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ACTIVIDAD CICATRIZANTE Y ANTIMICROBIANA DE Vismia baccifera Y
Buddleja cordata

Griselda Hernandez Pasteur, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

RESUMEN

La piel es el 6rgano mas grande en el ser humano. Cumple diversas funciones,
entre otras la de constituir una barrera de proteccién contra agentes quimicos,
radiacion u organismos patdgenos. Se denomina como una herida, a cualquier
alteracién en la estructura de la piel. Las heridas se pueden ver afectadas por
infecciones microbianas, que alteran el proceso de cicatrizacion.

Dentro de la medicina tradicional, una gran variedad de plantas que son usadas
para el tratamiento de heridas, mediante infusiones, decocciones o cataplasmas.
Dos de las especies que tienen reportes etnomédicos para dicho fin y se
encuentran distribuidas en México, son Vismia baccifera (vismia) y Buddleja
cordata (tepozan). Sin embargo, no hay evidencias que validen su efectividad.

El objetivo del presente trabajo fue, hacer un estudio biodirigido in vitro para
evaluar el potencial de la actividad cicatrizante y antimicrobiana de V. baccifera y
B. cordata. Se obtuvieron los extractos organicos de las hojas de ambas especies
Primero se evaluod la actividad antibacteriana contra Pseudomonas aeruginosa.
Posteriormente usando fibroblastos humanos, se probé el posible efecto citotoxico
de los extractos en el ensayo de MTT y su potencial como agente cicatrizante, en
un ensayo de herida in vitro. Se estudiaron tres mecanismos celulares presentes
en la cicatrizacion, la produccion de coldgena |, la migracion celular y la
proliferacion celular.

Ninguna de las especies inhibi6 a P. aeruginosa. Los extractos no presentaron
efectos citotoxicos. Vismia no presentd potencial como agente cicatrizante. El
extracto de diclorometano-metanol de tepozan, resulté efectivo en el modelo de
herida a 50 y 10 ug/mL. El extracto de metanol de tepozan, tuvo efecto en la dosis
de 10 pg/mL en el modelo de herida in vitro. El extracto de tepozan, no incentivo la
migracion celular, la actividad proliferativa y la produccion de colagena I. Se
identifico al verbascosido como uno de los compuestos responsables de la
actividad cicatrizante.

Palabras clave: Buddleja cordata, Vismia baccifera, fibroblastos, MTT, herida in

vitro, antimicrobiana, Pseudomonas aeruginosa, RMN y HPLC-UV.




HEALING AND ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF Vismia baccifera AND
Buddleja cordata

Griselda Hernandez Pasteur, M. en C.
Colegio de Postgraduados, 2018

ABSTRACT

The skin is the largest organ of the human body. It has diverse functions: among
others it forms a protection barrier against chemical agents, radiation or pathogenic
organisms. A wound is any alteration in the structure of the skin. Wounds can be
may affected by microbial infections, which alter the healing process.

In traditional medicine, a large number of plants are used for the treatment of
wounds, through infusions, decoctions or poultices. Two of the species that have
ethnomedical reports for that purpose and are distributed in Mexico, are Vismia
baccifera (vismia) and Buddleja cordata (tepozan). However, there is no evidences
that validates its effectiveness.

The objective of the this work was conduct a biodirected in vitro study to evaluate
the healing potential and the antibacterial activity of V. baccifera and B. cordata.
Organic extracts of the leaves of both species were obtained. First, the
antibacterial activity against Pseudomonas aeruginosa was evaluated. Then, using
human fibroblasts, the possible cytotoxic effect of the extracts were tested in the
MTT assay and their potential as a wound healing agent in an in vitro wound test.
Three cellular mechanisms present in healing were studied, collagen | production,
cell migration and cell proliferation.

None of the species inhibited P. aeruginosa. The extracts showed no cytotoxic
effects. Vismia did not have potential as a healing agent. The dichloromethane-
methanol extract of tepozan was effective in the wound model at 50 and 10 ug/mL.
The methanol extract of tepozan, had an effect at the dose of 10 ug/mL in the in
vitro wound model. The tepozan extract did not encourage cell migration, the
proliferative activity and production collagen I. Verbascoside was identified as one
of the compounds responsible for the healing activity.

Key words: Buddleja cordata, Vismia baccifera, fibroblasts, MTT, wound in vitro,

antimicrobial, Pseudomonas aeruginosa, NMR and HPLC-UV.
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1. INTRODUCCION

La piel constituye el 6rgano mas grande del cuerpo humano, lo protege contra
fuerzas mecanicas, radiaciones, microorganismos, etc. Se puede ver afectada por
heridas, que pueden impedir su funcién, causando incapacidad o muerte celular.
Las heridas, pueden ser ocasionadas por hipoxia, agentes fisicos o quimicos,

microorganismos, radiacion y respuestas inmunes o inflamatorias (David, 1988).

Existen dos tipos de heridas: las agudas y las cronicas (Andrades et al., 2004;
Brunicardi et al., 2006). Las heridas agudas tienen un proceso de reparacion
ordenado en un tiempo adecuado, restaurando la integridad anatdomica y funcional
del tejido. Las heridas crénicas no siguen un proceso de reparacion ordenado o en
dicho proceso no se restaura la integridad anatomica y funcional del tejido en un
tiempo determinado (Lazaurus, 1994). Por lo que las heridas que no han
cicatrizado en tres meses se consideran cronicas (Brunicardi et al., 2006).

El proceso de cicatrizacion es complejo y puede ser alterado por factores o
procesos que se desencadenan durante la reparacién epidérmica, como la
presencia de radicales libres y las infecciones microbianas (Houghton et al., 2005).
Cuando existen lesiones croénicas o las heridas dafian las capas mas profundas de
la piel, en una extensién mayor a 1 cm? es necesario usar sustitutos o tratamientos
gue estimulen la reparacién celular en el proceso de cicatrizacion (Thangavelu et
al., 2014). Idealmente, un compuesto cicatrizante debe acelerar la reparacion del
tejido, controlar el proceso inflamatorio (sin inhibirlo), mantener la estabilidad en la
produccion de radicales libres (efecto antioxidante) y poseer la capacidad de
eliminar microorganismos (hongos y bacterias) que puedan infectar la herida.

En la medicina tradicional se encuentran reportes de una gran variedad de plantas
gue han sido usadas para el tratamiento de heridas entre ellas Mimosa tenuiflora
(Willd.) Poirett (Mimosaceae) conocida comunmente como: tepezcohuite. El
extracto acuoso de la corteza de esta planta, ha sido usado ampliamente en

México para sanar heridas y quemaduras. La fraccién insoluble en etanol de dicho




extracto, estimula significativamente (10 pg/ml) la proliferacion de fibroblastos
dérmicos y en menor medida (100 pg/ml) de querationocitos. El fraccionamiento
biodirigido permitié identificar dos fracciones ricas en arabinogalactanos como los

principios estimulantes de la fraccion insoluble en metanol (Zibbel, et al, 2012).

En trabajos que evallan la actividad cicatrizante de especies vegetales, se ha
mencionado que los compuestos fendlicos (flavonoides y taninos) alcaloides y
triterpenoides poseen propiedades cicatrizantes (Guillermo et al., 2005). En un
estudio previo, se encontr0 que el extracto metandlico de Vismia mexicana,
contiene flavonoides glicésilados y taninos, que estan involucrados en la actividad
antirretroviral VIH-1 in vitro (Herndndez-Pasteur, 2013). Existen evidencias que
indican que algunos extractos del genero Vismia incrementan la proliferacion de
fibroblastos in vitro, esto se muestra en una patente Espafiola denominada
“Composicion cosmética o farmacéutica, particularmente dermatoldgica que
contiene un extracto de Vismia”. Esta patente reporta que el extracto metandlico
de la corteza de una especie de Vismia sp. (10 pyg/mL) estimula en un 105.7% la
sintesis de colageno | secretado por fibroblastos humanos en cultivo celular;
mientras que el extracto hidro-etanodlico de frutos de una especie de Vismia sp.
(12.5 ug/mL) estimula la sintesis de colageno | en un 26% con respecto al control
(Bonte y Meybeck, 1995).

Entre las especies del género Vismia utilizadas para tratar heridas de la piel se
encuentran V. baccifera y V. cayennensis. La corteza de Vismia baccifera es
usada por los Yanesha en Peru en las heridas infectadas (Valadeau et al., 2010).
Adicionalmente se ha reportado la actividad antibacteriana de V. baccifera var.
dealbata (Salas et al., 2006).

Otras de las plantas que se emplean en la medicina tradicional mexicana para el
tratamiento de lesiones de la piel, son especies del género Buddleja, como B.
americana, B. cordata y B. parviflora usadas en forma de cataplasma (INI, 1994).

En los trabajos de Avila-Acevedo et al., 2005 y 2014 se demostré que los extractos




metanodlicos de B. cordata y B. scordioides tienen efecto fotoprotector contra la
radiacion UV y no presentan un efecto genotoxico; esta actividad fue atribuida a la
presencia de verbascosido y linarina. De este mismo género, la especie B.
globosa es usada por la etnia Mapuche de Chile para la curacion de heridas.
Mensah et al., 2001 encontraron que el extracto acuoso tiene actividad
antioxidante, pero no estimula el crecimiento de fibroblastos in vitro. Lograron
identificar como compuestos responsables de dicha actividad a los flavonoides
luteolina, linarina y a los feniletanoides verbascosido y equinacosido.
Adicionalmente, Houghton, 2003 encontré que los sesquiterpenos de B. globosa

presentaron actividad antifingica y antiinflamatoria.

El uso de especies vegetales del género Vismia y Buddleja dentro de la medicina
tradicional para tratar heridas, asi como algunos reportes cientificos relacionados
con la piel, nos indican que especies de estos géneros tienen potencial para ser
usados como agentes cicatrizantes. Ambos géneros tienen especies distribuidas
en México, que no han sido estudiadas en este ambito y que de resultar efectivas,

respaldarian su efectividad dentro de la etnomedicina mexicana.

2. ANTECEDENTES

2.1LA PIEL

La piel se define como un 6rgano, el de mayor tamafio en el cuerpo humano que

cumple con diversas funciones (Castrillon et al., 2008):

e Formacion de una barrera entre el medio interno y externo.

e Proteccion contra agresiones, fisicas, quimicas o microbiolégicas.
e Proteccion contra la radiacion UV.

e Percepcion.

e Termorregulacion.

e Controla la evaporacion.




¢ Biosintesis de vitamina D.

e Blanco de sefnales neuroendocrinas.

e Absorcion intercelular y transcélular de sustancias.
¢ Almacenamiento de grasas.

e Excrecion por glandulas sudoriparas.

La piel esta entre la interfase del medio interno y externo de un organismo (Haftek
2011). Su estructura es variable dependiendo de su localizacién, llegando a medir
1 mm de grosor en areas delgadas, como en los parpados y hasta 5 mm en areas
mas gruesas, como la espalda (Chaput et al., 2012). De acuerdo a su estructura la
piel establece interacciones entre los componentes celulares de la dermis y la
epidermis. Tiene células que responden a estimulos enddgenos y exdégenos. Entre
ellos estan queratinocitos, fibroblastos y células endoteliales que son la base para
reacciones inmunitarias, produciendo citosinas proinflamatorias y componentes
dinamicos, como los leucocitos y las células presentadoras de antigeno, es decir
las células de Langerhans, las dendriticas, los macréfagos y los linfocitos T
(Castrillon et al., 2008).

Se pueden distinguir tres capas principales en la piel: la epidermis, la dermis y la

hipodermis (Fig. 1. Tomada de wikipedia).

e La Epidermis es un epitelio que se encuentra en constante renovacion.
Esta cubierta por una capa proteica formada por queratina que le confiere
una estructura impermeable. Se encuentra constituida por cinco capas
denominadas estratos. Del interior al exterior los estratos de la piel son:
basal, espinoso, granuloso, lucido y corneo (Fig. 2. Tomada de Wikipedia).
Su principal tipo celular son los queratinocitos, que migran desde la capa
basal hacia la granulosa, donde se transforman en corneocitos. También
se pueden encontrar otros tipos celulares como los melanocitos, las células

de Merkel y las células de Langerhans. Otras estructuras presentes son las




glandulas sudoriparas, las sebaceas y los foliculos pilosos (Chaput et al.,
2012; Le Bitoux et al., 2008).

tallo de pelo

poro sudoriparo
papila dérmica

capa cornea
epitelio pigmentario
estrato germinativo

estrato espinoso
estrato basal

' | EPIDERMIS

.~ DERMIS
mausculo erector del pelo

glandula sebacea
foliculo piloso

— HIPODERMIS
papila del pelo

fibra nerviosa

vasos sanguineos
y linfaticos

glandula sudoripara

corpusculo de Pacini

Figura 1. Capas de la piel. Tomada de Wikipedia.

e Estrato basal: también llamado estrato germinativo, es el sitio donde ocurre
la division mitética. Donde una célula madre forma a una célula hija, que
migra y ayuda a regenerar las células en otras capas.

¢ Estrato espinoso: en esta capa las células de la capa basal se transforman
en queratinocitos poliédricos distribuidos en 4 a 8 capas, quienes producen
filamentos intermedios de citoqueratina.

e Estrato granuloso: aqui los queratinocitos se aplanan, por lo que pierden su
nucleo y luego mueren (queratinizacion).

e Estrato lucido: las células tienen vacuola en vez de nucleo y al ocurrir la
queratinizacion son células muertas.

e Estrato corneo: es una capa superficial, donde las células presentes se
llaman corneocitos y se descaman. Funciona como una barrera contra

agresiones externas como los rayos UV (que se absorben en esta capa)




los microorganismos patégenos y controla el flujo de liquidos plasmaticos
(Chaput et al., 2012; Le Bitoux et al., 2008; Haftek 2011).

Stratum comeum

Stratum lucdum

Stratum grirl.llustm_ _

Stratum spinosum

Figura 2. Distribucion de las capas de la epidermis. Tomada de Wikipedia.

e La Dermis estd formada por macromoléculas como los proteoglicanos
(sintetizados por los fibroblastos). También, contiene proteinas como el
coldgeno y la elastina que en conjunto con los proteoglicanos forman la

matriz extracelular. Tiene dos capas la dermis papilar y la dermis reticular.

e Dermis papilar: se encuentra debajo de la epidermis unida a la membrana
basal. En esta capa se pueden encontrar arteriolas, vénulas, vasos
sanguineos y linfaticos asi como terminaciones nerviosas o corpusculos de
Meissner.

e Dermis reticular: es mas gruesa que la dermis papilar y contiene fibras de
colageno y elastina que le permiten tener resistencia ante esfuerzos

mecanicos (Chaput et al., 2012).




e La Hipodermis o tejido subcutaneo. Esta formado por tejido adiposo que
funciona como reserva energética, como capa de regulacion térmica y
proteccidn contra ataques mecénicos y tabiques fibrosos que permiten la

unién de la dermis reticular con las fascias profundas (Chaput et al., 2012).

2.1.1 Heridas

Cualquier alteracion en la estructura epidérmica se denomina herida. Todas las
heridas llevan a cabo un proceso de cicatrizacion donde se distinguen cuatro
etapas (Chaput et al.,, 2012 y Senet 2008) (Fig. 3. Tomada de Alda 2015 y
modificada).

Bacterias J |
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Neutréfilo
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Fagocitan bacterias

Angiogénesis Reepitelizacion

Proliferacion | cyuine endorsiiol oo

{-13
' FribropRlams. de la matriz
rioro| Matriz exteacelular

Figura 3. Etapas del proceso de cicatrizacion. El sistema tegumentario. Alda 2015. Derechos
de autor 2015. Con modificaciones.

e Coagulacion: comienza justo después de ocurrir la lesion. Se forma el

coagulo, para evitar pérdida de sangre deteniendo la hemorragia y




protegiendo drganos vitales, asi como al sistema vascular cuando las
heridas son profundas.

e Inflamacion: en esta etapa se protege a la herida y se destruye o aisla a
los agentes peligrosos, por la activacion del sistema inmune innato que
conlleva a la liberacion de macrofagos y neutrofilos.

e Proliferacion: en esta fase, se genera una barrera protectora y se
comienza a regenerar el tejido. Se llevan a cabo tres procesos importantes:

e Angiogénesis: formacion de vasos sanguineos por parte de las células
endoteliales.

¢ Reepitelizacion: acumulacién de queratinocitos que ayudan a reparar el
tejido.

¢ Fibroplasia: es la acumulacion de fibroblastos que dan origen a la matriz

extracelular.

e Maduracién: en esta etapa la herida se contrae y aumenta la resistencia de
la cicatriz, aunque un tejido cicatricial no vuelve a tener las condiciones de
la piel inicial es un proceso que puede durar hasta dos afos (Chaput et al.,
2012; Senet 2008 y Guarin-Corredor et al., 2013).

Una herida donde el proceso de cicatrizaciéon se lleva a cabo de manera ordenada
y en un tiempo menor a 3 meses se considera una herida aguda. Una herida con
alteraciones que retardan la cicatrizacion por mas de 3 meses se denomina
cronica, las cuales pueden facilmente desencadenar un tipo de cicatrizacion

patologica llamada queloide (Senet 2008).

Una cicatriz es un tejido fibroso que va reemplazar a la piel cuando no es posible
reparar la necrosis de las células parenquimatosas. Cuando son destruidas las
células hasta la capa basal de la epidermis o la dermis se forma una cicatriz
(Guillermo et al., 2005).




Muchas heridas se curan sin complicaciones lo cual sugiere la existencia de un
mecanismo antimicrobiano funcional, las defensinas que inducen la regeneracién
epidermal en las heridas, pero por si solo no es suficiente para cumplir la funcion
antimicrobiana (Sanchez-Saldafia et al., 2005). Se han usado productos con
propiedades antisépticas que mantengan un ambiente optimo, libre de infecciones

y que favorezca el proceso de cicatrizacion (Sanchez-Saldafa et al., 2005).

2.1.2 Infecciones bacterianas

La relacion de los microorganismos con una herida, esta dada por tres
condiciones: por contaminacion, cuando estan en la superficie de la herida pero no
invaden el tejido; por colonizacion, cuando comienzan a invadir la herida y por
infeccion, cuando ya invadieron el tejido y por lo tanto se multiplican (Andrades et
al., 2004). La contaminacion y la colonizacion, no afectan el proceso de
cicatrizacion pues los microbios se encuentran en la superficie de la herida. Pero
en la infeccion si afecta el cierre de heridas, pues se invaden tejidos sanos y
adyacentes retardando su curacion, causando fallas o deterioro en las heridas
(Senet 2008; Sanchez-Saldafa et al., 2005).

Los principales microbios causantes de infeccion en heridas, son bacterias como:
Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus pyogenes, Malassezia spp,

y Pseudomonas aeruginosa (Thangavelu et al., 2014).

2.1.2.1 Pseudomonas aeruginosa

Esta bacteria, es un bacilo Gram negativo que esta considerado dentro de los
patdgenos oportunistas pues se encuentra en pacientes inmunodeprimidos, por
gquemaduras 0 quimioterapias. Tiene requerimientos nutricionales minimos y
tolerancia fisica (puede crecer a temperaturas mayores de los 42°C). Una de las

caracteristicas fisicas de esta bacteria, es su color verde brillante debido a la




produccion de pigmentos fluorescentes (Lujan 2014; Gémez et al., 2002 y Vilar-
Compte et al., 2003). Existen pocos antibiéticos activos contra Pseudomonas ya
que es resistente de forma natural (disminucion de la permeabilidad de su
membrana) y adquirida (mediante mutaciones) contra antibiéticos de primera y
segunda generacion. La manifestacion cutanea por infeccion de P. aeruginosa es

la presencia de gangrena (Lujan 2014).

2.1.3 Tratamiento de heridas

Como ya se ha venido mencionando, la curacion de una herida es aquella que
favorece el tejido de cicatrizacion hasta lograr su regeneracion y que tiene como
objetivo el cierre completo de la herida (Andrades et al., 2004). Por ello el objetivo
primario del cuidado de una herida es la creacién de un medio ambiente optimo
libre de infecciones (Sanchez-Saldafa et al., 2005). Esto es cada vez mas dificil,
pues las bacterias ya presentan resistencia a antibiéticos. Por ello se ha recurrido
al uso de algunos productos de uso comun gue tienen propiedades cicatrizantes y
antisépticas, como el azlcar granulado (sacarosa) y la miel. La sacarosa actia en
la herida atrayendo macrofagos, que fagocitan el tejido necrético o gangrenoso
ademas forma una capa protectora. La miel favorece la cicatrizacién al actuar en
la divisién celular, la sintesis y la maduracién del coldgeno, asi como la

contraccion y reepitelizacion de la herida (Gonzalez et al., 2004).

Las plantas han estado presentes a lo largo de la historia en la vida cotidiana de
los humanos. Existen numerosas plantas usadas para el tratamiento de diferentes
padecimientos (etnomedicina) especificamente y para fines de este proyecto para
el tratamiento de heridas. De aqui el interés por investigar plantas que contengan
nuevas moléculas (compuestos activos) que presenten dos de las actividades
primordiales para el tratamiento de heridas, mantener un ambiente séptico

(actividad antibacteriana) y regenerar el tejido (cierre de heridas).
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2.2 BOTANICA Y ETNOBOTANICA

2.2.1 Buddleja cordata (tepozan)

La familia Buddlejaceae cuenta con 8 géneros y aproximadamente 125 especies,
distribuidas en &reas tropicales y subtropicales de América, Africa y Asia. Buddleja
cordata Kunth es un &rbol o arbusto dioico de hasta 15 m de alto. La hoja es
lanceolada, ovada u oblonga, con apice agudo acuminado y margen entero. Las
hojas con el has tomentoso a glabro. Su inflorescencia es paniculada, con flores
de color blanco, crema o amarillo. Tiene semillas elipsoides a ovoides. Esta
especie es ampliamente distribuida en el territorio nacional, principalmente en el
altiplano (Guanajuato, Querétaro y Michoacan) y hasta Guatemala. Se encuentra
en bosque de oyamiel, bosque de pino-encino, bosque de encino, bosque mesdbfilo
de montafia, bosque tropical caducifolio, matorral xerdfilo, pastizales y también en
sitios con vegetacion secundaria, como parcelas de cultivo y ambientes urbanos
(Ocampo-Acosta, 2003).

Dentro de la medicina tradicional, se menciona el uso de algunas especies del

género Buddleja para el tratamiento de lesiones de la piel (Tabla 1):

Tabla 1. Especies del genero Buddleja que se usan para tratar heridas.

Especie Uso medicinal y administracion Autores
Se usan en el tratamiento de INI, 1994
B. cordata, B. heridas e inflamacién de la piel. Biblioteca digital
parviflora y B. Las hojas se calientan sobre de la Medicina
americana cenizas y se aplican. Las hojas en Tradicional
coccidn, se aplican en fomentos. Mexicana

Se mezclan hojas con grasa de
cerdo o sebo y se usan en

unguento.
B. globosa Etnia Mapuche de Chile, usan Mensah et al.,
hojas molidas en el tratamiento de 2001
heridas.
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2.2.2 Vismia baccifera (vismia)

El género Vismia pertenece a la Familia Hypericaceae, se distribuye en zonas
tropicales y templadas del mundo. Incluye aproximadamente 560 especies. Vismia
baccifera (L.) Triana & Planch es un arbol o arbusto de 2-12 m de alto. La corteza
tiene un exudado amarillo, las hojas son opuestas con haz pardo verduzco y
envés pardo-rojizo a blanquecino. La lamina es ovada, oblongo-lanceolada y
entera. La inflorescencia es terminal y cimosa con flores hermafroditas. El fruto es
una baya pardo-rojiza. En México se distribuye en Chiapas, Oaxaca, Tabasco y
Veracruz, también se puede encontrar en Sudamérica (Colombia y Venezuela). La
vegetacion donde se presenta es selva alta perennifolia, selva mediana
subperennifolia, bosque de pino-encino, bosque de encino, bosque caducifolio y

en vegetacion secundaria (Martinez y Castillo, 2008).

Dentro de la medicina tradicional, se menciona el uso de algunas especies del

género Vismia para el tratamiento de lesiones cutaneas (Tabla 2).

Tabla 2. Especies del genero Vismia usadas para el tratamiento de heridas.

Especie Uso medicinal y administracion Autores
Grupo Yanesha de Per(, usan el latex
V. baccifera, V. pozuzoensis, y las hojas en heridas infectadas, Valadeau et
V. sp favoreciendo la cicatrizacion. al., 2009
Yanesha, usan el latex para cicatrizar
V. baccifera, V. confertiflora y las hojas molidas en cataplasma Valadeau et
y V.sp para tratar dermatosis. al., 2008
En Colombia, se usa la corteza para Pino-Benitez
V. macrophylla bafiar perros con sarna. et al., 2007
En Nicaragua, el latex es usado para | Grijalva 2006
V. baccifera y V. macrophylla curar granos de la piel.
V. baccifera, V. cayennensis, | El extracto de metanol de corteza (10
V. guianensis, V. pg/mL) estimula 105.7 % la sintesis
macrophylla, V. latifolia, V. de colageno I. El extracto hidro-
sandwithii, V. sessilifolia, V. etandlico de frutos de Vismia (12.5 Bonte &
angusta, V. confertiflora, V. pg/mL) estimula 26% mas la Meybeck 1995
amazonica, V. dealbata, V. produccion de colageno I. Para
ferruginea, V. tomentosa, V. | ambos casos, se usaron fibroblastos
lindeniama, V. japurensi humanos.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
A la fecha no existen trabajos cientificos que corroboren el uso etnomédico de

Vismia baccifera y Buddleja cordata para el tratamiento de heridas. Sin embargo,
de acuerdo a sus reportes medicinales, pueden ser consideradas como plantas
potenciales para ser usadas en el tratamiento de lesiones cutaneas. Ademas no
se conoce la identidad de los compuestos que pudiesen ser los responsables de la

actividad cicatrizante atribuida a estas especies.

4. HIPOTESIS

Al menos una de las especies seleccionadas mostrar4 potencial como agente
cicatrizante, ayudando al cierre de heridas e incentivando mecanismos

involucrados en el proceso de la cicatrizacion.

5. OBJETIVOS
5.1 General:

Estudiar el potencial de la actividad cicatrizante y antibacteriana de Vismia

baccifera y Buddleja cordata en un ensayo biodirigido.

5.2 Particulares:

+ Determinar el potencial de la actividad cicatrizante y antibacteriana
de los extractos organicos de diclorometano-metanol de ambas
especies (vismia y tepozan) en modelos celulares in vitro.

+ Determinar el potencial de la actividad cicatrizante y antibacteriana
de los extractos organicos de diferente polaridad, de la planta que
presente mayor actividad (vismia o tepozan) en modelos celulares in
vitro.

* Evaluar el posible mecanismo de accion del extracto con mayor
potencial cicatrizante (actividad celular migratoria, proliferativa y
contenido de colageno I) en modelos celulares in vitro.

* Andlisis fitoquimico del extracto mas activo para determinar su

composicion quimica.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 DIAGRAMA GENERAL

Recoleccidn de

material vegetal
- Extractos de
Secar y maoler hojasa T° . CH,Cl;- MeOH 1: 1 de
ambiente v en sombra Vismia y Tepozan
{maceracion exhaustiva)
Seleccién de espech Actividad antibacteriana in
con mayor actividad - =  witro contra Psevdomonaos
Vismia o Tepozin geruginosa [micredilucion)
4 Actividad citotdxica, in
Extractos de hexana, ' = vitro (MTT) usando
acetato de etilo y metanal fibrablastos humanos

de especie activa

[maceracion exhaustiva) Actividad cicatrizante
. in vitre (modelo de
herida}, usando
Actividad citotdxica, in fibroblastos humanos
= witre [MTT) usando

fibroblastos humanos

fctividad cicatrizante
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fibroblastos humanos '
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a
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mecanismeo de accion:

migracion celular,
praliferacién celular y
produccion de colagena |

Figura 4. Diagrama del método usado en la investigacion.
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6.2 RECOLECTA DE PLANTA

Las hojas de la planta Vismia baccifera (L) Triana & Planch, fueron colectadas el
13 de septiembre del 2011, en el estado de Oaxaca, en el municipio de Santiago
Comaltepec (localidad de La Esperanza) a 5 km en el tramo carretero de La
Esperanza y Metates, Carretera Oaxaca-Tuxtepec. N17°42°43.0” 096°19°57.8” a
1531 m. Se depositd un ejemplar de Vismia baccifera, en el herbario de la
Facultad de Ciencias UNAM (FCME) con el numero de registro 134792 (Fig.5).

Para el caso de Buddleja cordata Kunth las hojas se colectaron dentro de las
instalaciones del Instituto de Quimica y alrededores (Ciudad Universitaria UNAM)
en noviembre del 2015. Se deposité un ejemplar de tepozan, en el herbario FCM

con el nimero de registro 160639 (Fig.5).

Lonmidad mests g 3 (ame & 4 Memra ox
St ba by v oncic

En ambos casos, las hojas se dejaron secar a temperatura ambiente y en sombra.

Una vez que estuvieron completamente secas, se separoé la hoja del peciolo y de
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la inflorescencia para el caso de tepozan. Las hojas se molieron y todo se
almacend (en sombra y a temperatura ambiente) por separado en bolsas de

plastico hasta el momento de su uso.

6.3 PREPARACION DE EXTRACTOS

Esta parte de la investigacion se hizo en el Laboratorio 2-4 del Instituto de Quimica
de la UNAM y en el laboratorio de Fitoquimica del COLPOS-Montecillo, bajo la
direccion de los Drs. Ricardo Reyes Chilpa y Marcos Soto Hernandez

respectivamente.

Los extractos se obtuvieron de acuerdo al método de maceracion exhaustiva
descrito por Dominguez (1973) que consiste en obtener un extracto a partir de

disolventes organicos, puestos en contacto con un material vegetal molido.

Primero se obtuvo el extracto de diclorometano-metanol (1:1) con la finalidad de
extraer compuestos de baja, mediana y alta polaridad. Para ello de cada planta se
pesaron 118 g de hojas molidas. Se coloc6 el material vegetal dentro de un matraz
Erlenmeyer de 3 L, se cubri6 el material con la mezcla de DCM-MeOH (1:1) y cada
tercer dia se obtuvo el extracto filtrandolo con papel Whatman No. 2. El exceso de
disolvente se evaporo mediante presion reducida en un rotaevaporador (Fig.6).
Este proceso se repitid6 hasta agotar los componentes de las plantas (cuando el
extracto obtenido fuera incoloro). El extracto seco fue colocado en un frasco,
previamente pesado con el fin de obtener el rendimiento. Estos extractos fueron

denominados tepozan y vismia.

Los extractos de diferente polaridad de ambas especies se obtuvieron con base en
el método de maceracion descrito en el parrafo anterior. Se pesaron 470 g de
hojas secas y molidas para el caso de vismia y 156 g de material seco y molido
para el caso de tepozan. Primero se extrajo cada material de forma exhaustiva con

hexano (Hex) 100%. Posteriormente se sec6 el material se volvio a colocar dentro
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del matraz y se le agrego acetato de etilo (AcOEt) 100%. Nuevamente se hicieron
las extracciones del material de forma exhaustiva hasta agotar los componentes
de la planta extraidos con este disolvente. Se sec6 la hoja y finalmente se hicieron
las extracciones correspondientes con metanol (MeOH) 100% de la misma forma.
Todos los rendimientos se muestran en gramos y en porcentaje. Estos extractos
se denominaron VHex, VAcCOEt y VMeOH para el caso de vismia y THex, TACOEt

y TMeOH para el caso de tepozan.

Figura 6. 1zg. extraccidén por maceracion; der. rotaevaporador; abajo: extracto seco.

6.4 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA in vitro

La evaluacion de la actividad antibacteriana, se hizo en el laboratorio de
Fitoquimica y Cuarto de Experimentacion animal del COLPOS, Campus Montecillo
bajo la direccion del Dr. Israel Castillo Juarez. Es importante destacar que el
manejo de la cepa se hizo bajo condiciones estériles. La bacteria patdgena
Pseudomonas aeruginosa linea PA14 fue proporcionada por el Dr. Rodolfo Garcia
Contreras de la Facultad de Medicina de la UNAM.
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Para evaluar la actividad antibacteriana, se hicieron tres experimentos
independientes con 6 réplicas en cada caso. La bacteria P. aeruginosa se sembroé
en medio Luria Bertani (LB) so6lido, se colocé dentro de una estufa a 28°C con una
agitacion de 200 rpm durante 24 h (Fig.7). Transcurrido este tiempo se prepar6 un
inoculo con la bacteria antes sembrada en 10 mL de medio LB liquido,
nuevamente se coloco dentro de la estufa bajo las condiciones antes mencionadas
por 8 h. Posteriormente se ajusto el inoculo en placas de 96 pozos a una densidad

Optica de 0.025 (absorbancia medida a 600 nm) en un espectrofotometro.

Una vez que se ajusto el inoculo de P. aeruginosa, se colocaron 200 pL de este a
cada pozo de la placa de 96 pozos (Fig.7). Nuevamente se midio la absorbancia
en el espectrofotometro (al que llamamos tiempo cero T00). Después se
agregaron 2 pL de cada tratamiento con seis replicas y se leyé nuevamente la
absorbancia, para determinar si los tratamientos tenian un efecto en la
absorbancia (tiempo con tratamiento TOC). Posteriormente se coloco la placa en
una estufa bajo las condiciones arriba descritas y se hicieron lecturas en cuatro

tiempos 3, 6,9y 12 h (tiempo T1, T2, T3 y T4 respectivamente).

Figura 7. Derecha: P. aeruginosa, izquierda: método de microdilucién en placa de 96 pozos.

Los tratamientos evaluados fueron los extractos de diclorometano-metanol 1:1 de
vismia y tepozan, en concentraciones hechas por dilucién seriada 1000, 100, 10 y

1 pg/mL. Como vehiculo se usé DMSO, como control positivo se utilizé colistina en
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una concentracién de 500 ug/mL y como control negativo se us6 medio LB sin
bacterias.

Se hizo la cuenta viable para conocer el numero de unidades formadoras de
colonia (UFC) que se depositaron en la placa de 96 pozos, mediante el método de
dilucién decimal de una muestra. Para hacer una dilucién 10 se requieren 0.5 mL
del inoculo en 4.5 mL de medio LB liquido. Para una dilucién 102 se toman 0.05
mL del inoculo en 4.95 mL de medio LB. Una vez obtenidas las diluciones se
tomaron 10 pL del medio+bacteria y se sembraron en una caja Petri con medio LB
solido mediante la técnica de estriado. Se dejé crecer la bacteria durante 24 h.
Una vez pasado este lapso de tiempo se contaron las UFC.

6.5 CITOTOXICIDAD in vitro (MTT)

La evaluacion del posible efecto citotdxico de los extractos, se hizo en el cuarto de
cultivo nimero dos de la Unidad de Ingenieria de Tejidos, Terapia Celular y
Medicina Regenerativa del Instituto Nacional de Rehabilitacion (UITTC-INR) bajo
la direccion de la Dra. Phaedra Silva BermlUdez. Todos los experimentos se
llevaron a cabo bajo condiciones estériles, trabajando dentro de una campana de
flujo laminar previamente esterilizada con radiacion UV. En todo momento se
usaron guantes y bata azul, asi como alcohol al 70% para limpiar las zonas de

trabajo.

El ensayo de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) es una
medida indirecta que nos permite conocer el nimero de células metabdlicamente
activas de una muestra dada. Se basa en la reduccion del MTT (sal de color
amarillo y soluble en medios acuosos) en formazan (compuesto de color violeta e
insoluble en medios acuosos). Esta reduccién se lleva a cabo mediante la
actividad de la enzima succinato mitocondrial (Que se encuentra en células vivas y
metabolicamente activas) (Fig.8). El formazan que se forma, se encuentra en

forma de cristales extracelulares que son solubilizados en una mezcla de
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propanol-DMSO (1:1) para que después, se puedan leer en un espectrofotdbmetro,
obteniendo valores de absorbancia.

Los ensayos de citotoxicidad se evaluaron en dos tiempos de incubacion

diferentes (24 y 48 h) para tener un resultado con respecto al tiempo.
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344 5-dimethylthiazol-2-yl)-2 5-diphenyltetrazolium bromide (E,Z)-5-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-1,3-diphenytformazan
(MTT) (Formazan)

Figura 8. Fundamento del ensayo de MTT (reaccion del MTT a formazan)

Para llevar a cabo estos experimentos, se usé medio esencial minimo (DMEM)
complementado con antibiético-antimicético ya que ademas de contener 27
factores esenciales para el crecimiento celular, también tiene mayor contenido de
vitaminas y aminodcidos. La presencia de antibi6tico-antimicético es para
favorecer las condiciones estériles y evitar la contaminacién de los cultivos. Los
cultivos celulares de fibroblastos humanos, se mantuvieron en una incubadora a
37°C y 5% de CO2. También, fue necesario descongelar un cultivo primario de
fibroblastos humanos de prepucio de neonato, congelados en el 2012. Primero se
contaron los fibroblastos, luego se sembraron las células en cajas de cultivo
celular T25, agregando 5 mL de DMEM complementado y cambiando cada tercer
dia el medio DMEM hasta alcanzar la confluencia celular. Después de cada
experimento se resembraron las células restantes para posteriores experimentos

(para mayor detalle, ver Anexo).

Para este ensayo se hicieron cuatro experimentos independientes con tres
repeticiones por tratamiento. En cada ensayo, se usé una caja T25 de fibroblastos

humanos confluente y en pase 3 que fueron despegados con la ayuda de tripsina
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(para mas detalle, ver Anexo). La viabilidad celular, fue determinada con azul
tripano (tifie de azul las células muertas) haciendo un conteo celular en una
camara de Neubahuer. Una vez conocido el nimero de células que se tenia, se
sembraron 7000 células por pozo (usando placas de 48 pozos) las células

restantes se sembraron en cajas T25 para Su Uso en experimentos posteriores.

Las células sembradas en las placas de 48 pozos se incubaron hasta alcanzar el
80% de confluencia celular, cambiando el medio de cultivo DMEM cada tercer dia.
Después de alcanzar dicha confluencia (5-6 dias) se agregaron 200 pL del
tratamiento correspondiente a cada pozo (por triplicado). Se dejé incubar por 24 o
48 h (segun sea el caso) a 37°C y 5% de CO2. Transcurrido este tiempo, se
agregd MTT y se incubo por 3 h bajo las condiciones antes mencionadas.
Después de este tiempo, los cristales de formazan que se formaron fueron
disueltos con una mezcla de propanol-DMSO 1:1 (Fig.9). Luego se colocaron 100
puL de cada pozo en una placa de 96 pozos para poder tomar la lectura de la
absorbancia en un espectrofotometro a 620 nm (para mas detalle ver Anexo). Los
datos se analizaron mediante un andlisis de ANOVA de una via, con comparacion

de Dunnett’s.

Figura 9. Placa de 48 pozos con cristales de formazan disueltos.

Primero se evaluaron los extractos organicos de diclorometano-metanol de vismia
y tepozan, en las concentraciones de 10, 50 y 100 pg/mL. Como control positivo
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se us6 el medio DMEM complementado y el farmaco Recoveron (1000 pg/mL).
Como control negativo se uso el vehiculo en el que se disolvieron los extractos,
para ello se usaron tres concentraciones de DMSO (la mas baja concentracion,
una dosis intermedia y la mas alta) 0.3, 1.5 y 3 yL/mL respectivamente. Los datos
fueron analizados mediante andlisis de ANOVA de una via, con comparacion de

Dunnett’s.

Posteriormente se evalud el potencial cicatrizante de ambas especies (vismia y
tepozan) mediante el ensayo de herida in vitro (el método se describira mas
adelante) para determinar cual de ellas presentaba mayor actividad y continuar
con el estudio biodirigido planteado. Una vez conociendo la especie con mayor
actividad cicatrizante, se hicieron los ensayos de MTT (como se describié con
anterioridad) de los extractos de diferente polaridad (hexano, acetato de etilo y
metanol) para determinar su posible citotoxicidad. Los extractos fueron evaluados

en diferentes concentraciones (5, 10 y 50 pg/mL).

6.6 ACTIVIDAD CICATRIZANTE in vitro

La evaluacion in vitro del potencial cicatrizante de los extractos organicos, se hizo
en la Unidad de Ingenieria de Tejidos, Terapia Celular y Medicina Regenerativa
del Instituto Nacional de Rehabilitacion (UITTC-INR) bajo la direccion de la Dra.
Phaedra Silva Bermudez. Todos los experimentos se llevaron a cabo bajo
condiciones estériles, trabajando dentro de una campana de flujo laminar
previamente esterilizada con radiacion UV. En todo momento se usaron guantes y

bata azul, asi como alcohol al 70% para limpiar las zonas de trabajo.

El ensayo de herida in vitro es un método que nos permite conocer el posible
efecto cicatrizante por parte de los extractos organicos con respecto al tiempo. En
este ensayo se usan monocapas de células, en este caso de fibroblastos
humanos, donde se simula una herida (con una punta estéril de micropipeta) y se

toman fotografias en tres tiempos (0, 24 y 48 h) de la misma zona para evaluar el

22

——
| —



porcentaje de cierre de la herida en funcion del tiempo y del tratamiento usado.
Cada fotografia es analizada con el software Tscratch y tras aplicar una formula,

podemos determinar el porcentaje de herida cerrado.

Es importante mencionar que en este ensayo existen dos eventos principales que
contribuyen al cierre de las heridas (tanto in vitro como in vivo). El primero de ellos
es la migracion celular, la cual permite el movimiento de los fibroblastos para
ocupar sitios vacios del pozo en la zona de la herida. El segundo evento
importante es la proliferacion celular, que permite la divisién celular ocupando

espacios libres en el pozo en la zona de la herida.

Para llevar a cabo estos experimentos, se mantuvieron los cultivos celulares en las

mismas condiciones mencionadas para los ensayos de MTT.

Para este ensayo, se hicieron cinco experimentos con una repeticion por
tratamiento en cada experimento. Una vez que el cultivo celular T25 llego a la
confluencia, fue necesario tratarlas con tripsina para despegarlas y conocer el
namero de células presentes, mediante su viabilidad con azul tripano (tifie de azul
células muertas). Posteriormente, se sembraron 45,500 células por pozo (usando
placas de 12 pozos) las cuales se cultivaron hasta alcanzar 80% de confluencia
(5-6 dias) y cambiando el medio DMEM cada tercer dia. Una vez alcanzada dicha
confluencia se simulo una herida con la punta de una micropipeta de 1 mL en cada
pozo, luego a cada uno se le agregaron 800 pL del tratamiento correspondiente
(se evalubé un pozo por cada tratamiento). Se tomaron fotografias de la misma
zona (con el objetivo de 5X) en un microscopio invertido, con el programa
AxioVision en tres tiempos (TO, T24 y T48 h) para conocer el cierre de las heridas
de 0-24 h y de 0-48 h. Posteriormente, las fotografias, se analizaron usando el
programa Paint y PowerPoint, para corroborar que las fotografias en los tres
tiempos, correspondieran en todas sus areas y en tamafio. Finalmente las
fotografias fueron analizadas con el software Tscratch, para conocer el porcentaje
del area de la herida abierto. Aplicando una formula (Fig.10) se obtuvo el
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porcentaje de herida cerrado (para mayor detalle del método, ver Anexo). Los
datos fueron analizados mediante andlisis de ANOVA de una via, con

comparacion de Dunnett’s.

Los tratamientos de los extractos de diclorometano-metanol de vismia y tepozan,
fueron evaluados en cuatro concentraciones crecientes (5, 10, 50 y 100 pg/mL).
Como control positivo, se us6 el medio DMEM complementado, el farmaco
Recoveron (1000 pg/mL) y un Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FCF) en la
concentracion de 10 ng/mL. Como control negativo se uso el vehiculo en el que se
disolvieron los extractos, para ello se usaron tres concentraciones de DMSO (la
mas baja concentracion, una dosis intermedia y la mas alta) 0.3, 1.5y 3 pL/mL
respectivamente. Los datos fueron analizados mediante analisis de ANOVA de

una via, con comparacion de Dunnett’s.

% cicatrizacion= (Ti-Tf} * 100
Ti

Figura 10. Arriba: proceso de cierre de herida, en tres tiempos; abajo: fotografia analizada
con Tscratch (izquierda) y formula para obtener el porcentaje de cierre de herida (derecha).

Una vez conocido a partir de los extractos de diclorometano-metanol, cuél de las
dos especies presentaba el mayor efecto cicatrizante in vitro, se procedié a
evaluar los extractos de diferente polaridad del tepozan (hexano, acetato de etilo y
metanol). Las concentraciones a las que se evaluaron los extractos organicos

fueron 5, 10 y 50 pg/mL. Como controles positivos se usé el medio DMEM
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complementado, el farmaco Recoveron (1000 pg/mL) y el FCF (10 ng/mL). Como
control negativo se uso el vehiculo en el que se disolvieron los extractos, para ello
se usaron tres concentraciones de DMSO (la mas baja concentracion, una dosis
intermedia y la mas alta) 0.55, 1.1 y 5.5 pug/mL respectivamente. EI método, fue
igual al antes descrito, con una repeticion de cada tratamiento por experimento.
Los datos también fueron analizados mediante andlisis de ANOVA de una via, con

comparacion de Dunnett’s.

6.7 EVALUACION DE LA PRODUCCION DE COLAGENA |

El andlisis de la produccion de colagena | en presencia de los extractos organicos,
se hizo en el cuarto de cultivo nimero dos de la Unidad de Ingenieria de Tejidos,
Terapia Celular y Medicina Regenerativa del Instituto Nacional de Rehabilitacion
(UITTC-INR) bajo la direccion de la Dra. Phaedra Silva Bermudez. Todos los
experimentos se llevaron a cabo bajo condiciones estériles, trabajando dentro de
una campana de flujo laminar previamente esterilizada con radiacion UV. En todo
momento se usaron guantes y bata azul, asi como alcohol al 70% para limpiar las

zonas de trabajo.

Se distinguen diferentes tipos de colagena, la mas importante es la colagena I. La
coldgena | es una proteina que forma fibras y un componente abundante en la
dermis (piel) su principal funcién es presentar resistencia al estiramiento. Durante
la reparacién de una herida, los fibroblastos permiten la formacion de la matriz
dérmica, depositando una primera matriz de fibronectina y acido hialurénico para
después sintetizar una matriz de coldgeno hasta lograr la maduracion y
remodelacion de la herida (Bustamante et al., 2015). De ahi la importancia de
conocer el efecto que tienen los extractos organicos de plantas en la produccion

de colagena | por parte de los fibroblastos.
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Los ensayos para determinar la produccién de colagena | fueron mediante
iInmunocitoquimicas. El fundamento de una inmunocitoquimica es localizar
moléculas, usando anticuerpos de gran especificidad y afinidad, que logran unirse

a la molécula de interés en este caso la colagena I.

Para estos experimentos se usaron fibroblastos humanos, medio DMEM
complementado y las mismas condiciones presentadas anteriormente (en
incubacion a 37°C y 5% de CO32). Las células restantes se sembraron en cajas

T25 para su uso en experimentos posteriores.

En cada experimento fue necesario tratar con tripsina una caja T25 de fibroblastos
humanos confluente. Luego del conteo celular con azul tripano, se sembraron
7000 células por pozo (en placas de 48 pozos) se cultivaron hasta el 80%
confluencia (5-6 dias) cambiando el medio DMEM regularmente. Transcurrido este
tiempo, se colocaron 200 pL del tratamiento correspondiente a cada pozo y se
dejaron incubar durante 48 h. Después las células fueron fijadas con
paraformaldehido (PFA) al 4% y se dejaron en refrigeracién hasta su uso (no mas

de un mes).

En la inmunocitoquimica se usaron dos anticuerpos, el anticuerpo primario que
reconoce y se une a la colagena | y el anticuerpo secundario que reconoce al
anticuerpo primario y produce una fluorescencia de color verde (colagena ). El
anticuerpo primario fue Anti-collagenl de ratén, en una concentracion 1/600,
mientras que el anticuerpo secundario fue goat anti-mouse IgG, en una
concentracion de 1/800. Al final se hizo una contratincion con Hoechst, para tefir
los nacleos de azul. Se tomaron fotografias, en un microscopio invertido de
fluorescencia (10 y 20X) con el programa AxioVision (Fig.11). Se analizaron las

fotografias para conocer el contenido de colagena | cualitativamente.
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Figura 11. Contenido de colegena I. Nucleos (azul) y colagena | (verde).

En estos ensayos, se decidié evaluar los extractos de diclorometano—metanol de
vismia y tepozén en todas las concentraciones evaluadas en los otros ensayos (5,
10, 50 y 100 pg/mL). También, se analizaron los extractos de diferente polaridad
de tepozan (Hex, AcOEt y MeOH) en las dosis de 5, 10 y 50 pg/mL.

Se hicieron dos experimentos, cada uno con una repeticion por tratamiento. Como
control positivo se usé medio DMEM complementado y el farmaco Recoveron
(1000 pg/mL). Como control negativo se usaron dosis evaluadas en otros ensayos
de DMSO (para mayor detalle, ver Anexo). Las fotografias fueron analizadas

cualitativamente.

6.8 ENSAYO DE MIGRACION CELULAR (MITOMICINA C)

El anadlisis para evaluar la migracion celular, en presencia de los extractos
organicos de plantas, se hizo en la Unidad de Ingenieria de Tejidos, Terapia
Celular y Medicina Regenerativa del Instituto Nacional de Rehabilitacion (UITTC-
INR) bajo la direccion de la Dra. Phaedra Silva Bermudez. Todos los experimentos
se llevaron a cabo bajo condiciones estériles como se ha mencionado

anteriormente.
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En cualquier herida, se llevan a cabo procesos importantes que permiten la
regeneracion de la misma. Uno de ellos es la migracion de los fibroblastos hacia la
zona de la herida para ayudar a reparar el o la herida simulada dentro del pozo.
Este proceso puede actuar en conjunto con otros eventos (como la proliferacion
celular) o de manera independiente bloqueando el proceso de proliferacion. Para
ello se usé Mitomicina C por su efecto de blogueo en el proceso de division celular
(Wang et al., 2012; Chen et al., 2012).

Para llevar a cabo estos experimentos se us6 medio DMEM complementado. Los
cultivos celulares se mantuvieron en condiciones normales (incubacién a 37 °C y
5% de COz2). Las células restantes se sembraron en cajas T25 para su posterior

uso en otros experimentos (para mayor detalle, ver Anexo).

Para bloquear la proliferacion celular se uso el farmaco Mitomicina C usado en la
terapia contra el cancer que impide la divisidbn de células cancerosas. De esta
manera se impidié la division celular, pero se mantuvo el efecto migratorio de los
fibroblastos, para que al ser tratados con los extractos organicos se pudiera

evaluar su efecto en la actividad migratoria.

Se hicieron ensayos de herida in vitro de la manera antes descrita, con una
modificacién. En este caso los fibroblastos humanos al alcanzar el 80% de
confluencia, fueron incubados por 3 h con mitomicina C, posteriormente se
hicieron las heridas y se colocaron los tratamientos correspondientes. Después se
tomaron fotografias en tres tiempos (0, 24 y 48 h) de la misma zona y cada
fotografia fue analizada con el software Tscratch, para finalmente aplicar la
formula antes mencionada y obtener el porcentaje del cierre de la herida (Fig.12)
(para mas detalle, ver Anexo).
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% cicatrizacion= (Ti-Tf) * 100
Ti

fotografia con Tscratch (izg.) formula para obtener % de cierre de herida (der.).

Con este modelo se hicieron tres experimentos independientes, con una repeticion
por tratamiento en cada experimento. Se decidid6 probar la mayoria de los
extractos organicos, para obtener un resultado mas comparativo. Por ello los
extractos se evaluaron en las concentraciones que resultaron activas, tanto de los
de diclorometano—metanol de vismia y tepozan, como los extractos de diferente
polaridad de tepozan (hexano, acetato de etilo y metanol). Como controles
positivos, se us6 el medio DMEM complementado, el farmaco Recoveron (1000
pug/mL) y el FCC (factor de crecimiento de fibroblastos) en la concentraciéon de 10
ng/mL. Como controles negativos se usaron tres concentraciones de DMSO que
previamente fueron evaluadas en ensayos anteriores (0.3, 1.5 y 1.1 pg/mL). Los
datos fueron analizados mediante analisis de ANOVA de una via, con

comparacion de Dunnett’s.

6.9 ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR (BrdU)

Los experimentos correspondientes para evaluar la actividad proliferativa de
fibroblastos tratados con extractos organicos de plantas, se hizo en la Unidad de
Ingenieria de Tejidos, Terapia Celular y Medicina Regenerativa del Instituto
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Nacional de Rehabilitacion (UITTC-INR) bajo la direccion de la Dra. Phaedra Silva

Bermudez. Los experimentos se llevaron a cabo bajo condiciones estériles.

Como ya se ha mencionado antes, en cualquier herida se llevan a cabo procesos
importantes que permiten la regeneracion de la misma. Entre ellos esta la
proliferacion celular. Este proceso puede actuar en conjunto con otros eventos
(como la migracion celular) o de manera independiente de acuerdo al tratamiento
asignado. Para evaluar el efecto de los extractos sobre este proceso se usO un
marcaje celular con BrdU. El BrdU es un anélogo de la timidina que se incorpora a
la nueva cadena de ADN en células que se encuentran en fase S o de division
celular (Zheng et al., 1997; Rahirant et al., 2000; Mead & Lefebvre 2014). Con este
método podemos conocer el nimero de células que se encuentran en division
celular con respecto a un numero total de células y con ello determinar si alguno
de los tratamientos de extractos organicos evaluados incentiva la proliferacion de

los fibroblastos.

Para llevar a cabo estos experimentos se usé medio DMEM complementado y los
cultivos celulares de fibroblastos humanos, se mantuvieron en una incubadora a
37 °C y 5% de COs2. Las células restantes se siembran y cultivaron en cajas T25

para posteriores experimentos (para mayor detalle, ver Anexo).

Se hicieron dos experimentos independientes, uno a 24 h y otro a 48 h. Los
tratamientos evaluados se hicieron por duplicado. El método usado fue similar al
gue se hizo para los ensayos de citotoxicidad (MTT). Se sembraron 7000 células
por pozo (en placas de 48 pozos) y se cultivaron hasta alcanzar el 80% de
confluencia. Transcurrido este tiempo se colocaron los tratamientos
correspondientes a cada pozo y se dejaron incubar durante 24 o 48 h segun sea el
caso. Pasado este tiempo a cada pozo se agreg6 BrdU y se dej6 incubar durante
3 h. Después se fijaron las células con paraformaldehido (PFA) al 4% y se dejaron

en refrigeracion hasta su uso (no mas de un mes).
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Posteriormente se hizo una inmunocitoquimica, usando el kit AntiBrdU FLUQOS, el
cual detecto al BrdU previamente incorporado en el nucleo de las células. Luego
mediante una contratincion con Hoechst se tifieron los ndcleos de los fibroblastos
(Fig.13) y se tomaron fotografias en un microscopio invertido de fluorescencia (10
y 20X) con el programa AxioVision. Las fotografias fueron analizadas
cualitativamente para conocer el numero de células que se encontraban en
division celular, con respecto al total de células por cada fotografia y por

tratamiento.

Figura 13. Ensayo de BrdU. Fibroblastos en division (turquesa) y normales (azul).

Para este ensayo se decidié evaluar solo aquellas dosis que tuvieron un efecto
positivo en el modelo de herida in vitro por ello los extractos de diclorometano—
metanol de vismia y tepozan se analizaron a 10 y 50 pg/mL. Mientras que los
extractos de diferente polaridad de tepozan (Hex, AcOEt y MeOH) solo se
evaluaron a 10 pg/mL.

7. ANALISIS QUIMICO DEL EXTRACTO METANOLICO DE TEPOZAN

Esta etapa del proyecto se desarroll6 en el Laboratorio 2-4 del Departamento de
Productos Naturales, del Instituto de Quimica de la UNAM, bajo la direccion del Dr.
Ricardo Reyes Chilpa. El extracto metandlico de tepozan, fue analizado mediante

CCF y Resonancia Magnética Nuclear de protén (RMN H). También se hizo un

()



estudio por Cromatografia Liquida de Alta Resolucion acoplada a un detector de
radiacion UV (HPLC-UV) usando una A 334 nm y una columna Zorbax XDB
Phenyl de 150 X 4.5 mm estas condiciones fueron previamente reportadas por
Estrada-Zufiga et al., 2009. Finalmente se hizo una CCF preparativa (Silica Gel C-

18) para aislar el compuesto mayoritario, su identidad se establecio por RMN.

Los extractos organicos de diclorometano—metanol (CH2Cl2-MeOH) de Vismia y
tepozan, asi como los extractos de diferente polaridad de tepozan, fueron
analizados mediante cromatografia en capa fina (CCF) para conocer la
complejidad quimica de los mismos. Se usaron diferentes fases méviles con el fin
de encontrar el mejor sistema de separacion de los extractos. Dependiendo de la
complejidad que presentaron fueron analizados en CCF fase normal o en fase
reversa (C-18). Los disolventes usados fueron mezclas de hexano, acetato de
etilo, metanol, diclorometano y cloroformo (Hex-AcOEt; AcOEt-MeOH, CH2Cl2-
MeOH, CHCI3-MeOH) en diferentes proporciones. Como revelador especifico se
uso Cloruro Férrico (FeCls) ya que de acuerdo a la literatura, se sabe que los
compuestos responsables de la actividad cicatrizante en otras especies vegetales

son de tipo fendlico.

Para llevar a cabo los analisis de CCF se adquirieron cuatro acidos (ferulico,
sinapico, cumarico y cafeico) reportados anteriormente por Estrada-Zufiiga et al,
2009, estos compuestos fueron proporcionados por el Dr. Arturo Navarro de la
Facultad de Quimica de la UNAM. También se adquirié linarina que fue donada
por la M. en C. Amira Arciniegas Arciniegas del Instituto de Quimica de la UNAM.

Todos los compuestos fueron usados como estandares.

Para el analisis por HPLC-UV del extracto metandlico de B. cordata se emplearon
como estandares los cuatro acidos (ferdlico, sinapico, cumarico y cafeico)
previamente reportados por Estrada-Zuiiga et al, 2009. El analisis se llevé a cabo

bajo las mismas condiciones mencionadas por dichos autores. Los espectros de
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UV vy los tiempos de retencion fueron tomados en cuenta para ser comparados con

la literatura.

Dado que en el extracto metandlico de B. cordata no se encontré ninguno de los
compuestos usados como estandares, entonces fue sometido a una CCF
preparativa para separar sus componentes. Para este analisis se pesaron 100 mg
del extracto seco, el cual se disolvio en la menor cantidad de MeOH. La placa
preparativa fue C-18, con detector de UV y de 1 mm de espesor. La fase movil que

se uso fue CHCI3-MeOH en proporcion 1:1.

Se obtuvieron 10 fracciones (F1-F10) que fueron raspadas y eluidas con la misma
mezcla de la fase movil (cloroformo-metanol). Todas las fracciones se analizaron
con CCF y se revelaron con FeCls (cloruro ferrico) un revelador para compuestos
fendlicos. En el andlisis de CCF de las fracciones se encontr6 que solo las
fracciones 2 y 3 dieron reaccion positiva con FeCls mientras que el resto de las
fracciones dieron negativo. Aunque se encontrd similitud entre algunas de ellas (2
y 3,4y5, 6y 7) se decidi6 trabajarlas de manera independiente. Tomando en
consideracion el rendimiento de las fracciones, se decidi6 analizar algunas de
ellas (2, 3, 5, 6 y 9) mediante RMN a 300 MHz.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1RENDIMIENTO DE EXTRACTOS

Los rendimientos de los extractos organicos de Vismia y tepozan se expresan en

gramos y en porcentajes como se observa en la siguiente Tabla.

En los extractos de diclorometano-metanol de vismia y tepozan se obtuvieron
rendimientos muy similares, lo cual sugiere un método de extraccion eficiente y
similar. Para los extractos de diferente polaridad, se observa que el de hexano y el
de acetato de etilo, tuvieron un rendimiento muy similar en ambas especies. No
asi para los extractos de metanol, pues se obtuvo mas extracto a partir de las

hojas de tepozan.

Tabla 3. Rendimiento de los extractos organicos de Vismia y Buddleja.

Extractos de Vismia Peso (g9) Rendimiento %
CH2Cl2- MeOH (118 g) 30.191 25.58
Hexano (470 g) 9.03 1.92
AcOEt 16.095 3.42
MeOH 75 15.96
Extractos de Tepozan Peso (g) Rendimiento %
CH2Cl2 (118 g) 27.359 23.18
Hexano (156 g) 3.39 2.17
AcOEt 2.853 1.83
MeOH 31.865 20.43

8.2 ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

A pesar que se evaluaron los extractos de vismia y tepozan en concentraciones en
un amplio rango (1-1000 pg/mL) no se observé en ninguno de los casos un efecto

inhibitorio contra la bacteria P. aeruginosa (Fig.14).
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En este modelo se logro apreciar que los extractos de diclorometano—metanol de
vismia y tepozéan afectan la produccion de pigmentos por parte de la bacteria.
Dado que esto no formo parte de los objetivos del presente trabajo, no se evalué
con mayor detalle este aspecto. Ya que los extractos de ambas especies (vismia y
tepozén) no tuvieron un efecto inhibitorio contra esta bacteria bajo las diferentes
concentraciones usadas, ni se observo una tendencia dosis respuesta, se decidio

no seguir evaluando mas extractos en este modelo ni con otras bacterias.
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Figura 14. Actividad antibacteriana de vismia (A) y tepozan (B) a diferentes concentraciones
(1 21000 pg/mL) contra P. aeruginosa graficado con respecto al tiempo (0, 3, 6,9y 12 h).
Como control + se uso colistina, como controles negativos el vehiculo DMSO y el medio LB
con bacteria (LBB). DO=0.025 y UFC= 2.38 X 10° en 10uL. Ninguna de las especies en las
concentraciones evaluadas tuvo un efecto inhibitorio contra la bacteria. N= 6, datos
graficados, promedio de absorbancias con + DE.

Estos resultados no fueron los esperados, ya que existen estudios sobre la
actividad antimicrobiana del genero Vismia. Entre ellos Lopez et al.,, 2001
demostraron que el extracto de la corteza de Vismia macrophylla presentd
actividad contra Mycobacterium phlei mientras que Gémez-Cansino et al., 2015
reportaron que el extracto de hojas de V. baccifera tuvo actividad contra M.
tuberculosis. Se ha evaluado la actividad antibacteriana de compuestos aislados
de este genero como en el trabajo de Salas et al., 2006 donde la sesamina,
friedelina y vismiaquinona aislados de V. baccifera, tuvieron efectividad contra S.

aeurus y E. faecalis. De acuerdo con Kuete et al., 2007 una de las especies con
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mayor actividad antibacteriana es V. laurentii al resultar efectivos los extractos
metanolicos contra varias bacterias Gram negativas y positivas, asi como dos
levaduras (Critobacter freundii, Enterobacter aerogens, E. cloacae, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, Morganella morganii, Pseudomonas aeruginosa,
Proteus mirabiis, P. vulgaris, Shigella dysenteriae, S. flexneri, Salmonella tphi,
Strptococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, B. megaterium, B.
steareothermophilus, B. subtilis, Candida albicans y C. gabrata). Por su parte
Nufiez et al., 2013 evaluaron los extratos y fracciones de V. guianensis contra E.
coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. aureus y E. faecalis, resultando efectivos.
Por su parte Zacaria et al.,, 2004 demostraron la actividad de los extractos
etandlicos de los frutos de V. orientalis contra protozoarios, como Trypanosoma
brucei y T. cruzi. Menan et al.,, 2006 evaluaron la Vismiona H aislada de V.
guiannensis resultando efectiva contra la malaria. Mientras que Valadeau et al.,
2009 evaluaron la infusion de hojas de V. pozuzoensis y V. baccifera encontrando
un efecto citotoxico de estas contra la malaria y leshmania. Otras especies
efectivas contra Leshmania amazonensis fueron V. tomentosa, la corteza de V.
baccifera y la infusion de hojas de V. pozuzoensis reportadas por Vizcaya et al.,
2012, Salas et al., 2007 y Nufiez et al.,, 2013 respectivamente. Estos reportes
sugieren que dentro del genero Vismia existen compuestos con un amplio
espectro de inhibicion contra diversos microbios (protozoarios, bacterias y

hongos).

En el trabajo de Salas et al., 2007 se report6 la actividad inhibitoria del extracto
etandlico de V. baccifera contra P. aeruginosa en un ensayo de difusion en agar,
donde se encontro que inhibe 8 mm el crecimiento de la bacteria y tuvo una
Concentracion Minima Inhibotoria (MIC) de 4 mg/mL. Para el caso de V.
guianensis Nufiez et al., 2013 obtuvieron una MIC de 4 y 7 ug/mL en el mismo
modelo y con la misma bacteria. Nosotros evaluamos concentraciones por debajo
de estos valores, quiza por ello no se obtuvo un efecto inhibitorio contra esta
bacteria. Ademas, el modelo que usaron fue de difusion en agar, mientras que el

nuestro fue por microdilucion por lo que sugerimos para posteriores estudios,

36

——
| —



evaluar concentraciones mas altas a las que se probaron y determinar si con
nuestro modelo se obtienen MIC similares a las reportadas. A pesar de que
nosotros no encontramos una actividad inhibitoria contra esta bacteria, la literatura
sugiere que el genero Vismia contiene compuestos potencialmente utiles para el
tratamiento de heridas infectadas o para el tratamiento de enfermedades

infecciosas.

Igualmente existen antecedentes de la actividad antimicrobiana del genero
Buddeja. Farman et al., 2011 mencionan que B. asiatica tuvo actividad inhibitoria
contra once bacterias (Escherichia coli, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus,
Shigella flexneri, Stemostoma boydi, Pseudomonas aeruginosa, P. maltophilia,
Salmonella typhi, Vibrio cholerae, Klebsiella pneumoniae y Mycobacterium leprae)
y actividad antifungica contra seis cepas (Aspergillus flavus, Fusarium solani,
Candida albicans, C. glaberata, Microsporum canis y Trichophyton longifusus).
Houghton et al., 2003 demostro la actividad antifungica de la buddledina A y de los
extractos de cloroformo de B. cordata y B. davidii contra Epidermophyton
floccosum, Trichophyton interdigitale, Fusarium culmorum y Sordaria fimicola.
Ademas Mohammed et al., 2016 demostraron que B. polystachya tuvo actividad
antiplasmodium, esta actividad tambien fue reportada para B. saligna por
Chukwujekwu et al., 2014. De acuerdo a la literatura podemos decir que el genero
Buddleja tambien cuenta con un amplio espectro de inhibicion contra microbios
como el que presenta el genero Vismia. Sin embargo, existen pocos trabajos que
evaluan la actividad antibacteriana, por lo que se sugiere para proximos estudios

evaluar otras bacterias y en concentraciones mayores.

Como ya se menciond Farman et al., 2011 demostraron la efectividad del extracto
metandlico de B. asiatica contra P. aeruginosa a una dosis de 1 mg/mL en el
modelo de difusion en agar. Nosotros evaluamos la misma dosis del extracto de
diclorometano-metanol de B. cordata en el modelo de microdilucion encontrando
un efecto contrario al reportado en el 2011. La contradiccion entre los resultados
posiblemente se deba a que fueron evaluados extractos de diferente polaridad, lo
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cual conlleva a una diferencia en la composicion quimica entre ellos. Tambien es
importante recordar que aunque ambas plantas estan incluidas en el mismo
genero, son especies diferentes. Otro aspecto es la diferencia entre los metodos
usados (uno por difusion y el nuestro por microdilucion) lo cual puede arrojar

variacion en los resultados.

Como ya se habia mencionado antes, dado que se obtuvieron resultados
negativos en este modelo se decidi6 no evaluar mas extractos organicos de

ninguna de las dos especies.

8.3 CITOTOXICIDAD in vitro DE VISMIA Y TEPOZAN (MTT)

Ninguno de los tratamientos a diferentes dosis con los extractos de vismia y de
tepozan tuvo un efecto citotoxico sobre fibroblastos humanos (Fig.15).

Para estos experimentos se consideré un efecto estadisticamente significativo
positivo, aquel tratamiento que incentivara la actividad mitocondrial de los
fibroblastos, mas alla de lo producido con respecto al control de medio DMEM. Se
considerara alguno de los tratamientos citotéxico, aquel que afecte mas del 50%
de los fibroblastos metabdlicamente activos con respecto al control con medio
DMEM (Riss et al., 2016).

En los graficos A y B podemos observar que los controles usados no tuvieron
efectos positivos estadisticamente significativos y tampoco presentaron un efecto
citotéxico. A pesar de que el Recoveron si presento un efecto significativo

negativo, no es citotoxico pues no afecto a mas del 50% de las células.

Se encontré que solo a las 48 h hubo diferencias positivas estadisticamente
significativas por parte del extracto de vismia en dos de sus concentraciones (50 y

100 pg/mL). Aunque el extracto de tepozan (a las 24 h) presento un efecto
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negativo estadisticamente significativo a 100 pg/mL no es citotdxico, pues

tampoco produce la muerte celular mas alla del 50 % de los fibroblastos.
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Figura 15. Citotoxicidad con extractos de vismiay tepozan. Ay B corresponden a los datos
de los controles DMEM, Recoveron y DMSO. Dado que no hubo diferencias significativas
positivas entre los controles, se decidié analizar estadisticamente los tratamientos de
vismia y tepozén con respecto al medio DMEM. Cy D datos de los tratamientos de vismiay
tepozén a diferentes concentraciones. Todos los datos fueron normalizados con respecto al
DMEM. N= 6, datos de absorbancia promedio y + EE. Datos analizados con GraphPad Prism
7.03 con ANOVA de unaviay comparacion de Dunnett’s. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
Ningun tratamiento es toxico.
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8.4 ACTIVIDAD CICATRIZANTE in vitro DE VISMIA'Y TEPOZAN

El extracto de tepozan (B. cordata) presentd un efecto cicatrizante a 24 y 48 h en

las concentraciones de 50 y 10 pg/mL respectivamente (Fig.16).
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Figura 16. Cierre de herida con extractos de vismia y tepozan. A y B datos del cierre de
herida de los controles usados DMEM, Recoveron, Factor de Crecimiento de Fibroblastos y
DMSO, dado que no se encontraron diferencias significativas entre ellos, se decidié analizar
estadisticamente los datos del cierre de la herida por parte de los tratamientos de vismiay

tepozan con respecto a los valores de DMEM. Cy D datos del cierre de herida por parte de
los extractos de diclorometano—metanol de vismia y tepozan. A las 24y 48 h resulto
significativo el extracto de tepozan (50 ug/mL y 10 ug/mL respectivamente). El extracto de
vismia a 100 pg/mL fue significativo a las 48 h aunque no incentiva el cierre de la herida. N=
3, promedio del porcentaje del cierre de las heridas y + EE. Todos los datos se analizaron
con GraphPad Prism 7.03 con ANOVA de unaviay comparacién de Dunnett’s. *p<0.05,
**p<0.01, ***p<0.001.
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En este modelo es importante sefalar que se consider6 un efecto positivo
estadisticamente significativo, cuando el tratamiento incentiva el cierre de la herida
mas alla de lo producido en presencia del medio de cultivo DMEM. Un tratamiento
con un efecto negativo estadisticamente significativo, es aquel que no contribuye a
acelerar el cierre de la herida in vitro respecto del control positivo. También es
importante mencionar que existen casos en los que un tratamiento no tenga un

efecto positivo significativo, pero que si presente el mismo efecto que el DMEM.

Para estos ensayos se evaluaron diferentes controles, el medio DMEM
complementado, el farmaco Recoveron, un Factor de Crecimiento de Fibroblastos,
asi como algunas dosis de DMSO usadas para disolver los extractos. Ninguno de

ellos resulto con diferencias significativas al ser analizados estadisticamente.

A las 24 h el extracto de vismia presentd un efecto dosis dependiente, donde a la
menor dosis (5 pg/mL) tiene el mayor efecto positivo y este disminuye conforme se
aumenta la concentracion. Para el caso del extracto de tepozan, también se
observa un efecto dosis dependiente en forma de campana, donde los menores
efectos estan en las dosis mas bajas y mas altas (5 y 100 pg/mL) y el mayor
efecto se encuentra en una concentracion intermedia (50 pg/mL) resultando esta

altima con diferencia significativa positiva con respecto al control DMEM.

A las 48 h se observa una tendencia de campana para ambas especies (menor
efecto en dosis baja y alta y mayor efecto a dosis intermedias). El extracto de
vismia, presento un efecto negativo significativo respecto del control positivo y no
ayuda al cierre de la herida bajo ninguna de las concentraciones evaluadas. El
extracto de tepozan en la concentracion de 10 pg/mL tuvo una diferencia
significativa positiva al incentivar el cierre de la herida, mas alla de lo que ocurrio

de manera normal con DMEM.
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Dado que el extracto de tepozan fue significativo a 24 y 48 h en las
concentraciones de 50 y 10 pg/mL respectivamente, se eligié a esta especie para

continuar con el estudio biodirigido, planteado en este presente proyecto.

8.5 CITOTOXICIDAD in vitro DE EXTRACTOS DE TEPOZAN (MTT)

Ninguno de los tratamientos con los extractos de diferente polaridad de tepozan,

presento un efecto citotoxico sobre fibroblastos humanos (Fig.17).

En estos ensayos se consider6 un efecto positivo estadisticamente significativo el
tratamiento que incentivo la actividad mitocondrial de los fibroblastos, mas alla de
lo producido de manera normal con respecto del medio DMEM. Se considero
citotéxico, el tratamiento que afecto la actividad metabdlica en mas del 50% de los
fibroblastos con respecto del medio DMEM (Riss et al., 2016).

Solo a las 48 h hubo diferencias estadisticamente significativas negativas por
parte de los extractos de hexano (5 pg/mL), acetato de etilo (10pug/ml) y metanol
(50 pug/mL). Ninguno de ellos es citotoxico pues no afecta a mas del 50% de los

fibroblastos humanos.

En los gréficos podemos observar que entre los controles usados no hubo efectos
positivos estadisticamente significativos. Ninguno de los controles tuvo un efecto
citotoxico. A pesar de que el DMSO en la menor concentracion (0.55 pg/mL)
presentd un efecto negativo significativo, este no afecta a mas del 50% de los
fibroblastos con respecto del medio complementado DMEM por lo que tampoco es

citotoxico.
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Figura 17. Ay B datos correspondientes a los controles DMEM, Recoveron y DMSO. Dado
que no hubo diferencias significativas positivas entre los controles, se decidi6 analizar
estadisticamente los tratamientos de los extractos de Tepozan con respecto al medio
DMEM. Cy D datos de los tratamientos de los extractos de diferente polaridad de Tepozéan a
diferentes concentraciones. Todos los datos fueron normalizados. N= 6, promedio de
absorbancia + EE. Datos analizados con GraphPad Prism 7.03 con ANOVA de unaviay
comparaciéon de Dunnett’s. *p<0.05, **p<0.01, **p<0.001. Ningun tratamiento es téxico.

De acuerdo a los resultados obtenidos por los controles y los tratamientos de los
extractos de diferente polaridad de tepozan (B. cordata) podemos decir que

ninguno de ellos presenta un efecto citotéxico sobre fibroblastos humanos.
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8.6 ACTIVIDAD CICATRIZANTE in vitro DE EXTRACTOS DE TEPOZAN

En los experimentos a 24 h ningun tratamiento incentivé el cierre de la herida, sin

embargo a las 48 h el extracto de metanol de tepozan a 10 pg/mL tuvo un efecto

positivo (Fig.18).
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Figura 18. Ay B datos del cierre de herida de los controles usados DMEM, Recoveron,
Factor de Crecimiento de Fibroblastos (FCF) y DMSO. No se encontraron diferencias
significativas entre ellos, por lo que se decidié analizar estadisticamente los datos del cierre
de la herida de los extractos de tepozan con respecto al DMEM. Cy D cierre de la herida por
parte de los extractos de diferente polaridad de tepozan. A las 24 h ninguno de los
tratamientos incentivo el cierre de la herida. A las 48 h el extracto de metanol a la dosis de
10 pg/mL resulto estadisticamente significativo. N= 3, promedio del porcentaje del cierre de
las heridas y = EE. Todos los datos se analizaron con GraphPad Prism 7.03 con ANOVA de
unaviay comparacion de Dunnett’s. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Como ya se mencioné antes, se considerd con efecto positivo, aquel tratamiento
que incentivo el cierre de la herida més alla de lo producido por el control con
DMEM. Un efecto negativo fue el tratamiento que no incentivo el cierre de la

herida in vitro con respecto al control positivo.

Para estos ensayos se evaluaron varios controles sin embargo ninguno de ellos
resulto con diferencias significativas respecto del DMEM al ser analizados

estadisticamente (Grafico Ay B).

Los extractos organicos de tepozan (hexano, acetato de etilo y metanol) solo se
evaluaron en tres de las cuatro concentraciones antes evaluadas (5, 10 y 50
pg/mL) ya que en la dosis mas alta (100 pug/mL) se observé una disminucién de la
actividad por parte de vismia y tepozan. En los graficos C y D se observa que el
extracto de hexano tiene un efecto dosis-dependiente, donde a menor
concentracion (5 ug/mL) se obtiene el mayor efecto y este disminuye al aumentar
la concentracion (50 pg/mL). En los extractos de acetato de etilo y metanol se
observa un efecto de campana, donde la menor y la mayor concentracion (5 y 50
pg/mL) tienen el menor efecto, mientras que la dosis de 10 pg/mL tiene el mayor
efecto.

De acuerdo a la literatura, existen algunos estudios donde utilizan el mismo
modelo para evaluar el potencial como agente cicatrizante in vitro. Tal es el caso
de Dinda et al., 2016 quienes demostraron que el extracto hidroalcohodlico de
Calendula officinalis estimulé la proliferacion de fibroblastos y ayud6 a la
regeneracion de heridas in vitro e in vivo, en un intervalo de 25 a 200 pg/mL
siendo la concentracion de mayor actividad la de 100 pg/mL. En otro estudio Tonin
et al., 2016 evaluaron el extracto de metanol de Rubus imperialis, demostrando su
efecto cicatrizante in vitro, en las dosis de 1 a 100 pg/mL y resultando la de mayor
efectividad la de 10 ug/mL. En otro estudio similar Lee et al., 2016 evaluaron el
efecto cicatrizante in vitro por parte del extracto de metanol de Piper cambodianum

en las dosis de 1 a 50 pg/mL siendo el mas efectivo a 10 pg/mL. Comparando
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nuestros resultados con los de la literatura, encontramos que los extractos que
fueron activos corresponden a los de mayor polaridad, donde podemos encontrar

a los compuestos fendlicos.

Bajo este contexto, nosotros encontramos que el extracto de diclorometano—
metanol de Buddleja cordata fue activo a las 24 h en la dosis de 50 pg/mL,
mientras que a las 48 h lo fue en la dosis de 10 pg/mL. Para el caso de los
extractos de diferente polaridad del tepozan, el extracto que resulto activo fue el
de metanol a las 48 h en la concentraciéon de 10 pg/mL, estos resultados se
encuentran dentro de las concentraciones que resultan activas en otras especies
reportadas. Sin embargo, es importante aclarar que aunque se utilizd6 el mismo

modelo (scratch) existen algunas variaciones entre ellos.

Una de las variaciones corresponde a los tiempos, en los trabajos antes
mencionados se evalla el potencial cicatrizante solo a las 24 h mientras que
nosotros evaluamos a las 24 y 48 h lo cual nos permitié evaluar el efecto con
respecto al tiempo. Otra de las diferencias en los métodos es el andlisis de las
fotografias tomadas, pues en los trabajos mencionados, analizan el cierre de la
herida mediante el movimiento que presentan los fibroblastos con respecto a la
herida hecha, sin tomar en cuenta los espacios que se van generando por el
mismo proceso; mientras que en nuestro estudio se analizan las fotografias
tomando en cuenta el movimiento de las células, pero ademas considerando los

espacios que se forman.

En los trabajos de Caléndula y Rubus no especifican el tipo de punta con la cual
se simula la herida. Solo en el trabajo de Piper mencionan que lo hicieron con una
punta de 10 pL mientras que nosotros utilizamos una punta de 1000 pL. Este
altimo aspecto tiene un gran impacto en el cierre de una herida, pues con una
punta pequefa la herida es mas delgada y por tanto cierra en menos tiempo,
mientras que con una punta mas grande (como en nuestro caso) entonces la

herida es mas ancha por lo que requiere mas tiempo para cerrarse. A partir de
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estas diferencias, en el caso de Rubus los autores mencionan un cierre de herida
de mas del 60% al dia uno (24 h) mientras que para Caléndula mencionan un
cierre del 25%. Nosotros encontramos un cierre de herida de un 20 a 30% en el

mismo tiempo.

Por otra parte, existe un trabajo de Mensah et al., 2001 donde a partir del extracto
acuoso de hojas de Buddleja globosa, evaluaron el potencial de proliferacion de
fibroblastos mediante el ensayo con rojo neutral. Encontrando que a bajas
concentraciones del extracto (0.1, 1 y 10 pg/mL) aumenta la absorbancia por lo
que concluyeron que esta especie ayuda a la proliferacion celular, mientras que a
dosis mayores (100 pg/mL) tiene un efecto toxico aunque ninguno de los
resultados fueron estadisticamente significativos. Este resultado concuerda con lo
gue nosotros encontramos, pues el extracto de diclorometano-metanol y el de

metanol de B. cordata fueron activos en la concentracion de 10 pg/mL.

En el mismo trabajo de Mensah et al., 2001 encontraron que en la concentracion
de 5 pg/mL el extracto tuvo un efecto antioxidante significativo, asi como sus
compuestos (2.5 pg/mL). En comparacion con nuestro trabajo, ninguna de las
concentraciones evaluadas mediante MTT resultaron téxicas, quiza esto se deba a
una diferencia en la composicibn quimica de las plantas, pues aunque
corresponden a especies dentro del mismo género, pueden presentar compuestos

diferentes, o incluso los mismos, pero en diferente concentracion.

8.7 EVALUACION DE LA PRODUCCION DE COLAGENA | DE LOS
EXTRACTOS

Ninguno de los tratamientos tanto de vismia, tepozan y los extractos de diferente
polaridad de tepozan incentivd la produccion de colagena |, mediante un analisis
cualitativo (Fig. 19 y 20).
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En los ensayos para evaluar la produccién de colagena | encontramos que en
algunos de los tratamientos, se observl la presencia de la coldgena | (verde)
aungue no en todos los casos se present6 en forma de red. De manera cualitativa
ninguno de los tratamientos incentivo la produccion de esta proteina, mas alla de
lo producido de manera normal con respecto al medio DMEM. Sin embargo, el
tratamiento de Vismia5 muestra un efecto muy similar al del control con DMEM.
También es importante mencionar que los controles de DMSO no tienen un efecto

sobre la sintesis de esta proteina por parte de los fibroblastos.

Vismiab Tepozdn5

VismialO Tepozanl0

Vismia50 Tepozdn50

DMSO100 Vismial00 Tepozan100

o,
27

Figura 19. Contenido de coldgenal alas 48 h en fibroblastos tratados con extractos de
diclorometano—-metanol de vismia y tepozan. Como controles se usé DMEM, Recoveron y
DMSO. Traramientos a 5, 10, 50y 100 pg/mL. En azul se observan los nlicleos y en verde se

distingue la matriz de colagena. Cualitativamente, el medio DMEM y Vismia5 presentan el
mayor contenido de coladgena |, seguido por el Recoveron, VismialO0 y finalmente Tepozan5
y 10. Ninguno de los tratamientos incentivo la produccion de colagena I. Fotografias
obtenidas en microscopio invertido de fluorescencia con programa AxioVision a 20X.
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Existe una patente vencida para especies del genero Vismia donde se menciona
que el extracto de corteza de metanol y el hidroalcohdlico de frutos en una
concentracion de 10 y 12.5 pg/mL (respectivamente) estimulan la sintesis de
colageno | en fibroblastos humanos. Sin embargo, nosotros no encontramos este
efecto al evaluar el extracto de diclorometano-metanol de hojas de Vismia
baccifera. Esto puede tener dos explicaciones, la primera de ellas es que los
compuestos responsables de dicha actividad estén presentes en corteza y frutos
(patente) y no en hoja o bien que la especie de vismia estudiada en la patente
corresponda a otra del mismo género. Se sugiere para estudios posteriores,
evaluar los extractos obtenidos de otros érganos y de otras especies del género

Vismia.

Recoveron

THex5 THex10
TAcOEt10 TAcCOEt50

TMeOH10

Figura 20. Contenido de colagena |l alas 48 h en células pre tratadas con extractos de
diferente polaridad de tepozan (Hex, AcOEt y MeOH) evaluados a 5, 10 y 50 pg/mL. Como
controles se us6 DMEM, Recoveron y DMSO. En color azul se observan los nacleos y en

verde la matriz de colagena. Cualitativamente el medio DMEM presento el mayor contenido
de colagena |, seguido por el Recoveron, THex5, THex10 y TMeOH50. Ningun tratamiento
incentivo la produccion de la proteina més alla de lo producido por el DMEM. Fotografias
obtenidas en microscopio invertido de fluorescencia con programa AxioVision a 20X.
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En los ensayos con los extractos de diferente polaridad de tepozan (Fig.20) se
encontré que en dos concentraciones del extracto de hexano (5y 10 pg/mL) y la
mas alta del extracto de metanol (50 ug/mL) los fibroblastos presentan colagena |
en forma de red, aunque el efecto es muy similar al observado con el Recoveron.
En ambos casos la produccion de colagena fue menor a la producida de manera
normal por los fibroblastos incubados en DMEM. En el resto de los tratamientos, el
contenido de colagena | es minimo. Por lo tanto, podemos decir que ninguno de

estos tratamientos, incentiva la produccion de dicha proteina.

En la cicatrizacion las etapas de reepitelizacion y angiogénesis, asi como todo el
proceso que se lleva a cabo para la formacion de la matriz extracelular, debe ser
modulado para evitar alteraciones en el tejido y la formacién de cicatrices de tipo
gueloide (Bustamante et al., 2015; Wang et al., 2012; Chen et al., 2012). Tomando
en cuenta esto, encontramos que en los graficos del cierre de herida el error
estandar (EE) de los controles usados, es mayor al de los extractos. Lo cual nos
sugiere que los extractos ayudan a las células a actuar de manera controlada. Por
lo que a pesar de que ninguno de los tratamientos incentivd la sintesis de
colagena |, no significa que no tenga un efecto sobre ella. Quizas al actuar de
manera mas controlada en todo el sistema (herida) también lo hacen regulando la
sintesis de colagena. Por lo tanto, se sugiere en estudios posteriores, evaluar la
produccion de colagena en un mayor lapso de tiempo, corroborando que se

incremente de forma gradual la produccion de esta proteina.

8.8 ENSAYO DE MITOMICINA C (MIGRACION CELULAR)

Ninguno de los extractos evaluados presentd un efecto significativo incentivando la
migracion de los fibroblastos humanos, a pesar de que solo se evaluaron las dosis
que produjeron un efecto positivo en experimentos previos con el modelo de
herida in vitro (Fig.21).
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Se logro apreciar que el tratamiento TMeOH10 (extracto de metanol de tepozéan a
10 pg/mL) presentd un efecto similar al del control positivo con DMEM aunque
dicho efecto no fue estadisticamente significativo. Lo cual nos indica que este

tratamiento si tiene un efecto sobre este mecanismo.
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Figura 21. Cierre de herida usando fibroblastos mitomizados. Ay B cierre de herida de los
controles usados DMEM, Recoveron, FCF y DMSO, al no encontrar diferencias significativas
entre ellos se decidi6é analizar estadisticamente los datos del cierre de la herida con
respecto al DMEM. Se evaluaron los extractos de diclorometano—metanol y los extractos de
diferente polaridad de tepozan en las dosis que resultaron activas, en los ensayos con
fibroblastos normales. Cy D cierre de herida de los tratamientos. En los dos tiempos no
hubo diferencias positivas estadisticamente significativas. Pero se aprecia en ambos
tiempos que TMeOH10 tiene un efecto similar al del control con DMEM. N= 3, promedio de
los porcentajes del cierre de las heridas y + EE. Datos analizados con GraphPad Prism 7.03
con ANOVA de unaviay comparacion de Dunnett’s. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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De acuerdo a la literatura la mitomicina C puede afectar la viabilidad de
fibroblastos induciendo apoptosis, esto se ha demostrado a la concentracion de 40
y 100 pg/mL dejando actuar la mitomicina C por 5 min (Chen et al., 2012; Wang et
al., 2012). En otro estudio se emple6 mitomicina C para inhibir la proliferacion
celular a 5 pg/mL incubando por 2 h las monocapas, sin embargo, el andlisis de
las fotografias es menos certero, al solo guiarse por el movimiento de los
fibroblastos sin tomar en cuenta los espacios generados (Shikatani et al., 2012). A
pesar de que nosotros dejamos actuar la mitomicina a 10 pg/mL (dosis menor a la
toxica) sobre los fibroblastos, el tiempo que se dej6 en incubacion fue de 3 h esto
pudo haber producido algun efecto negativo en las células, lo cual pudo alterar su

fisiologia y por ello ninguno de los tratamientos resulto significativamente positivo.

8.9 ENSAYO DE BrdU (PROLIFERACION CELULAR)

Al evaluar este mecanismo de accion, encontramos de manera cualitativa que
ninguno de los tratamientos incentivd la proliferaciéon celular mas alla de lo

producido de forma normal con respecto al control con DMEM (Fig. 22 y 23).

Podemos observar que los controles positivos (DMEM, FCF y Recoveron) si
presentaron células en division celular. Los controles de DMSO no tienen células
en proliferacion. Los extractos de vismia y tepozan tienen algunas células en
divisién, siendo el tratamiento de Tepozan50 en el que se aprecia un mayor
namero de estas células. A pesar de esto, la proporcion de células en division de
los tratamientos con los extractos es menor al que se encontré en el control
positvo DMEM. Por lo tanto, ninguno de estos tratamientos incentivo

significativamente la proliferacion de los fibroblastos.

En cuanto a los extractos de diferente polaridad de tepozan, se aprecié que el

extracto de acetato de etilo y el de metanol, contienen células en division, sin
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embargo, estos extractos tampoco incentivan la division celular mas alla de lo que

se lleva a cabo de forma normal con el medio DMEM.

DMEM DMSOVyT10 Tepozan10
DMSOVyT50 Tepozans0

Recoveron

Figura 22. Ensayo de BrdU para determinar si alguno de los extractos organicos de
diclorometano—-metanol de vismia y tepozéan incentivo la proliferacion celular de fibroblastos
humanos. Como controles se usé medio DMEM, el FCF, Recoveron y DMSO. Los extractos
se evaluaron solo en las concentraciones que resultaron efectivas (10 y 50 pg/mL) en el
modelo de herida in vitro. En color azul, se observan los nicleos y en color turquesa o azul
brillante células en division celular. Cualitativamente el medio DMEM presenta mayor
numero de células en division celular, seguido por el FCF, el Recoveron y el extracto de
Tepozan50. Ninguno de ellos incentiva la proliferacion mas alla de lo que se produce de
manera normal (DMEM).

La mayoria de los estudios evalUan la incorporacion de este analogo de timidina a
nivel histolégico mediante inmunotinciones de tejidos y existen pocos trabajos
donde se evalud la incorporacién de BrdU en cultivos celulares tratados con
extractos de plantas. En el 2016, Dinda y colaboradores, evaluaron la actividad
proliferativa de los extractos organicos de Calendula officinalis mediante el mismo
ensayo sin embargo ellos hicieron un analisis cuantitativo, donde a partir del
namero total de células se conoce cuantas de ellas se encuentran en division

celular. Nosotros, hicimos un andlisis cualitativo, esto no sugiere que el resultado

53

——
| —



sea completamente erréneo, pero no, es del todo exacto. Simplemente es un
primer acercamiento. Por ello se sugiere realizar los conteos celulares de cada
fotografia y por tratamiento para determinar cuantitativamente, si alguno de los

tratamientos incentiva la proliferacion celular de los fibroblastos.

BIVI=Y THex10

TACOEt10

Recoveron DMSOTI10 TMeOHI10

Figura 23. Ensayo de BrdU para determinar si alguno de los extractos organicos de diferente
polaridad de tepozan incentivé la proliferacion celular de fibroblastos humanos. Como
controles se us6 medio DMEM, el FCF, Recoveron y DMSO. Los extractos de diferente
polaridad de tepozan se evaluaron en una concentraciéon (10 pg/mL). En color azul se
observan los nucleos y en color turquesa o azul brillante las células en divisién celular.
Cualitativamente el medio DMEM present6 mayor namero de células en division celular,

seguido por el FCF, el Recoveron y los extractos de TAcOEt10 y TMeOH10. Ninguno de ellos

incentiva la proliferacion mas alla de lo que se produce de manera normal (DMEM).

9. QUIMICA DEL EXTRACTO METANOLICO DE TEPOZAN

El extracto de metanol de hojas de tepozan (B. cordata) tiene como compuesto
mayoritario al verbascosido, ademas contiene azucares, como la sacarosa y el

manitol.
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En esta seccion, solo se mostraran los resultados mas relevantes. El extracto
metandlico de B. cordata analizado por CCCF no mostré una buena separacion,
sin embargo al analizarlo por HPLC se encontré un pico mayoritario a los 27.742
min y con 68.40% de abundancia asi como otros 17 picos minoritarios de los
cuales tres de ellos estan entre los 1.742 y 2.230 minutos y los otros 14 picos se
encuentran entre los 27.271 y 30.847 minutos (Fig.24).
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Figura 24. Cromatograma de HPLC del extracto de metanol de Tepozan. Se observa un pico
mayoritario a 27.742 min de retencion y 68.40% de abundancia.

El pico mayoritario no correspondi6é en su tiempo de retencion y espectro de UV
con ninguno de los estandares (acidos ferulico, sindpico, cumarico y cafeico) para
confirmar esto, se evalu6 el extracto mediante CCF con los estandares,
descartando definitivamente su presencia en nuestro extracto. El que nosotros no
obtuvieramos ninguno de los acidos previamente reportados, puede deberse a la
diferencia en la forma de extraccion. Nosotros extrajimos a temperatura ambiente
mientras que Estrada—Zufiiga et al., 2009 mencionan que las hojas de tepozan
fueron extraidas con metanol en ebullicion obteniendo estos compuestos en trazas

(solo unos pg). A continuacion se muestran los tiempos de retencion de cada
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acido usado como estandar (Tabla 4) y los espectros de UV obtenidos para cada

compuesto (Fig.25).

Tabla 4. Tiempo de retencion de los estandares, analizados por HPLC-UV.

Estandar TR
Ac. Ferulico 26.546 min
Ac. Sindpico 27.524 min
Ac. Cumaérico 22.372 min
Ac. Cafeico 15.744 min
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Figura 25. Espectros de absorcion en HPLC-UV de los estandares.

Con base en los resultados obtenidos fue necesario realizar una CCFp (SilicaGel

C-18) para aislar el compuesto mayoritario e identificarlo por RMN (300 MHz)

también algunas de sus fracciones fueron evaluadas por RMN. Las sefiales de los

espectros de RMN 'H de F5 y F6 correspondieron a una mezcla de dos azucares,

el manitol (3.3 a 3.6 ppm) y la sucrosa o sacarosa (3.18 a 5.18 ppm) mientras que

la fraccion 9 solo presento manitol. Estos azucares fueron previamente reportados

para Buddleja asiatica (EI-Domiaty et al., 2009).
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Las sefiales de los espectros de RMN de 'H y 3C de F2 y F3 (Fig. 26 y 27) se
compararon con la literatura, encontrando que todas correspondian a las del
feniletanoide verbascosido. En la Tabla 5 se muestran la comparacion de los
valores reportados por Oliveira et al., 2014 y los datos que nosotros obtuvimos,

confirmando que este es el compuesto mayoritario.

Tabla 5. Comparacion de sefiales de RMN del verbascosido y las sefiales de
F2y F3 (de acuerdo con Oliveira et al., 2014).

Oliveira *H F2yF3 Oliveria 3C (600 F2yF3
(600 MHz) (300 MHz) MHz) (300 MHz)
1.08 (3H, d) 1.12 d 18.5 (C-6") 18.0
2.80 (2H, m) 2.84m 36.4 (C-7) 37.0
3.29 (1H, t) 3.30t 62.1 (C-6) 63.0
3.39 (1H, 1) 342t 70.2 (C-4) 70.6
3.56 (1H, m) 3.62m 71.3 (C-3",C-5, C-5") 71.5
3.52-3.61(2H, m) | 3.53-3.65m 72 (C-2") 72
3.71-4.05(2H, m) = 3.75-4.10 m 72.1 (C-8) 72.2
3.81 (1H, 1) 3.85t 73.7 (C-47) 74
3.92 (1H, dd) 4.06 dd 76 (C-2) 76
4.38 (1H, d) 4.43d 81.4 (C-3) 82
4.92 (1H, m) 4.97d 102.7 (C-17) 103
5.18 (1H, d) 5.23 d 103.9 (C-1)) 104.5
6.28 (1H, d) 6.31d 114.2 (C-8") 14.7
6.56 (1H, dd) 6.61 dd 114.8 (C.2™) 15.2
6.66 (1H, d) 6.72 d 116.2 (C-5, C-5"") 116.5
6.69 (1H, d) 6.75 d 117.2 (C-2) 118
6.77 (1H, d) 6.82d 120.9 (C.6) 121.5
6.96 (1H, dd) 7.00 dd 123 (C-6™) 123.5
7.06 (1H, d) 7.10d 125.8 (C-1"") 128
7.60 (1H, d) 7.65d 129.7 (C-1) 131.5
143.1 (C-4) 144
144.7 (C-3) 146
1455 (C-3") 146.5
148.1 (C-7") 148
148.4 (C-4™) 150
166.5 (C-9”") 168.5
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Figura 26. RMN 3C (300 MHz en MeOH) de F3 identificado como verbascosido. Flechas
azules sefiales que no corresponden al compuesto (impurezas).
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Figura 27. RMN *H de F3 (300 MHz en MeOH) de F3 identificado como verbascosido. Flechas
azules sefiales que no corresponden al compuesto (impurezas).
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Se llevé a cabo otro andlisis de HPLC (bajo las condiciones antes mencionadas)
para corroborar la presencia del verbascosido en nuestro extracto de metanol. El
cromatograma del extracto de tepozan (Fig.25) y la fraccibn 2 que contiene
verbascosido (Fig.28) fueron similares, en ambos casos hay un pico mayoritario a
27.742 min (68.40% de abundancia) y a 27.737 min (75.67% de abundancia)
respectivamente. La diferencia entre los cromatogramas es que la fraccion con
verbascosido no presenta las sefales en los primeros minutos de retencion
(1.752-2.230 min) ni las sefales intermedias entre 29.012-30.466 min. Las
cuales, posiblemente correspondan al manitol y sacarosa identificados en las

fracciones 5,6y 9.
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Figura 28. Cromatograma de HPLC de la F2 que contiene verbascosido. Pico mayoritario a
27.737 min de retencién y 75.67% de abundancia.

De acuerdo al trabajo de Xie et al., 2012 y bajo condiciones similares, el pico del
verbascosido analizado por HPLC se obtuvo a los 26 min, nosotros tenemos un
pico mayoritario a los 27.742 min (en el extracto) y de 27.737 min (en F2). Por otra
parte, el espectro de UV del pico mayoritario fue comparado con el espectro del
verbascosido publicado por Oliveira et al., 2014 (Fig.29) lo cual nos confirma la
presencia de este compuesto tanto en el extracto de metanol de B. cordata como

en dos fracciones mayoritarias (F2 y F3) obtenidas por CCFP. Con todo esto
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concluimos, que el

extracto de metanol

de hojas de tepozan,

verbascosido y azucares, como la sacarosa y el manitol.
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Figura 29. Comparacion de los espectros de UV del verbascosido. Izq. Reportado por
Oliveira et al., 2014 y der. Obtenido de F2 de B. cordata.

Dentro de las actividades biologicas reportadas para el verbascosido, estan:

actividad antioxidante, teniendo un porcentaje de protecciéon del 68 al 88%

(Mensah et al.,, 2001) actividad antinociceptiva, usando como referencia al
ibuprofeno, en un 67.6 y 50 % (Backhouse et al., 2008; Akdemir et al., 2011)

también ayuda a inhibir la agregacion plaquetaria (1 y 2 mg) con respecto a la

aspirina (Campo et al., 2012). Esto es de suma importancia, pues el verbascosido

podria estar actuando como modulador en la agregacion plaquetaria, permitiendo

que el proceso del cierre de herida sea de forma gradual, evitando asi

anormalidades en la cicatrizacion. También, presenta efecto antinflamatorio al

inhibir el edema de pata trasera en ratas, en el modelo de carragenina (200 mg/kg)

y un efecto cicatrizante in vivo mediante los modelos de escision e incision, siendo
efectivo a los 10 y 12 dias (Akdemir et al., 2011).
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10. CONCLUSIONES

e Buddleja cordata presentd potencial cicatrizante con dos de sus extractos.
Con el de diclorometano-metanol a las 24 y 48 h en dos concentraciones
(50 y 10 pg/mL respectivamente) y con el de metanol a las 48 h en la
concentracion de 10 pg/mL. La actividad cicatrizante in vitro del extracto de

metanol de B. cordata es atribuida a la presencia del verbascosido.

¢ Los extractos de tepozan no fueron citotoxicos en fibroblastos humanos y no

tuvieron efecto contra P. aeruginosa.

e Vismia baccifera no inhibié a P. aeruginosa, tampoco tuvo efecto citotoxico
en fibroblastos, ni potencial cicatrizante en el modelo de herida in vitro.

e No se encontré un efecto positivo en ninguno de los extractos sobre los
posibles mecanismos de accion de manera cualitativa (migracion celular,

produccion de colagena | y proliferacion celular).

e Por lo tanto estos resultados corroboran el uso ethomédico de las hojas de
tepozan, para el tratamiento de lesiones cutdneas en México. Mientras que
para el caso de vismia los resultados indican que los compuestos activos
pudieran estar presentes en otras estructuras u 6rganos de la planta (latex,

corteza o frutos).
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12.ANEXOS
PREPARACION DE LOS TRATAMIENTOS EVALUADOS

Para probar la actividad antibacteriana:

e Se pesO 1 mg de cada extracto (vismia y tepozan) y se le agregaron
1000 pL de DMSO, para tener [1000 pg/mL].

e De la solucién anterior se tomaron 100 pL y se agregaron en 900 pL de
DMSO, asi se obtuvo [100 pg/mL].

¢ De la soluciéon anterior se tomaron 100 uL y se agregaron en 900 pL de
DMSO, asi se obtuvo [10 pg/mL].

e Finalmente de la solucién anterior se tomaron 100 pL y se agregaron a

900 pL de DMSO, obteniendo asi la ultima concentraciéon [1 pg/mL].

Para los experimentos de MTT y heridas in vitro.

e Para todos los extractos, en cada caso se pesé 1 mg de extracto seco y
se disolvid cada uno en la minima cantidad de DMSO.

e Una vez disuelto, cada extracto se aforo hasta 2000 uL de medio DMEM
complementado (solucion stock).

e Todos los extractos se filtraron con un filtro de pirinola estéril de 300 mm
de didmetro y 0.22 pm.

e Para obtener la [5 pg/mL] se tomaron 10 pL de la solucién stock
correspondiente y se aforo hasta 1000 uL con DMEM complementado.

e Para la [10 pg/mL] se tomaron 20 pL de la solucién stock adecuada, y se
aforo hasta 1000 pL con medio DMEM.

e En el caso de la [50 pg/mL] se tomaron 100 pL de la solucién stock
adecuada y se aforo hasta 1000 pL con medio DMEM.

e Finalmente para la [100 pg/mL] se tomaron 20 pL de la solucion stock
adecuada y se aforo hasta 1000 pL con medio DMEM.

e Las concentraciones de DMSO se calcularon y se evaluaron tres de

ellas, la dosis mas baja, una intermedia y la mas alta.
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Extracto DMSO para DMEM complementado

disolver extracto aforado a2 mL
CH2Cl; - Vismia 20 pL 1980 pL
CH:CI; -Tepozan 35 L 1965 pL
Hexano - Tepozan 110 pL 1890 pL
AcOEt — Tepozan 90 pL 1910 pL
MeOH - Tepozan 65 pL 1935 uL

METODO DE MICRODILUCION PARA EVALUAR LA ACTIVIDAD
ANTIBACTERIANA

Para llevar a cabo la actividad antibacteriana se sembré Pseudomonas aeruginosa
en medio Luria Bertani (LB) so6lido, se coloco dentro de una estufa a 28 °C con una
agitacion de 200 rpm durante 24 h. Transcurrido este tiempo se preparé un inoculo
con la bacteria antes sembrada en 10 mL de medio LB liquido, nuevamente se
colocé dentro de la estufa bajo las condiciones antes mencionadas por 8 h.
Posteriormente se ajusté el inoculo en placas de 96 pozos a una Densidad Optica

de 0.025 en un espectrofotometro con una absorbancia de 600 nm.

Una vez ajustada la bacteria, se colocaron 200 uL del inoculo en cada pozo de la
placa, se leyod en el espectro (tiempo cero TOO) luego se agregaron 2 pL de cada
tratamiento con seis replicas cada uno (por experimento) se tomé la lectura
espectrofotométrica nuevamente, para determinar si los tratamientos presentan
absorbancia (tiempo con tratamiento TOC). Después se colocé la placa en una
estufa con las condiciones arriba descritas y se hicieron lecturas alas 3, 6,9y 12
h (tiempo T1, T2, T3y T4).

Los tratamientos evaluados fueron los extractos de diclorometano-metanol de
ambas especies en concentraciones hechas por dilucién seriada 1000, 100, 10y 1
pg/mL. Como vehiculo se usé DMSO, se utilizd colistina como control positivo, a

una concentracion de 500 pug/mL, y como control negativo, medio LB sin bacteria.
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También se hizo la cuenta viable para determinar cuantas unidades formadoras de
colonia (UFC) se depositaron en la placa de 96 pozos, esto se llevd a cabo
mediante el método de dilucion decimal de una muestra. Para hacer una dilucion
101 se mezclan 0.5 mL del inoculo en 4.5 mL de medio LB liquido. Para una
dilucién 102 se toman 0.05 mL del inoculo en 4.95 mL del medio de cultivo. Una
vez obtenidas las diluciones se tomaron 10 pL del medio con bacteria y se
sembraron en una placa de medio LB solido mediante estriado, luego se dejo
crecer durante 24 h. Una vez pasado este lapso se contaron las UFC y se hicieron

los respectivos calculos.

CULTIVO PRIMARIO DE FIBROBLASTOS HUMANOS

Para evaluar el potencial de la actividad cicatrizante in vitro se usaron dos cultivos
celulares primarios de fibroblastos humanos obtenidos el 05 de noviembre de
2012 de prepucio del neonato numero siete. En cada criovial fueron depositados
566 mil fibroblastos embebidos en DMSO y luego puestos a congelar en nitrégeno

liquido.

Todo el procedimiento se llevd a cabo bajo condiciones estériles (uso de guantes,
bata azul, uso constante de alcohol al 70%) en una campana de flujo laminar,

previamente irradiada con UV.

El medio de cultivo complementado (DMEM) se mantuvo a temperatura ambiente.
Una vez que se obtienen las células de Nitrégeno liquido, el criovial se colocé en
bafio maria durante 1 min. Se tomaron 5 mL de DMEM y se depositaron en un
tubo falcon de 15 mL. Se transfirio 1 mL de DMEM (de los 5 mL) al criovial y se
resuspendieron las células. Se tomo todo lo del criovial (células + 1 mL de DMEM)
y se deposité en el tubo falcén (con los 4 mL de DMEM restantes). Después se
centrifugo por 10 min a 1500 rpm. Posteriormente se deseché el sobrenadante con
una pipeta pasteur y una bomba de vacio. Se resuspendio el pellet de células y se
agregaron 2 mL de DMEM, nuevamente se resuspendio (solucion de células).
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Se prepar6d la camara de Neubahuer tomando 10 pL de azul tripano y se
depositaron en un lado de la camara, luego se tomaron 10 pL de la solucion de
células y se resuspendio homogéneamente con el azul tripano. Se tomaron 10 pL
de la mezcla y se colocaron en cada celda de la cAmara. Se contaron las células
vivas (redondas y traslucidas) y las células muertas (deformes y azules). Se aplico

la siguiente formula para conocer el nimero de células vivas y muertas:

X/8*2*10,000*2=Y

Se sembro el sobrante de las células en cajas T25 y se agregaron 5 mL de medio
DMEM. Se dej6 crecer el cultivo hasta llegar a la confluencia (caja llena de
células) dentro de una incubadora a 37°C y 5% de CO2, cambiando el medio
DMEM cada tercer dia. Cada que se hace una nueva resiembra, se indica con

pases, iniciando en P1 y continuando sucesivamente.

ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR MEDIANTE MTT

Este ensayo se hizo a partir de una caja T25 confluente. Para ello primero se
despegan las células con tripsina, por lo que es necesario que previamente se
cologue el medio DMEM y PBS (solucién salina) en bafio maria a 37°C. La tripsina

(1:4) se mantiene a temperatura ambiente.

Primero se quité el medio DMEM de la caja T25 confluente, con una pipeta
pasteur y una bomba de vacio. Luego se lavé con 3 mL de PBS, dos o tres veces.
A la tercera vez que se lavo el cultivo se retira el PBS y se agregé 1 mL de
tripsina. Se deja incubando por 10 min en condiciones normales (37°C y 5% de
CO2). Una vez transcurrido este tiempo, se retir0 la caja de la incubadora y se
golped levemente con la palma de la mano (para terminar de despegar las
células). Luego se observd al microscopio para corroborar que las células

estuvieran despegadas.
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Para inactivar la tripsina, se agregé 1 mL de medio DMEM en la caja T25 y con
una pipeta estéril se tomo todo el contenido (células + tripsina + medio DMEM) y
se deposito en un tubo falcon de 15 mL. Se tomo otro 1 mL de medio DMEM y con
él, se lavo la caja T25. Este ultimo, también se depositd en el tubo falcon
(previamente usado) y se centrifugd a 1500 rpm por 10 min.

Se retird el sobrenadante con una pipeta pasteur y una bomba de vacio. Se
resuspendio el pellet de células y se agregaron 2 mL de medio DMEM, entonces
nuevamente se resuspendio. Se mont6 la camara de Neubahuer, tomando 10 pL
de azul tripano y depositandolos en un lado de la camara, luego se tomaron 10 pL
de la suspension de células y se mezclé hasta obtener una muestra homogénea.
Entonces se depositaron 10 pL a cada celda y se cont6 el numero de células vivas
(células redondas y traslucidas) y muertas (células deformes y azules). Al nUmero

de células obtenido se le aplicé la siguiente regla numérica:

X/8*2*10,000*2=Y

Una vez teniendo el nimero de células total, mediante una regla de tres, se
determind cuantos microlitros se deben depositar de la solucion antes hecha
(células + medio DMEM) para depositar 7,000 celular por pozo (este ensayo se
hizo en una placa de 48 pozos). Una vez que se siembran las células en la placa
se agreg6 a cada uno 200 puL de medio DMEM. Esta placa se dejé crecer hasta
alcanzar la confluencia (5-6 dias) cambiando cada tercer dia el medio DMEM. Por
otra parte, las células sobrantes (del total obtenidas) se siembran en cajas T25
con 5 mL de medio DMEM vy de igual forma se dejaron crecer hasta confluencia,

cambiando el medio constantemente.

Una vez que la placa de 48 pozos alcanzé la confluencia (5-6 dias después de ser
sembradas) se retird6 el medio y se agregaron 200 pL del tratamiento
correspondiente (cada uno se hizo por triplicado) se dejé incubar en condiciones
normales a 37 °Cy 5 % de CO:2 (durante 24 o 48 h segun sea el caso).
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Transcurrido el tiempo (24 o 48 h) se retir6é el medio DMEM con tratamientos y se
lavaron los pozos con PBS (solucion salina). A cada pozo se le agregaron 135 pL
de medio DMEM + 15 uL de MTT (amarillo). Después se dejo incubar por 3 h bajo

condiciones normales.

Pasado el tiempo de incubacién, se retir6 el medio + MTT de cada pozo y se
agregaron 150 pL de la mezcla alcohol 2- propanol: DMSO (1:1) para solubilizar
los cristales de formazan que se formaron (de color morado). Se resuspendio y se
tomaron 100 pL de dicha solucién para colocarse en una placa de 96 pozos,
donde se hizo la lectura en un espectrofotbmetro a 620 nm. Se graficaron los
datos de acuerdo a la absorbancia obtenida y se analizaron los datos mediante

ANOVA de una via totalmente aleatorio y con comparacion de Dunnett’s.

ENSAYO DE HERIDA in vitro

Se tomo una caja T25 confluente. Previamente se coloc6 en bafio maria el medio
DMEM complementado y el PBS, mientras que la tripsina se mantuvo a
temperatura ambiente. Después que quité el medio de la caja T25 y se lavé con 3
mL de PBS en tres ocasiones. En el tercer lavado, se quitd el PBS y se agregé 1
mL de tripsina, luego se dej6 incubar durante 10 min.
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Transcurrido este tiempo, se golped levemente la caja para ayudar a despegar las
células, ademas se observo al microscopio Optico para verificar que las células
estuvieran despegadas. Para inactivar la tripsina se agregé 1 mL de medio DMEM
complementado, lavando la caja T25. Se traspasaron los 2 mL (DMEM vy tripsina)
a un tubo falcon de 15 mL. Se agreg6 otro mililitro de medio DMEM a la caja, para
lavarla y se traspaso con el resto al tubo falcon. Después se centrifugé durante 10

min a 1500 rpm y una temperatura de 23 °C.

Se retiré el sobrenadante con una pipeta pasteur y se resuspendié el pellet de
células. Se agregaron 2 mL de DMEM complementado y nuevamente se
resuspendid. En una camara de Neubahuer se colocaron 10 pL de azul tripano y
10 pL de células con DMEM. Se resuspendido para obtener una mezcla
homogénea, luego se tomaron 10 pL de la mezcla y se colocaron en una de las
celdas de la camara, los otros 10 pL se colocaron en la otra celda y se contaron
las células vivas y muertas presentes en ambas celdas. De acuerdo a la siguiente

regla, se obtuvo el numero de células total.

X/8*2*10,000*2=Y

El experimento de herida se hizo en placas de 12 pozos, para cada pozo se
necesité sembrar 45,500 células. Mediante una regla de tres, pudimos conocer
cuantos microlitros de la suspensién celular se debia colocar a cada pozo para
obtener las células necesarias y luego se agregaron 500 pL de medio DMEM
complementado. Cada tratamiento se hizo con una sola replica (debido a la
complejidad del modelo, pues las células no pueden permanecer mas de 30 min
fuera de incubacion y porque el andlisis de las fotografias posteriores, es un
proceso muy largo). Se dejaron crecer las células hasta que llegaron a confluencia

(4 a 5 dias) cambiando cada tercer dia el medio de cultivo.

Una vez que los pozos llegaron a confluencia, se retir6 el medio de cultivo DMEM,
se hizo un lavado con PBS y se hizo una herida con la punta de una micropipeta

de 1 mL (como se aprecia en la siguiente imagen).
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Luego se lavaron los pozos con PBS (para eliminar los restos celulares
provocados por la herida) y se agregaron 800 uL del tratamiento correspondiente.
Inmediatamente, se tomaron las fotografias en un microscopio Optico invertido (a
las 0, 24 y 48 h) con el objetivo de 5X y con el programa AxioVision. Al tomar la
primer fotografia, se marco la zona fotografiada lo cual nos permitié fotografiar la

misma zona en las posteriores fotografias.

Las fotografias se guardaron en formato jpg para poder ser procesadas. Lo
primero que se hizo fue sobreponer las fotos de un mismo tratamiento con
respecto al tiempo, esto para asegurar que las fotografias correspondieran a la
misma zona de estudio. Una vez que todas las fotografias fueron reacomodadas y
que correspondieran a la misma zona (entre ellas) se guardaron en el programa

Paint para mantener el mismo tamafio en todas las fotografias.

Una vez que todas las fotografias fueron acomodadas se analizaron manualmente
con el programa Tscratch, donde se marcaron solamente las zonas donde habia
fibroblastos. Al terminar de analizar una fotografia, el programa nos indicaba el
porcentaje del area de la herida abierta. Dado que nosotros queremos el
porcentaje de herida cerrado, entonces se aplicé la siguiente formula para obtener

el porcentaje real de cicatrizacion in vitro:

% de cicatrizacion= (Ti — Tf) * 100%
Tf

Dénde: Ti es el porcentaje de la herida abierta al TO; y el Tf corresponde al

porcentaje de herida abierta a las 24 o 48 h (segun sea el caso). Se graficaron los
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datos de 0 a 24 h y de 0 a 48 h. Los porcentajes fueron analizados mediante
ANOVA de una via, totalmente aleatorio y con comparacion de Dunnett’s.

EVALUACION DE LA MIGRACION CELULAR, USANDO MITOMICINA C

El ensayo para determinar la actividad migratoria de fibroblastos pre tratados con
extractos organicos a diferentes concentraciones, se hizo bajo el mismo método

usado para herida in vitro. Por lo que el método se resume a continuacion.

Se tomé una caja T25 confluente. Previamente se coloc6 en bafio maria el medio
DMEM complementado y PBS, mientras que la tripsina se mantuvo a temperatura
ambiente. Después que quitd el medio de la caja T25, se lavdé con 3 mL de PBS y
se agregd 1 mL de tripsina. Se dejé incubar durante 10 min. Después, se golpeod
levemente para ayudar a despegar las células y se observo al microscopio éptico
para verificar que las células estuvieran despegadas. Para inactivar la tripsina se
agregd 1 mL de medio DMEM complementado. Todo fue transferido a un tubo

falcon de 15 mL. Se centrifug6 por 10 min a 1500 rpm y a 23 °C.

Se retiré el sobrenadante y se resuspendio el pellet de células. Agregamos 2 mL
de DMEM complementado y nuevamente se resuspendid. Se contd el nUmero de
células en una camara de Neubahuer, distinguiendo las células vivas y muertas.

De acuerdo a la siguiente regla, se obtuvo el nimero de células total.

X/8*2*10,000*2=Y

Este experimento se hizo en placas de 12 pozos y para cada pozo se necesitaron
45,500 células. Mediante una regla de tres, logramos saber cuantos microlitros de
la suspension celular se tenia que colocar en cada pozo para obtener las células
necesarias y luego se agregaron 500 puL de medio DMEM complementado. Cada
tratamiento se hizo con una sola replica. Se dejaron crecer las células hasta que

llegaron a confluencia (4 a 5 dias) cambiando regularmente el medio de cultivo.

77

——
| —



Una vez que los pozos llegaron a confluencia, se retir6 el medio de cultivo DMEM,
se lavé con PBS y se agregaron 450 pL de mitomicina C (10 pg/mL) se dejo
incubar las placas por 3 h. Transcurrido ese tiempo se quitd la mitomicina, se lavo

con PBS y se hizo la herida una punta de micropipeta de 1 mL.

Luego se lavaron los pozos con PBS (para eliminar los restos celulares
provocados por la herida) y se agregaron 800 uL del tratamiento correspondiente.
Inmediatamente, se tomaron fotografias en un microscopio optico invertido (a las
0, 24 y 48 h) con el objetivo de 5X y con el programa AxioVision. Al tomar la
primera fotografia se marco la zona en la placa, lo que nos permitié fotografiar la

misma zona en las posteriores fotografias.

Las fotografias se guardaron en formato jpg para poder ser procesadas. Lo
primero que se hizo fue sobreponer las fotografias de un mismo tratamiento, con
respecto al tiempo, para asegurar que las fotografias correspondieran a la misma
zona de estudio. Una vez que todas las fotografias fueron reacomodadas y
correspondian a la misma zona (entre ellas) se guardaron en el programa Paint,

para mantener el mismo tamafo en todas las fotografias.

Una vez que todas las fotografias se acomodaron, entonces se analizaron
manualmente con el programa Tscratch, marcando solamente las zonas donde
habia fibroblastos. Al terminar de analizar una fotografia, el programa nos indicé el
porcentaje del area de la herida abierta. Dado que nosotros queremos el
porcentaje de herida cerrado, entonces se aplicé la siguiente formula para obtener

el porcentaje real de cicatrizacion:
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% de cicatrizacion= (Ti — Tf) * 100%
Tf

Doénde: Ti es el porcentaje de la herida abierta al TO; y el Tf corresponde al
porcentaje de herida abierta a las 24 o 48 h (segun sea el caso). Se graficaron los
datos de 0 a 24 horas y de 0 a 48 horas. Los porcentajes se analizaron mediante
ANOVA de una via, totalmente aleatorio y con comparacion de Dunnett’s.

INMUNOCITOQUIMICA DE COLAGENA |

Este ensayo se hizo en dos partes. En la primera parte, el método fue similar al

realizado en los ensayos de citotoxicidad, por ello se resume a continuacion:

Parte 1.

Este ensayo se hizo a partir de una caja T25 confluente. Para ello primero se
despegaron las células con tripsina, por lo que fue necesario colocar previamente
el medio DMEM vy el PBS (solucién salina) en bafio maria a 37°C. La tripsina (1:4)

se mantuvo a temperatura ambiente.

Primero se quité el medio DMEM de la caja confluente y se lavé con PBS, dos o
tres veces. Después se agregd 1 mL de tripsina y se dejé incubar por 10 min en
condiciones normales (37°C y 5% de CO2). Una vez transcurrido este tiempo, se
golped levemente con la palma de la mano y se observd al microscopio para
corroborar que estuvieran despegados los fibroblastos.

Para inactivar la tripsina, se agregé 1 mL de medio DMEM en la caja T25 y luego
se transfiri6 todo el contenido (células + tripsina + medio DMEM) en un tubo falcén

de 15 mL. Se centrifugd a 1500 rpm por 10 min.

Después se retird el sobrenadante, se resuspendid el pellet de células y se

agregaron 2 mL de medio DMEM, nuevamente se re resuspendi6. Se monté la
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camara de Neubahuer para obtener el nimero de células vivas (células redondas

y traslucidas) y muertas (células deformes y azules) a partir de la siguiente regla:

X/8*2*10,000*2=Y

Una vez teniendo el niumero de células total, mediante una regla de tres, se
determiné cuantos microlitros se tenian que depositar de la solucidén antes hecha
(células + medio DMEM) para colocar 7,000 celular por pozo (en placas de 48
pozos). Luego se agregaron 200 uL de medio DMEM dejandolas crecer hasta

alcanzar la confluencia (5-6 dias).

Una vez que los pozos alcanzaron la confluencia se retir6 el medio DMEM y se
agregaron 200 pL del tratamiento correspondiente, se dejo incubar en condiciones
normales 37 °Cy 5 % de CO2zdurante 48 h. Después de este tiempo, se fijaron las
células con formaldehido (PFA al 4%) y se mantuvieron en refrigeracion hasta su

uso (no mas de un mes).

Parte 2.

Colageno I, anti- collagenl (antibody 1°) ab6308 de ratén [1/600].
Goat anti- mouse IgG (antibody 2°) ab6785 [1/800].

Fijacion de células: Se uso6 paraformaldehido (PFA 4%) en PBS por 20 min. Luego

se lavé dos veces con PBS.

Permeabilizacion: se hicieron dos lavados de 5 min con Tween 20 al 0.3% en

PBS. Después se lavaron las células con PBS 2 veces por 5 min en cada caso.

Bloqueo: se incubaron las células con albumina al 1% en solucion de PBS +
Tween 20 al 0.3 % por 20 min a 4°C.
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Inmunotincién: se incubaron células en la dilucion el anticuerpo 1° en solucion de
bloqueo a 4°C por 24 h. Transcurrido ese tiempo, se decantd la solucion y se
lavaron las células 2 veces con PBS por 5 min en cada lavado. Luego se
incubaron las células con anticuerpo 2° en PBS + albumina al 1% por 2 h a 37 °C.
Posteriormente, se decant6 la solucion y se lavé 2 veces con PBS por 5 min en
cada caso.

Contratincion: se colocaron 100 pyL del colorante de Hoechst por 10 s en cada
pozo (detector de ADN). Se enjuagaron los pozos con PBS, se mantuvieron en
PBS, se cubrieron con aluminio, se refrigeraron y mantuvieron en oscuridad hasta

tomar fotografias (no mas de un mes).

Fotografias: se tomaron en un microscopio invertido de fluorescencia a 10 y 20X.
En ellas se aprecio en color azul, todos los nucleos de los fibroblastos, mientras

gue en verde, se observo la colagena | formando una matriz (red).

Andlisis: cualitativo, en que tratamiento se observdé mayor contenido de colagena I.
Cuantitativo, usando el programa ImageJ se cuantifico el contenido de colagena

por fotografia y por tratamiento.

INMUNOCITOQUIMICA, PROLIFERACION CELULAR USANDO BrdU

Este ensayo se hizo en dos partes. En la primera parte, el método es similar al

realizado en los ensayos de citotoxicidad, por ello se resume a continuacion:

Parte 1.

Este ensayo se hizo a partir de una caja T25 confluente. Para ello primero las
células fueron tratadas con tripsina, por lo que fue necesario colocar previamente
el medio DMEM y PBS (solucion salina) en bafio maria a 37°C. La tripsina (1:4) se

mantuvo a temperatura ambiente.
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Primero se quité el medio DMEM de la caja confluente y se lavé con PBS dos o
tres veces. Después se agregd 1 mL de tripsina y se dejo incubar por 10 min en
condiciones normales (37°C y 5% de COg2). Una vez transcurrido este tiempo se
golped levemente con la palma de la mano y se observé al microscopio para
corroborar que los fibroblastos estuvieran despegados.

Para inactivar la tripsina, se agregé 1 mL de medio DMEM en la caja T25 y luego
se transfirié todo el contenido (células + tripsina + medio DMEM) en un tubo falcon
de 15 mL. Se centrifugd a 1500 rpm por 10 min.

Después se retird el sobrenadante, se resuspendio el pellet de células y se
agregaron 2 mL de medio DMEM, nuevamente se resuspendi6. Se monto la
camara de Neubahuer para contar y obtener el nUmero de células vivas (células
redondas y traslucidas) y muertas (células deformes y azules) a partir de la

siguiente regla:

X/8*2*10,000*2=Y

Una vez teniendo el niumero de células total, mediante una regla de tres se
determind cuantos microlitros se tenian que depositar de la solucion antes hecha
(células + medio DMEM) para depositar 7,000 celular por pozo (en placas de 48
pozos). Luego se agregaron 200 pL de medio DMEM y se dejaron crecer hasta

alcanzar la confluencia (5-6 dias).

Una vez que los pozos alcanzaron la confluencia se retir6 el medio DMEM y se
agregaron 200 pL del tratamiento correspondiente, se dejaron incubar en
condiciones normales 37 °C y 5 % de CO2zdurante 24 o 48 h (segun sea el caso).

Parte 2.

In situ cell proliferation kit, FLUOS.
Cat 11810740001 (inmunofluorescencia).
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Preparacion de células: los pozos se lavaron con PBS dos veces. Luego se
agregaron 100 pL de la solucién stock de BrdU-DMEM (1 pL/ 1000 uL de DMEM)
se dej6é incubando por 3 h a 37°C. Pasado este tiempo, se retiré el BrU y se
hicieron lavados con PBS. Después se fijaron las células con PFA al 4% por 20

min, se hicieron lavados y se dejaron en PBS hasta su uso (no més de un mes).

Desnaturalizacion: se cubrieron los pozos con HCI 4M durante 15 min a
temperatura ambiente. Después se lavaron con PBS en tres ocasiones, por 5 min
en cada caso, con el fin de neutralizar se verifico que el pH fuera 6.5 si fuese el
caso que estuviera por debajo, era necesario seguir haciendo lavados.

Inmunodeteccidén: en cada pozo se agregaron 30 pL de buffer de incubacion
(solucién de bloqueo) durante 10 min. Después de este tiempo, se agregaron 30
pL de AntiBrdU FLUOS vy se dejaron incubar por 45 min a 37°C. Posteriormente,

se lavo 3 veces con PBS.

Tincion de nucleos: se agregaron 100 pL de colorante de Hoechts a cada pozo
(durante 10 s) para tefiir los ndcleos. Se lavaron las placas con PBS, se
mantuvieron en el mismo, se cubrieron con aluminio y se refrigeraron en oscuridad

hasta su uso (no mas de un mes).

Fotografias: se tomaron en un microscopio invertido de fluorescencia, con los
objetivos de 10 y 20X. En ellas, se observd en color azul a los nucleos, mientras
qgue en color turquesa o azul brillante, las células que se encontraban en division

celular.

Andlisis: cualitativo, se determiné en que tratamiento se observaba un mayor
namero de células en division celular. Cuantitativo, en cada fotografia se conto el
namero de células totales y de ellas cuantas se encontraban en divisién celular.

Esto se hizo por cada tratamiento.
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