborando los datos anteriormente mencionados. En el dia 1 (Figura 16A)

el control negativo (agua) presento un cierre menor 22.46 %, mientras que el control
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positivo (pirfenidona) mostré un cierre considerablemente mayor 65.43 %. Los
tratamientos con inulina presentaron un desempefo intermedio pero superior al
control negativo, inulina achicoria (SIGMA) 61.83 %, inulina achicoria (suplemento)
55.51 % e inulina agave azul 56.87 %, sugiriendo un efecto temprano en el cierre.
En el dia 3 (Figura 16B) los grupos tratados con inulina mostraron un avance mas
evidente inulina achicoria (SIGMA) 79.03 %, inulina achicoria (suplemento) 78.11 %
e inulina agave azul 75.30 %, todos superiores al control negativo 54.09 % y
cercanos al control positivo (pirfenidona) 78.34 %. Para el dia 8 (Figura 16C), todos
los grupos mostraron cierres practicamente completos superiores al 95 %, a

excepcioén del control negativo que estuvo ligeramente por debajo con 90.58 %.
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7. DISCUSION

Los hallazgos obtenidos en esta investigacion demuestran que las inulinas
evaluadas sugieren un potencial cicatrizante relevante, tanto en los modelos
celulares, como murinos empleados, resaltando su relevancia como posible
alternativa natural a los tratamientos convencionales. De manera general, los
resultados indican que dichas inulinas no presentan efectos citotoxicos, estimulan

la viabilidad y migracién celular, y favorecen el cierre de heridas.

En las lineas celulares de fibroblastos y queratinocitos, la viabilidad celular
analizada por ensayo de MTT se mantuvo e incluso se incrementd principalmente
en queratinocitos, por encima del 100% de viabilidad celular en comparacién con el
control basal. Por tanto, dichas inulinas en las concentraciones evaluadas se
consideran no citotoxicas, de acuerdo a la normativa internacional 1ISO10993-
5:2009, que estipula como citotoxicidad una reduccion de la viabilidad celular
superior al 30 % (viabilidad celular < 70%) en comparacion con un control no
tratado.”®’® Estos resultados sugieren que en presencia de inulina las células
aumentan su actividad metabdlica, considerando que el ensayo de MTT se basa en
la reduccidon de sales de tetrazolio por enzimas mitocondriales, otros organelos y
biomoléculas, presentes en las células que se encuentren metabdlicamente
activas®®8' No obstante, al tratarse de un método indirecto este aumento puede

reflejar tanto un incremento en el metabolismo como en la proliferacion celular.

Afines a estos hallazgos esta lo reportado por Duda et al. (2025)82 quienes evaluaron
el efecto citotoxico de 3 extractos de Cichorium intybus L. y de inulina pura como
control mediante el método de MTT en la linea celular L929 (fibroblastos murinos).
En esta investigacion la inulina reporté un valor de ICs0 considerablemente alto de
19.77 mg/ml en comparacion con el resto de los extractos evaluados (4.72 - 7.31
mg/ml), mostrando un menor efecto citotdxico. Los autores resaltan que la presencia
de inulina en los extractos evaluados no contribuia a la disminucion de la viabilidad
celular, mas bien la citotoxicidad de los extractos estaba dada por la presencia de
polifenoles y derivados fendlicos presentes. Estos datos respaldan que la inulina
presenta muy baja citotoxicidad en esta investigacion ya que se necesitd una dosis
considerablemente mayor respecto a la dosis maxima de nuestra investigacion, para
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reducir la viabilidad celular al 50 %. Chen, Y et al (2025)3 también utilizaron inulina
de achicoria como control evaluando dosis que fueron de 1 a 1000 ug/ml en células
L929 obteniendo una viabilidad celular de entre 90 a 100% entre todas las dosis

evaluadas, resultados que concuerdan con la presente investigacion.

Algunas investigaciones recientes han evaluado la biocompatibilidad de la inulina
afiadida en biomateriales. Una pelicula sostenible disefiada por Parin FN et al
(2023)7¢ a base de alcohol polivinilico combinado con inulina y otros compuestos
bioactivos, no mostraron efectos citotdxicos significativos en fibroblastos murinos
NIH3T3, con valores de viabilidad superiores a 85% y cercanos al 100% en caso de
las peliculas con inulina sin adicion de otros biomateriales. En el ensayo de LDH,
importante marcador de dafo celular, la pelicula con inulina revelo que la LHD
liberada por células dafadas fue inferior al 3.5%, corroborandose asi la
permanencia de la integridad de la membrana y ausencia de muerte celular en
presencia de este fructano. La inulina también se ha empleado como matriz en
sistemas nanoestructurados, Ayala-Fuentes JC et al (2022)% observaron niveles de
viabilidad celular de entre 75 a 100% en fibroblastos HDFa con inulina de agave de
forma independiente y como nanoparticulas no cargadas (dosis de 0.134 a 4.3
pg/ml); en células tumorales intestinales Caco-2 y hepaticas HepG2 tampoco
presento citotoxicidad, incluso incremento la viabilidad celular por encima del 100%.
Curiosamente en este mismo estudio, la viabilidad celular de macrofagos RAW
264.7 no se vio afectada por la adicién de inulina de agave. Los macréfagos son
células que secretan citocinas proangiogénicas y permiten la transicion de la fase
inflamatoria a la fase proliferativa con la produccién de moléculas de sefializacién
que activan queratinocitos, fibroblastos y células endoteliales, fundamentales en el
proceso de reparacion tisular.8> Ademas, la inulina fue capaz de incrementar la
produccion de oxido nitrico, con niveles dos veces superiores al control en la dosis
maxima. En este sentido, se resalta la capacidad inmunomoduladora de la inulina
disminuyendo el estrés oxidativo siendo esta una de las vias por las cuales se puede
disminuir el dafo o la muerte celular y por ende no afectar la viabilidad celular en

condiciones in vitro.
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Un polimero de fructano muy similar a la inulina extraido del ajo también tuvo la
capacidad de mantener e incluso incrementar la viabilidad celular de queratinocitos
HaCaT, asi como de disminuir el porcentaje de células en fase sub G1 protegiendo
a las células de muerte celular por apoptosis ante el dafio inducido por radiacion
ultravioleta.®® Este efecto citoprotector pudiera ser otra causa por la cual la
viabilidad celular no se ve afectada, mediante la preservacion del material genémico

celular y modulacioén de las vias apoptoticas.

Sin embargo, el aumento de la viabilidad celular también pudiera estar justificada
por la capacidad de la inulina para regular importantes proteinas del ciclo celular,
como la ciclina D2 proteina que impulsa la transicion de la fase G1 a la fase S y
PAK3 que interviene en procesos de plasticidad celular, esto si se considera a
Zhang QY et al (2024)%" quienes, aunque trabajaron en un modelo in vivo, analizaron
el efecto de la inulina sobre enterocitos previamente dafnados. Estos efectos han
sido relacionados con la modulacion de la via MAPK, ruta de sefalizacion,
proliferacion, diferenciacion y supervivencia celular. De acuerdo a Zhang QY et al
(2024)88 |a inulina también activa la via PISBK/AKT/mTOR, crucial para la motilidad,
el crecimiento, la supervivencia y el metabolismo celular, ya que aumenté la
expresion de proteinas como Wnt1, B-catenina, PI3K, Akt3 y p62. En conjuntos
todos estos mecanismos pudieran explicar el mantenimiento o bien el aumento de
la viabilidad celular de fibroblastos y queratinocitos respectivamente, en presencia

de inulina.

Si bien la presencia y proliferacion celular de fibroblastos y queratinocitos son
importantes en el proceso de reparacion tisular, la migracion de estos juega un papel
fundamental. La migracién celular es un proceso que implica una alta coordinacion,
dependiente de cambios moleculares y estructurales como la reorganizacion activa
del citoesqueleto de actina y de las interacciones entre las células y la matriz
extracelular, pasos claves en la fase proliferativa de la cicatrizacion.®® Los
fibroblastos como reguladores centrales de la reparacion cutanea migran al lecho
de la herida no solo generando fuerzas contractiles tempranas sino también

entregando parches de matriz extracelular preensamblados que aceleran el cierre
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de la heridas, dependiente de moléculas de adhesion y comunicacion célula-célula
como la N-cadherina, fibronectina y la conexina 43.°99" Los queratinocitos en el
borde la herida migra para llevar a cabo la reepitelizacion y asi restaurar la barrera
epidérmica. Esto, facilitado por factores de crecimiento como EGF y KGF, asi como
por la adhesion mediada por lamininas e integrinas a los componente de la
MEC.8%90-91 | g presencia de inulina pareciera estar favoreciendo algunos de estos
mecanismo que intervienen en la migracidn celular de las lineas celulares
evaluadas, considerando el incremento del cierre de heridas por migracion

evaluados en la presente investigacion.

De forma comparativa los resultados obtenidos mostraron que la inulina de achicoria
(SIGMA) y de agave azul, presentaron una tendencia dependiente de la
concentracion, sugiriendo una relacion dosis-respuesta en la estimulacion de la
migracion celular. Sin embargo, la inulina de achicoria (suplemento) mostré un
comportamiento no lineal, donde concentraciones mayores no se tradujeron en un
incremento proporcional en el cierre de la herida. Este comportamiento pudiera estar
justificado por variaciones en caracteristicas como el grado de polimerizacion y de
hidrolisis que pudieran influir en el comportamiento celular. Tal como lo reporta Amin
Z et al 2017°? que observaron que hidrolizados de almidén con menor grado de
hidrolisis y de equivalentes de dextrosa presentaron mayor capacidad para
promover el cierre de heridas en fibroblastos NIH3T3, en comparacién con los de
mayores grados. Este comportamiento no lineal de algunas de las altas
concentraciones también pudiera explicarse por la activacion de mecanismos de
retroalimentacion negativa en las vias de sefalizacion implicadas en el proceso de
migracion celular, en la que a concentraciones mayores no necesariamente existe
una mayor respuesta celular. Esto se puede atribuir a una respuesta hormética, un
comportamiento ampliamente descrito en estudios in vitro de cicatrizacion que han
utilizado fibroblastos y queratinocitos tratados con compuestos bioactivos y
productos naturales, la hormesis respalda respuestas bifasicas,una estimulacion a

dosis/concentraciones bajas y una inhibicién a dosis/concentraciones altas. 93-%4
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Al igual que la presente investigacion, otros modelos in vitro también han reportado
un mayor aumento del cierre de herida en fibroblastos en comparacion con los
queratinocitos. Walter et al (2010) ® observaron en el ensayo de raspado celular en
fibroblastos L929 y queratinocitos HaCaT, que los fibroblastos alcanzaban un 49%
de cierre de herida y los queratinocitos apenas el 12% a las 12 horas, esto en
presencia de medio condicionado de células madre mesenquimales. Incluso en
condiciones de cocultivo los fibroblastos fueron los primeros en migrar al area de la
“herida”, llenar la misma y excluir a los queratinocitos. La migracion celular
constituye uno de los eventos limitantes en el proceso de cicatrizacion, y la alta
capacidad migratoria de los fibroblastos coincide con la cronologia de la reparacién
tisular en la que células endoteliales microvasculares y fibroblastos son los primeros
en migrar al sitio de la lesion para luego detenerse y dar paso a la reepitelizacion de

queratinocitos.

La presencia de inulina oxidada en un andamio de colageno y nanoparticulas de
dioxido de zirconio fue capaz de promover aproximadamente el 60% de cierre de
herida en un ensayo de migracion celular por raspado a las 24 horas, en células
madre mesenquimales murinas; sirviendo como evidencia indirecta del efecto de la
inulina oxidada en el desarrollo de biomateriales para su aplicacion en la ingenieria

de tejidos.%

La inulina pudiera presentar efectos analogos a los reportados en otros
polisacaridos con efectos promigratorios. EI acemanano, un polisacarido extraido
de Aloe vera, incrementd la migracion celular de queratinocitos con cierres de herida
entre 60 a 80% en dosis de 1 y 3 mg/ml, esto, debido a la activacién de la via de
senalizacion AKT/mTOR mediante la activacién del Receptor del Factor de
Crecimiento Epidérmico (EGFR), asi como a través de la activacion de vias
asociadas a Proteina Quinasa C y a Factor Nuclear kappa B, proteinas
intervinientes en la sefializacion y migracion celular.®” La combinacion de nanofibras
de polisacaridos derivados de celulosa y quitina también han promovido la migracion
de fibroblastos de ratén NIH3T3 con un cierre de herida de 78,1% a las 24 horas %;

al igual que el hidrogel de polisacaridos de Bletilla striata que en células L929 indujo

54



cierres de herida de casi 100% por migracion celular a las 48 horas.® Veeraperumal
et al. (2020)'°° demostraron que un polisacarido de Gracilaria lemaneiformis
incremento la migracion de queratinocitos HaCaT mediante la polaridad celular a
través de la orientacion del aparato de Golgi y la regulacion positiva de las proteinas
Par3 y aPKC; ademas de la regulaciéon de la direccionalidad celular a través del
aumento de la expresion génica de Cdc42 que permitio la formacion de lamelipodios
en el borde de avance de las células. En este sentido los polisacaridos no solo
actuan como moléculas capaces de activar vias intracelulares, sino que también
pueden modificar el microambiente extracelular y favorecer las condiciones de
migracion celular. A pesar de que los mecanismos directos asociados a la inulina no
se evaluaron en la presente investigacion y considerando que tampoco existen
antecedentes sobre la influencia de la misma sobre la migracion celular, es posible
estimar que en cierta medida pudiera ejercer efectos analogos a los anteriormente
citados debido a sus propiedades estructurales y bioactivas compartidas con estos

polisacaridos.

Finalmente, la aplicacion topica de las inulinas promovio una disminucion progresiva
del area de las heridas respecto al control negativo durante la cinética de
cicatrizacion de heridas inducidas en el modelo murino. Esto confirma que el efecto
de la inulina observado previamente en el aumento de la viabilidad y migracién
celular, también se manifesté en un sistema biolégico completo y complejo, en el
que confluyen procesos bioquimicos, moleculares y celular de la reparacion tisular
in vivo. Desde este punto de vista, la respuesta observada en el modelo murino
complementa los resultados obtenidos en los ensayos in vitro, ya que la cicatrizacion
no depende solo de la actividad de queratinocitos y fibroblastos y procesos
biomoleculares implicados, sino también de las caracteristicas fisicas y quimicas

del microambiente que se establece en el sitio de la lesion.

Particularmente, la inulina de agave azul fue la que mostré el mayor cierre de herida
durante la evaluacién in vivo en comparacion con las inulinas de achicoria. Aunque
en el presente estudio no se realizé una evaluacién del perfil estructural de las tres

inulinas, es importante resaltar que la inulina no constituye una estructura molecular
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unica y homogénea, sino, que es un fructano constituido principalmente por
monomeros de fructosa cuyas estructuras moleculares dadas por el grado de
polimerizacion, la distribucién de las cadenas y la presencia de ramificaciones,
también van a variar en funcion de aspectos como el origen botanico, el estado y
ciclo de vida de la especie vegetal, y las condiciones empleadas en los proceso de
cosecha, extraccion y purificacion.”®101.102 Mientras que la inulina de achicoria esta
formada por cadenas lineales de fructosa unidas por enlaces [3(2-1), la inulina de
agave presentan una arquitectura mas compleja, con enlaces B(2-1) y B(2-6), que
pueden originar estructuras ramificadas y fructanos de tipo mixto y de
neoinulinas.”’1% Por tanto el mejor desempeiio observado en la inulina de agave
podria estar relacionado con estas diferencias estructurales y consecuentemente
con las propiedades fisicoquimicas que adquiere una vez aplicado sobre la
superficie de la herida. Las diferencias en la topologia de las cadenas pueden
modificar la forma en que las moléculas se organizan entre si y como interactiuan

con componentes presentes en la reparacion tisular.'%

Los polisacaridos tienen como propiedad que favorecen la hidratacion y permiten
crear entornos humedos adecuados para la reparacion tisular, esto gracias a que
contienen una gran cantidad de grupos hidroxilo y carboxilo que atraen y retienen el
agua; lo que constituye uno de los principios en el disefio de biomateriales y
andamios para heridas disefiados a partir de polisacaridos.'% El ambiente himedo
en las heridas ofrece multiples beneficios que aceleran y mejoran la calidad de la
cicatrizacién; la exhaustiva revisién de Nuutila K y Eriksson E (2021)'% respaldan
que el entorno humedo de la herida favorece la comunicacion y senalizacidon
intercelular para reparar ordenadamente la pérdida de tejido, permiten la migracion
y reepitelizacion mas eficiente de queratinocitos y células epiteliales, ademas de
estimular la sintesis de colageno por fibroblastos, disminuir la inflamacién
y promover autdlisis del tejido necrético con menor formacion de cicatriz. En este
contexto, la inulina también presenta en su superficie grupos funcionales hidroxilo
que facilitan la absorcién de moléculas de agua.'%%1%7 Esta capacidad higroscopica
de la misma, que favorece la humedad de la herida, explica en parte su capacidad

para acelerar la cicatrizacion. De acuerdo con Leyva-Porras C et al (2015)'97 las
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inulinas con un mayor grado de polimerizacion son capaces de absorber una mayor
cantidad de agua. Si bien este planteamiento no concuerda del todo con nuestros
resultados donde la inulina de agave mostré mejor cicatrizacion respecto a la de
achicoria, pese a que esta ultima presumiblemente deberia presenta un mayor
grado de polimerizacion, pues no deja de ser un factor influyente que ayuda a
explicar por qué las tres inulinas evaluadas favorecieron la cicatrizacion en nuestro

modelo murino.

Ademas de la capacidad higroscopica de la inulina, su posible funciobn como
andamio o matriz provisional resulta interesante si se consideran sus propiedades
fisicoquimicas. Teniendo en cuenta que desde un punto de vista funcional cuando
nos referimos a un andamio no solo nos limitamos a estructuras tridimensionales
preformadas, como por ejemplo los hidrogeles, sino también a una matriz
provisional como estructura temporal que aparece después de la lesion y que
posteriormente es degradada y reemplazada, que proporciona un entorno fisico que
favorece la migracién, adhesion y proliferacion celular mientras se reestablece el
tejido reparado. 198109 | 3 inulina es un polimero versatil, motivo por el cual se ha
comenzado a emplear en la administracion de farmacos,''? dicha versatilidad se
atribuye a la flexibilidad de su cadena principal, esta flexibilidad se relaciona con la
ausencia de anillos rigidos en la cadena que le permite una mayor libertad de
movimiento; ademas la presencia de unidades de furanosa en su estructura le
confieren una arquitectura adaptable capaz de formar arreglos poliméricos y reducir
el impedimento estérico frente a otras macromoléculas y por ende interactuar con
componentes de membranas celulares.’%111.112 Diversos estudios recopilados en la
revision de Mensink MA et al (2015)""" demostraron que estas propiedades de
flexibilidad de la cadena y conformacion molecular de los fructanos e inulinas
pueden interactuar directamente con bicapas lipidicas y modificar su organizacion
estructural en sistemas biomiméticos. En esta misma investigacién también se
describe la denominada “Teoria de la sustitucion de agua” de la inulina que plantea
que cuando disminuye la disponibilidad de agua, la inulina puede establecer
interacciones mediante puentes de hidrogeno con las superficie de las,

estabilizando y preservando su estructura.-"2 Aunque estos mecanismos no se
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estudiaron directamente en condiciones o procesos de cicatrizacion celular, si
pudieran ser extrapolables, manifestando la capacidad de la inulina para establecer
relaciones fisicoquimicas con biomoléculas a nivel celular y tisular. En el contexto
de la herida estas propiedades junto a la capacidad higroscépica y flexibilidad
molecular podrian estar contribuyendo a generar la interfaz temporal entre la inulina
y el tejido lesionado favoreciendo la hemostasia, proliferacion, reepitelizacion y

remodelado en la cicatrizacion.

La caracterizacion de las diferencias estructurales entre las inulinas de agave y
achicoria permitiria entender de mejor manera las diferencias reales observadas en
la cicatrizacion. Seria entonces de interés evaluar si la presencia o no de enlaces [3
(2—6) y ramificaciones en la inulina de agave presenta una mayor capacidad para
retener agua, formar estructuras poliméricas o interactuar con proteinas de la matriz
extracelular, ya que con estos parametros se estableceria una relacidon mas directa

entre su disefio molecular y el mejor cierre de la herida observado en este estudio.

El uso de otros polisacaridos, como el quitosano, alginato, dextrano, acido
hialuronico y celulosa, como componentes de biomateriales, en hidrogeles,
peliculas, esponjas, espumas o apositos, para la reparacion tisular, han demostrado
la capacidad de estos polimeros para incentivar la cicatrizacion.'314 Sin embargo,
la evidencia disponible para estos materiales ha sefialado ciertas limitaciones, entre
ellas resistencia mecanica deébil, bioactividad limitada, problemas de estabilidad y
reproducibilidad, y desafios regulatorios.’'? Mientras que el potencial de la inulina
tépica como componente capaz de favorecer los procesos moleculares, bioquimicos
y celulares han sido poco explorados; en este sentido nuestros resultados aportan

evidencia inicial para el desarrollo de biomateriales cicatrizantes a partir de inulina.
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8. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el ensayo de viabilidad celular demostraron que las
inulinas no presentaron efectos citotdxicos en queratinocitos ni fibroblastos en las
diferentes concentraciones evaluadas, respaldando la compatibilidad celular de las
mismas. El cierre de herida en el modelo in vitro, por migracion celular de
queratinocitos y fibroblastos se vio favorecido en presencia de inulina, sin embargo,
este efecto dependiod del tipo de inulina, de la concentracion y la linea celular
evaluada, sin observarse una relacion dosis-respuesta uniforme entre los
tratamientos.En el modelo murino la administracion tépica de inulina favorecio el
cierre de herida evidenciando su actividad cicatrizante in vivo, respaldando los

efectos observados en los modelos celulares.
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9. PERSPECTIVAS

La biocompatibilidad, capacidad de favorecer la migracion celular y posible funcion
como andamio bioldgico de la inulina constituyen una base experimental para
futuras investigaciones sobre su posible incorporacion para el desarrollo de
biomateriales destinados al tratamiento de heridas, particularmente en pacientes

con diabetes mellitus.

Los resultados obtenidos en este estudio resaltan el potencial terapéutico de la
inulina en la cicatrizacion de heridas, sin embargo, surge como pregunta, ¢Cuales
seran los mecanismos de accién implicados en el efecto cicatrizante de la inulina?
Por lo cual seria oportuno la evaluacion de la expresion génica y de proteinas
implicitas en el aumento de la proliferacion y migracién celular. Asi como la
realizacion de cortes histolégicos de piel a diferentes tiempo en los ratones tratados
con inulina, para realizar pruebas histoquimicas e inmunohistoquimicas, ya que
aportaria informacion muy valiosa sobre los cambios en la inflamacion, granulacion,

angiogénesis y reepitelizacién inducidos por el tratamiento con inulina.

Asimismo, considerando que la Diabetes Mellitus es uno de los principales
escenario en los que la cicatrizacion se encuentra comprometida. Replicar los
ensayos de proliferacion y migracion celular en condiciones de hiperglucemia,
estrés oxidativo e inflamacion, asi como analizar cinéticas de cicatrizacion en
modelos murinos inducidos a diabetes; permitiria determinar en mejor medida la
eficacia de la inulina en condiciones fisiopatolégicas mas complejas y cercanas a

esta esta enfermedad.
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10. ANEXOS

A. Ficha técnica de Inulina de achicoria (SIGMA)

de analisis

Product Name :

Certificate of Analysis

Inulin from chicory

Fabricante Sigma-Aldrich

Tipo Inulina de achicoria

Presentacion | 10 gramos

Lote 0000440942

Costoy 1752 MX (29/06/2026)

fecha de

consulta

Pais de Estados Unidos de America

origen

Certificado Website: www sigma-aldrich.com

Email USA: techserv@sial.com
Qutside USA: eurtechserv@sial.com

Product Number : 12255-10G HO,
Batch Number : 0000440943 ; 0
Source Baich : 0000414344 N
CAS Number 9005-80-5 Mo, Mo ]
MDL Number : MFCDO00131407 - ‘E'Q
Quality Release Date : 01 Apr 2025 CHg
Ho. 0:1} R
oW OH
Test Specification Result
Appearance (Color) ‘White White
Appearance (Form) Powder Powder
Solubility (Color) Colorless Colorless
Solubility (Turbidity) Clearto Hazy Clear
100 mg/mL, H20
Water (by Karl Fischer) <15 % 9%
Free Glucose < 0.05 % 0.00 %
by enzymatic assay
Free Fructose < 0.05 % 0.00 %
by enzymatic assay
Ratio Conforms Conforms

Fructose:Glucose (== 20:1)

61




B. Ficha técnica de Inulina de achicoria (suplemento)

Fabricante Ebien

Tipo Inulina procedente de la raiz de Achicoria (Cichorium intybus)
Presentaciéon | 500 gramos

Costoy 180 MX (29/06/2026)

fecha de

consulta

Pais de Querétaro, México

origen

Declaracion Dectaracién Nutrimental

nutrimental

Por 100g
Contenido energético Adkecal (1700}
Proteinas 0g
Grasas totales g
Grasa saturada g
Grasa trans 0mg
Hidratos de carbono disponibles 10g
Azicares 10g
Amicares anadidos g
Polislcoholes 0g
Fibra Dietetica a7g
Sodio 0mg
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C. Ficha técnica de Inulina de Agave azul (suplemento)

Fabricante NBF Company

Tipo Inulina de agave azul (Agave tequilana Weber var. azul)

Presentaciéon | 300 gramos

Costoy 140 MX (29/06/2026)
fecha de
consulta

Pais de Jalisco, México

origen

Declaracién

nutrimental

FIBRA PREBIOTICA

ORGANICA
100% NATURAL

Declaracion N ON

Nutrimental sve

g:grnhnldoenargéﬁm 145 keal (603 kJ) VERIFIED

nongmoproject.org

Tamafio de la Porcién 100g

Contenido
energetico 32 keal (134 kJ)

Proteinas Og

Grasas Totales 0g
Grasas saturadas 0g
Grasas trans 0mg

Hidratos de carbono disponibles 8g
Azlcares 8g

Azlcares afadidos 0g
Fibra dietética 89g

Sodio 0mg

Ingredientes: Inulina de agave organica.
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D. Ficha técnica de medio de cultivo celular (DMEM-F12)

Nombre DMEM (medio Eagle modificado de Dulbecco)/F-12
Fabricante GIBCO Thermo Fisher Scientific
Presentacion 500 mi
Almacenamiento | 2°C a8 °C
Descripcion DMEM/F-12 es una mezcla en proporcion 1:1 de DMEM y Ham F-12. Esta formulacién combina
general las altas concentraciones de glucosa, aminoacidos y vitaminas de DMEM con la amplia variedad
de componentes de F-12. DMEM/F-12 no contiene proteinas, lipidos ni factores de crecimiento.
Por lo tanto, el DMEM/F-12 podria requerir una suplementacién, normalmente con un 10 % de
suero fetal bovino (SFB). EI DMEM/F-12 utiliza un sistema de tampones de bicarbonato de sodio
y, por lo tanto, requiere un ambiente con un 5-10 % de CO 2 para mantener el pH fisiolégico.
Composicion Components Molecular Weight Concentration (mg/L) mM
Amino Acids
Glycina 75.0 18.75 0.25
L-Alaning 820 445 0043999957
L-Arginine hydrochionds 210 147.5 0.E9905216
L-Azparagine-H20 1500 75 0.05
L-Aspartic acid 1330 665 0.05
L-Cystaina hydrochlonide-H20 176.0 17.56 0.08977272
L-Cystina 2HCI nin ] 0.09%36805
L-Glutamic Acid 1470 735 0.05
L-Glutamine 146.0 365.0 25
L Histiding hydrochloride-H20 2100 3148 014590475
L-Isoleucing 1310 5447 041580153
L-Leucing 1310 59.05 04507633
L-Lysine hydrochloride 1830 9125 04986333
L-Methianine 1490 1724 011570469
L-Phenylalanine 1650 35.48 0.2150303
L-Prolina 1150 1725 015
L-Sering 1050 2625 0.25
L-Threaning 1180 5345 044315968
L-Tryptophan 2040 9.02 004421569
L-Tyrosine disodium salt diydrate 2810 5579 021375479
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L-Vialing

Vitamins

Biotin

Choline chiorida

D-Calciurn pantothanate

Falic Acid

Miacinamide

Pyridowine hydrochloride

Riboflavin

Thiamine hydrochlonide

itamin B12

-Inositol

Inorganic Salts

Calcium Chioride (CaCi2) (anhyd)

Cupric suifate (CuS04-5H20)

Farric Nitrate (Fe{NO3)3"8H20)

Farric zulfate (FeS04-TH20)

Magnesium Choridea (anhydrous)

Magnezium Sulfate (MgS04) (anhyd.)

Patassium Chioride (KCI)

Sodium Bicarbonate (NaHCO3)

Sodium Chloride (NaCl)

Sodium Phosphate dibasic (NaZHPO4) anhydrous

Sodium Phosphate monobasic (NaH2POM-H20)

Zinc sulfate (ZnS04-TH2O)

Other Components

D-Glucose (Dextrase)

Hypoxanthing Ma

Linoleic Acid

Lipoic Acid

Pheno! Red

Futrescine 2HC!

Sadium Pynnvata

Thymidine

170

2440

1400

4770

4410

1220

20610

aren

3370

1355.0

180.0

110

2500

404.0

2780

95.0

1200

75.0

B4D

58.0

1420

1380

28810

1800

1500

2800

2060

3764

161.0

1100

2420

52.85

0.0035

8.98

224

285

202

203

0.21%

0.68

128

1166

0.0013

0.05

0417

2864

48.84

me

2438.0

GA85.5

7102

625

0.432

3151.0

239

0.042

0.105

0.081

550

0.365

0.4517094

1.4344283E-5

0.05414285

0.0046260167

0.0080080707

0018557377

0.008771844

5.824468E-4

0.0064391694

5.0184503E-4

0.o7

1.0504504

5.2E-6

1.237623BE-4

0.0015

0.301473568

0.407

41573334

2902381

120.61207

050014085

0.45280856

0.0015

17.505556

0.015031448

1.4999099E-4

5.097087E-4

0.021519661

5.031056E-4

05

0.0015082645
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E. Ficha técnica de Pirfenidona

Nombre comercial KitosCell®
Nombre del principio activo Pirfenidona
Presentacion 109

Fabricante Cell Pharma S. de R.L. de C.V.
Pais de origen México

Registro sanitario 3190C2012 SSA

Forma farmacéutica Gel tépico

Composicion

Pirfenidona 8 g Excipientes cbp 100 g

Indicaciones terapéuticas

Gel auxiliar en la prevencion, tratamiento, correccion y restauracion de las lesiones
de la piel, como en el caso de areas cruentas, escaldaduras, abrasiones,
quemaduras, heridas, cicatrices queloides o hipertroficas, y otros trastornos de la

regeneracion dérmica

Mecanismo de accion

La pirfenidona actia como biomodulador selectivo de citocinas y en el contexto de la
inflamacion tisular produce una inhibicién de los efectos del factor de necrosis tumoral
alfa (TNF-a) y de la interleucina 6 (IL-6), logrando con ello disminuir la cronificacién
de la inflamacién y, por tanto, de las lesiones presentes. Adicionalmente, la
pirfenidona posee un efecto regulador del factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B), citocina que modula la activacion de fibroblastos, produccion de matriz
extracelular y colagenasas; su desbalance constituye un factor importante para la
presencia de alteraciones en la formacién de nuevo tejido y en la remodelacién del
existente, por lo que la regulacion de sus efectos mejora la producciéon de nuevo

tejido de forma fisioldgica.

Condicion de

almacenamiento

Menos de 30 °C

Uso en la investigacion

Control positivo en el ensayo in vivo de cinética de cicatrizaciéon para comparar el

efecto de la inulina sobre el cierre de la herida.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL Jefatura de Posgrado
ESTADO DE MORELOS

FACULTAD MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA NUTRICION

¢NUTRICION

COMISION ACADEMICA INTERNA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS

DE LA NUTRICION

PRESENTE

Toda vez que el trabajo de tesis realizado por el C. Luis Fabian Sdnchez Méndez estudiante
de la Maestria en Ciencias de la Nutricion, con nimero de matricula 10082305, bajo la
direccién del Dr. Juan José Acevedo Fernandez, y codireccion del Dr. Eduardo Lira Diaz, que
lleva por titulo: “Evaluacién de la actividad cicatrizante de la inulina de achicoria y agave
azul in vitro e in vivo en un modelo murino.”, ha sido revisado a satisfaccion. Me permito en
mi caracter como integrante de la Comisién Revisora comunicar lo siguiente:

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

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

Atentamente

Dra. Dolores Azucena Salazar Pina
Sinodal

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos al 23 de octubre
de 2026.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA
LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

DOLORES AZUCENA SALAZAR PINA | Fecha:2026-10-23 14:21:25 | FIRMANTE
111bRKP3nvhNeB6hwkz/9U5SFG1iZWjmgHeOBgGlaADAXwaXCbym0oB22rovMiCEiSmU3o/pHsycdQhw4Tde00oB4xgJA9IxkeYZx/YALEXY SBixuhyJk6Cf170V8xic6ykVLPpfv
eHVr192bi9hweDJ70mQQDzeLt9c+gDlagst7FNhY+WfONd0zzpOr3MonBTpND1BEo1Dw4DGW7LmzWoN+hjcLIDwub7//AHgppreMJcV1LzrB/hwmxVosWX1Z0JRRzR82YzGD/S
JcloLPoZfKBentgpVAdU8jUb0i4S711AdEYXZEhulzL6Ruu10UTDX/6V7cplh40tisIKKivw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

TZlcd6éxYD

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/QOmyibJURZXHWCBneu7QIx6eyLKcHG9d

e\9R UAEM
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/QOmyibJURZXHWCBneu7Qlx6eyLKcHG9d
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¢NUTRICION

COMISION ACADEMICA INTERNA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS

DE LA NUTRICION

PRESENTE

Toda vez que el trabajo de tesis realizado por el C. Luis Fabidn Sdnchez Méndez estudiante
de la Maestria en Ciencias de la Nutricion, con nimero de matricula 10082305, bajo la
direccién del Dr. Juan José Acevedo Fernandez, y codireccion del Dr. Eduardo Lira Diaz, que
lleva por titulo: “Evaluacién de la actividad cicatrizante de la inulina de achicoria y agave
azul in vitro e in vivo en un modelo murino.”, ha sido revisado a satisfaccion. Me permito en
mi caracter como integrante de la Comisién Revisora comunicar lo siguiente:

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

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

Atentamente

Dra. Delia Vanessa Lopez Guerrero
Sinodal

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos al 30 de octubre
de 2026.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA
LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

DELIA VANESSA LOPEZ GUERRERO | Fecha:2026-10-30 14:25:32 | FIRMANTE
JjCIVWVSDzolfILiB5JSIKcurh08Mapil7yzWD7VI+nppbYpPGNG+u4igkj8TzAWd5n8RSzUjfLSwecrAdVI2CQWN6+xDLwbngtsrtsctAftU5j2LdHB7qtOnojCLAktallOZB9sdKaT Subw
OEuOVIYWI9GBPsat49MWWxVXwrgnyiNVmMDSESjY SVitQi7f01dBnAPlakvTN+OyQi8KGGKEIij+nJKcWdSSTtffyBCWSMY 2V XzsUAqGQY STHESrXbj7VZTzAD3GK1BBgS7FvRk1
rmS81XRjIRoJDIdRLaptlARZLofnjNIv3arfzZWITdt2kSbdf+xx6itMosKR+1Ahjog==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

5ycOP3f6H

e\9R UAEM
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/wqnny4GR5tdOUZbRkabVb7FxDmJ7tC5j
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COMISION ACADEMICA INTERNA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS

DE LA NUTRICION

PRESENTE

Toda vez que el trabajo de tesis realizado por el C. Luis Fabian Sanchez Méndez estudiante de
la Maestria en Ciencias de la Nutricion, con numero de matricula 10082305, bajo la direccion del
Dr. Juan José Acevedo Fernandez, y codireccion del Dr. Eduardo Lira Diaz, que lleva por titulo:
“Evaluacion de la actividad cicatrizante de la inulina de achicoria y agave

azul in vitro e in vivo en un modelo murino.”, ha sido revisado a satisfaccion. Me permito en mi
caracter como integrante de la Comision Revisora comunicar lo siguiente:

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

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

Atentamente
Dra. Berenice Andrade Carrera
Sinodal

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos al 26 de octubre de
2026.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA
LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

BERENICE ANDRADE CARRERA | Fecha:2026-10-26 08:53:30 | FIRMANTE

wYLO5DrWE4SI0e9SpF6igntxw T8UKPKMJIQ2fXdErCLsOEwFeuUa+iuExpCny0s8r2t68qGZzdT6su4kWIUF7wEQ8CGoxosjDgLG6JV/39DL49GzV9dBMF11be3qScgiuMOjcj4C1
rwfgr63HI+8nAYqHTDXxwBQ6EHFSJIvtaSOjIPM8SnvoFyhdiTkKECMRRSPOfKSj/GaiDXaqFABdra4vIOx/fhcuotX6fTxvD/ZWIQMz53N9IPKEINWIAL3GOJIc/VEYxBwMeq5 1y XxQuew3V
zHUboAAwLotIAhD7fFHwIqi2M7fFb5DrID0etZ/M3mBN2uSdP/iboyRAwbjrcM/5Rg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

eby2DtGUM

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/IVNIVY X9mw3WExCeTov4cimhJOntxXMR
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/lVNJvYX9mw3WExCeTov4clmhJOntxXMR
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EACULTA MAESTRIA EN CIENCIAS DE LA NUTRICION

¢NUTRICION

COMISION ACADEMICA INTERNA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS

DE LA NUTRICION

PRESENTE

Toda vez que el trabajo de tesis realizado por el C. Luis Fabian Sanchez Méndez estudiante
de la Maestria en Ciencias de la Nutricién, con numero de matricula 10082305, bajo la
direccion del Dr. Juan José Acevedo Fernandez, y codireccion del Dr. Eduardo Lira Diaz, que
lleva por titulo: “Evaluacion de la actividad cicatrizante de la inulina de achicoria y agave
azul in vitro e in vivo en un modelo murino.”, ha sido revisado a satisfaccién. Me permito en
mi caracter como integrante de la Comisién Revisora comunicar lo siguiente:

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

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

Atentamente
Dra. Margarita de Lorena Ramos Garcia

Sinodal

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos al 23 de octubre
de 2026.

&a Calle Iztaccihuatl Nim. 100 Col. Los Volcanes, Cuernavaca, Mor., C.P. 62350 Tel. (777) 329 70 00/ UA E M
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA
LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

MARGARITA DE LORENA RAMOS GARCIA | Fecha:2026-10-23 14:44:51 | FIRMANTE
2nMZd/WkS+hv51fPG2IhRkQVc2RjQF7428d8aauSxr58aXwlal5bsad472g5RD4YbI4PINNOGItMErgcGNPVEEXVSuycAPfv3qMfRFOzO/hISpDDna9C+6+gXXIHMhoEPuexVXR
Xy5uB7Uo+guR33WJ8ufqKyhtB/u29BzJf4av1UXINXM+PwglmQXT5ShnpKwJomZX/s78zbUCXGw109lyZnYdvTJulLSi/IAGIr7whM7gY djiftHFR8pbSVhE2VWKKVAgP+gMUqgM
nY3UTISGUGSsFréTdK4+c4JnjlVrOoczOVpH40NiXqaT48boOSJITHdUUVzGyd9eXsLoMI3DCnQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

5kDsQHnxt

[
https://efirma.uaem.mx/noRepudio/4mRhIR4m5sMcY6GwWmMNdQiYUGBR628NhJ
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/4mRhlR4m5sMcY6GwmNdQiYUGBR628NhJ
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COMISION ACADEMICA INTERNA DE
LA MAESTRIA EN CIENCIAS

DE LA NUTRICION

PRESENTE

Toda vez que el trabajo de tesis realizado por el C. Luis Fabian Sdnchez Méndez estudiante
de la Maestria en Ciencias de la Nutricion, con nimero de matricula 10082305, bajo la
direccién del Dr. Juan José Acevedo Fernandez, y codireccion del Dr. Eduardo Lira Diaz, que
lleva por titulo: “Evaluacién de la actividad cicatrizante de la inulina de achicoria y agave
azul in vitro e in vivo en un modelo murino.”, ha sido revisado a satisfaccion. Me permito en
mi caracter como integrante de la Comisién Revisora comunicar lo siguiente:

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

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

Atentamente

Dr. Eduardo Lira Diaz
Sinodal

Firmo para lo que resulte conducente, en la ciudad de Cuernavaca Morelos al 3 de octubre de
2026.
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento con firma electrénica UAEM, soportada por el certificado vigente a la fecha de su
elaboracion y con efectos plenos de conformidad con los LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA
LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS PUBLICADOS en el ORGANO INFORMATIVO
UNIVERSITARIO "ADOLFO MENENDEZ SAMARA" nimero 117 de fecha 20 de abril de 2021.

Sello electrénico

EDUARDO LIRA DIAZ | Fecha:2026-10-03 15:33:23 | FIRMANTE
hhpkkBDh63xtWsIQCLzpcMVOgP9H70MgMbqTIxtoSXVQgeAlsmEQDeuE7SpX+C8ch5nxiaNOnzZ5ePvxmxfsuXItp+Impy3Jlh8karYjrPbhf1TSnYunSnKUsLQajdqrw7MZ7ekpA5g
Wppi6q85AJI2IVGOQoSCHlyyy411xMEGQDQIIMIGXSLTX7C/O4KINckmWA4v4ZeeCp4AypN1KdfllahFslagXmfuwl15Y695RdeDOf+72D5Zfg2Mc+n2Z5XpjdorVNOqUhTvyssXn0
dh+g9XSLv1BDoR1VJX0ihVb4fmk0Xrgz741VLUNYnRAHI8g4enVQfilsF2mjLd6rnQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

AgqOR3VKE

1
https://efirma.uaem.mx/noRepudio/I2xBaVInroYufQHyhYToiQSQvXLnAmdw

e\9R UAEM
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/I2xBaVlnroYufQHyhYToiQSQvXLnAmdw


  Porcentaje   de   cierre   de   herida    ( x ) =     ( Á rea   de   la   herida   a   las   0   horas −   Á rea   de   la   herida   a   las   x   horas )  Á rea   de   la   herida   a   las   0   horas   ∗ 100


  Porcentaje   de   cierre   de   herida   al   d í a    ( x ) = (   1 −   Á rea   de   la   herida   al   d í a   ( x )  Á rea   de   la   herida   al   d í a   0   ) ∗ 100

