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Resumen

El uso de extractos con accidn cicatrizante resulta una manera sencilla y econédmica en el tratamiento de heridas. Al combinarlo
con formas farmacéuticas que optimizan la accién del tratamiento, se obtiene una alternativa que aventaja a las existentes. En
el presente trabajo se logrd acoplar dos potenciales favorecedores de la cicatrizacion (ZnO y extracto de Plantago major) en
nanomatrices. Caracterizadas por SEM: ZnO= 720 nm, largo; 420 nm, base; Pm/ZnO= 500 nm, largo; 70 nm, base. Mientras el
analisis de FTIR mostr6 interaccion de las nanomatrices con Pm en las regiones 3651.4 cm™ y 3402.9 cm™ correspondientes a
los glucésidos aucubina, y en la region 2088 cm-1 corresponde al benceno de la misma, como las de mayor relevancia.
Finalmente, las nanomatrices disefadas mostraron mejores resultados cicatrizantes que sus componentes por separado
respecto del control en un 22.5,37.5, 40, 72.5y 85 % a los 3, 6, 9, 12 y15 dias, respectivamente. Por lo que, la administracién
tépica de nanomatrices de Pm/Zn0O, poseen un potencial terapéutico a considerar como tratamiento en lesiones de la piel.

Abstract

The application of extracts with healing action is a simple and inexpensive manner in the treatment of wounds. In
combination with pharmaceuticals forms which improve the effects of treatment, is obtained an alternative that
surpasses the existing. In this work was possible to couple two potentials flattering of healing (ZnO and extract of
Plantago major) in nanomatrices. SEM characterization showed ZnO nanomatrices of 720 nm, long; 420 nm, base;
Pm/ZnO= 500 nm, long; 70 nm, base. Meanwhile, FTIR analysis showed the interaction nanomatrix-Pm in the regions
3651.4 cm™ y 3402.9 cm' corresponding to glucosides of aucubina, and in the region 2088 cm™ to to benzene thereof,
being the most important. Finally, the nanomatrix designed showed better results on healing than its components by
separate respect to the control in 22.5, 37.5, 40, 72.5y 85 % at 3, 6, 9, 12 and 15 days, respectively. Therefore, the local
administration of nanomatrices of Pm/ZnO possess a terapeutic potential to consider as treatment in lesions of skin.
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I ntroduccion

El extracto de Plantago major (Pm) es comercializado y
utilizado para diferentes afecciones en paises de Sudamericay
Mexico. Por ser una planta comun de facil localizacion, no se
cultivay se le considera una maleza. Generalmente se e puede
hallar en zonas de pastos, laderas, cerca de cultivos 'y en los
bordes de caminos.>23 El Pm se hainstaurado como aternativa
alépata debido a sus propiedades antiinflamatorias,
antibacterianas, astringentes  y antihemorrégicas.*°
Particularmente, la injerencia del Pm sobre la hemostasia esta
en relacion ala activacion de factores que inducen coagulacion
favoreciendo el proceso de cicatrizacion y previenen e riesgo
deinfecciones. Su aplicacion sobre quemaduras de piel ayudaa
atenuar el dolor, debido a que presenta una cadena larga de
alcoholes primarios presentes en la cera de sus hojas. Asi
mismo, la propiedad de cicatrizacion se atribuye ala presencia
de taninos, glucdsidos y alantoinas, esta Ultima se caracteriza
por estimular la regeneraciéon de la epidermis.® Los reportes
indican que la mejor manera de obtener los principios activos
del Pm es a partir de una extraccion empleando una mezcla de
disolventes alcohol-agua (70 mL : 30 mL). A una temperatura
no mayor de 65-75 °C.5 6.7

Por otro lado, la ingenieria de los nanomateriales tiene gran
importancia en € disefio de nuevas formas farmaceuticas, para
incrementar y prolongar €l efecto terapeutico de farmacos
dirijidos a diversas enfermedades debido a que mantenienen
una concentracion constante en el sitio de accion. Una gran
variedad de sistemas se han desarrollado y utilizados,
incluyendo liposomas, micelas, dendrimeros, y co-polimeros.
Recientemente, los nanomateriales de 6xido de zinc (ZnO) han
[lamado |a atencién como posibles sistemas de liberacion.® Las
nanomatrices de ZnO, son quimicamente inertes, hidrofilicasy
defécil sintesis, ademas de que poseen altaresistenciamecanica
y bajatoxicidad.®

El ZnO, ademas de ser Util como matrices para transportar y
estabilizar a farmaco durante €l tratamiento, también posee
propiedades terapéuticas sobre las irritaciones y heridas
superficiales por su efecto astringente y antibacterial en las
concentraciones  adecuadas, protegiendo la lesion de
infecciones. 101! Para las lesiones y quemaduras en piel es
recomendable su aplicacion en polvo y en cremas sobre la parte
afectada, quedando una fina capa protectora. En €l proceso de
cicatrizacion €l zinc tiene un papel importante, debido a que
forma parte de las metaoproteinasas implicadas en la
reparacion celular en e sitio de la lesion por degradacién de
coldgeno y facilitan la migracién de queratinocitos.}2 Asi
mismo, se hareportado que laadministracion de ZnO tanto oral
como tépica en personas con niveles bajos de este metal en

sangre y tejidos, mejora los procesos de regeneracion celular y
aceleran la reparacion de heridas en la piel.13 En este sentido,
nosotros realizamos la sintesis de nanomatrices las cuales
presentan una degradacion lenta en condiciones tdpicas por o
se les considera como una estrategia terapéuticas de liberacion
controlada o de liberacién continua.* Por lo que la fusion de
dos potenciales moléculas con propiedades cicatrizantes fue
empleada para la elaboracion de nanomatrices de ZnO con €l
extracto de Pm através de método de sol-gel (nombradas como
Pm/ZnO), la cual permita potenciar el proceso de cicatrizacion.
De ahi que €l objetivo de este trabgjo fue evaluar la accién
cicatrizante de las nanomatrices de Pm/ZnO en unalesiéon de
piel en rata

Materialesy méodos

Extraccion del extracto de Plantago major

Las hojas de Pm se recol ectaron en lazonaurbana de Puebla, las
cuales fueron autentificadas por €l personal experto del jardin
botanico de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla
(BUAP), bgjo criterios boténicos de tamafio y grosor de tronco
y de hojas la cuales mostraron las siguientes caracteristicas:
dternas, todas basales, dispuestas en roseta, gruesas y ago
coriéceas, peciolo acanalado, verdoso, a veces de color purpura
en la base, de 4 a 20 cm de largo, laminas ovadas,
eliptico-ovadas o cordado-ovadas hasta orbicular-ovadas, de4 a
15 cm delargoy de 3 a 12 cm de ancho, apice obtuso, margen
entero o ligeramente ondulado y con frecuencia irregularmente
dentado, base prolongada hacia el tallo o peciolo, con o sin
pelos, venas por lo general divergentes desde la base, 3 a 5,
paraélas. Las hojas fueron lavadas con agua y desinfectadas
con hipoclorito de sodio (80 ppm), posteriormente se secaron a
temperatura ambiente durante 15 dias, se pulverizaron y
maceraron completamente en etanol a 96 % (2:50,
plantacdisolvente). Con la ayuda del Soxhlet se obtuvo el
extracto se filtro y finalmente se concentré a 65 °C através de
un rotavapor. El producto concentrado fue empleado para
formar las nanomatrices de Pm/ZnO.”

Preparacion de las nanomatrices de Plantago major / ZnO
En un sistema por reflujo con agitacion constante y a una
temperatura de 70 °C, se prepard una solucion homogénea con
150 mL de alcohol butilico, 10 mL de aguadesionizada, 0.5 g de
polivinilpirrolidona y 2 mL de extracto de Pm. A 70 °C de
reflujo se agregd (alasolucion) gotaagota21.5 mL de solucion
ZnO (97 %, Sigma-Aldrich). La solucién final con propiedades
de gel se sumergi6 en un recipiente con hielo por 15mina3 °C.
Se elimind el disolvente en un rotavapor a 40 °C con vacio. Se
obtuvieron las nanomatrices de Pm/Zn0O.15

L as nanomatrices de Pm/ZnO se caracterizaron por los métodos
referidos como apropiados que correspondieron alamicroscopia
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electronica de barrido (SEM) (JEOL JSM-6610LV) y la
técnicas de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)
(Digilab SCMITAR).

Animales

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar (n=20)
proporcionadas por €l Bioterio Claude Bernard de la
Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla. El rango de peso
fue de 310 - 360 gramos. El uso y cuidado de los animales se
realizé en concordancia con lo establecido en la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 y a comité de investigacion
de usos de animaes de laboratorio de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla.

Protocolo de administracion

Se formaron cuatro grupos experimentales (n = 5 por grupo): 1)
Control: lesidn; 2) lesidn + extracto de Pm (100uL) y 3) lesion
+ nanomatrices de ZnO vacias (50 mg) y 4) lesion +
nanomatrices de Pm/ZnO (50 mg).

Los animales fueron previamente anestesiando con
ketamina-xilacina (0.2mL/100g) y con una navaja de bisturi se
generd unalesién de 2 cm de largo en lapiel anivel de cavidad
craneal. Posteriormente se aplicaron los tratamientos
respectivosdeformatépicaen el &readelalesion. Al término de
la aplicacion de cada tratamiento, los animales fueron
administrados con bencilpenicilina (20 Ul) durante tres dias.
Los animales fueron alojados en cgjas de acrilico individuales
con libre acceso de aguay alimento. EnlosdiasO. 3, 6,9, 12y
15 posterior alalesién, los animales fueron pesadosy se midio
lalongitud de la lesion para obtener el porcentaje de retraccion
de laherida con la siguiente formula:

% de retraccion de la herida= % x 100

Donde:

do: Longitud inicial delaheridaen el dia0 (2 cm)

dt: Longitud delaherida despuésdelaincisionenlos 3, 6, 9, 12
y 15 dias.

Andlisis estadistico

L as datos fueron expresados como la media + €l error estandar
de la media (ESM) para todos los experimentos. El andlisis
estadistico se desarrolld, por medio de unaANOVA de unavia
y un nivel de confianza de 95 % y cuando fue necesario, se
compararon las medias aplicando la prueba de Bonferroni.

Resultadosy discusion

La cicatrizacion es un proceso complejo y concatenado de una
variedad de célulasy componentes de matrices que actlian en la
reparacion del dafio tisular, regulando procesos de hemostasia,
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inflamacién,  proliferacion ~ celular  (reparacion) y
remodelamiento tisular.’® En e presente estudio se abordo la
accion cicatrizante de las nanomatricesde Pm /ZnO en lapiel de
rata después de generar una lesion de 2 cm de longitud en la
cavidad craneal. Con lafinalidad de evaluar si las nanomatrices
de ZnO con €l extracto de Pm podrian acelerar la cicatrizacion
en lapiel deratalesionada.

Los resultados del presente trabajo obtenidos por la técnica de
SEM muestran que los nanomateriales de ZnO presentan una
morfologia estructural cristalina hexaédrica (Fig. 1 A). En
donde los prismas muestran diferentes tamafios, los mas
grandes tienen una dimensién en promedio de 720 nm de largo
y 420 nm de base, mientras que los més pequefios presentan una
dimension en promedio de 150 nm de largo y 50 nm de base.
Por otra parte la micrografia del material de Pm /ZnO (Fig. 1B
y 1C) proporciona informacion sobre la topografia superficial,
lacual permite determinar lahomogeneidad y tamarfio promedio
de las particulas a un aumento de 5,000 y 10, 000 X. Cuando
aplicamos un aumento de 40,000 X se observa una morfologia
de particulas semialargadas cristalinas, en donde e tamafio
promedio de estas fue de 500 nm de largo y 70 nm de base,
después launion del Pm (Fig. 1C).
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Figura 1. Fotomicrografias representativas de nanomatrices de
ZnO a 40, 000X (A) y Pm/ZnO a5,000X (B), 10,000X (C) y 40,
000X (D).

Asi mismo, sedesarrollaron los estudiosde FTIR paraZnO, Pm
y Pm/ZnO (Fig. 2), en donde |os espectros de las nanomatrices
de ZnO muestran una banda de absorcién ubicada en 3883.8 cm?,



lacual representa el modo de vibracion molecular delos grupos
hidréxidos terminales (vO-H),1” enlazados en las aristas de los
atomos de Zn del soporte (ZnO). En 3651.4 cm'! y 3402.9 cm-1
se observa una banda de absorcién ancha, que identifica al
modo de vibracion tipo aargamiento de los grupos hidroxilos
correspondientes a los glucésidos aucubina (vO-H) asignados a
los grupos hidroxilos (OH-) del agua (H-OH), disolvente
(etanol, R-OH) y a la hidroxilaciéon del gel (Zn-OH), que
muestran la interaccion de Pm con las nanomatrices de ZnO.
Estos grupos funcionales se encuentran en los poros del ZnO
formados durante la primera etapa de gelacion. Los modos de
vibracion de alargamiento de tipo vC-H, ubicados en 2905.9
cm'!, corresponden a las especies quimicas C-H de los metilos
(Zn-O-CH3) y en 2504.9 cm'! los grupos etoxi (Zn-OCH,CH3),
que no llegaron a reaccionar durante la sintesis del ZnO.!7-18 La
absorcién en 2344 .4 cm’!, corresponde a las interacciones de las
especies C-O del CO, atmosférico. La absorcion en 2088 cm’!
corresponde a benceno de la aucubina de Pm, la cual al formar
parte de las nanomatrices desaparecen del espectro de IR. Hacia
1464 cm™! se ubican las vibraciones de alargamiento simétricas
vCOO- y deformacion SCHj.
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Figura 2. Figura 2. Espectro de FTIR de nanomatrices de ZnO,
PmM/ZnOy Pm.

La banda de absorcién localizada entre 1013.1 cm’,
corresponde a vibraciones de tipo alargamiento de los grupos
C-C (vC-C), y C-O (vC-0), las cuales se deben a especies
metoxi,'?- 20 asi como a disolventes, productos y subproductos
de la reaccion de sintesis del material 2!-22 A regiones de baja
energia del espectro, se observan tres bandas de absorcién,
ubicadas en 876.8 cm’!, 7089 cm' y 5545 cm! que
corresponden a vibraciones de tipo flexion de los grupos
Zn0.!7- 21 Respecto al espectro de FTIR del nanomaterial
Pm/ZnO, se pueden diferenciar con precisiéon los modos de
vibracion correspondientes al ZnO y al Pm, como se presenta en
la Fig. 2. Por lo que con todo lo anterior se puede establecer que
el Pmestd presente en el nanomaterial de ZnO.

Una vez que las nanomatrices de Pm/ZnO fueron
caracterizadas, se evalud su accion cicatrizante en el sitio de la
lesién en la piel de ratas. El primer pardmetro a evaluar fue el
peso de los animales como un indicador de estrés en respuesta a
la lesién, se ha mostrado que durante una cirugia, y sobre todo
en la recuperacion existen estimulos anorexigenicos mediados
por proteinas de fase aguda, citocinas e interleucinas, sobre el
nticleo arcuato hipétaldmico que conllevan a la pérdida de peso.
La Fig. 3 muestra el control de peso realizado en los dias 0, 3, 6,
9, 12 y 15 del tratamiento. Los resultados nos indican que el
peso de los animales de cada grupo experimental no se modificé
en el curso de la evaluacion de la actividad cicatrizante de los
nanomateriales de Pm/ZnO. El peso de cada uno de los
animales con los diferentes tratamientos oscil6 entre los 310 a
360 gramos, ademds el andlisis estadistico no revelé cambios
significativos con respecto al grupo control.
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Figura 3. Evaluacién del control de peso de los animales tratados
con las nanomatrices de Pm/ZnO. Se emplearon ratas macho de
310 a 360 gramos con unalesién de 2 cm en la cavidad craneal. Se
formaron 4 grupos: control, tratados con extracto de Pm, ZnO y
nanomatrices (Pm/Zn0). El peso delosanimalesseregistré alosO,
3, 6, 9 12 y 15 dias respecto a la administracién local de los
diferentes tratamientos. Los datos graficados corresponden a la
media = el ESM. (ANOVA de una via, post test de Bonferroni).

Para demostrar el efecto cicatrizante de las nanomateriales de
PmvZnO, se determind el porcentaje de retraccion de la lesion
craneal. Los resultados nos indican que el grupo control mostré
una retraccion gradual (%) del sitio de lesion durante el dia 3
(10 %), 6 (25 %), 9 (30 %), 12 (35 %) y 15 (40 %). Por otra
parte en el grupo tratado Unicamente con el extracto, denoté un
porcentaje de retraccion de la lesion del 12.5, 32.5, 35,50 y 60
% alos 3,6,9, 12,y 15 dias, respectivamente. Asimismo la
administracion de ZnO registré un 30, 35, 40, 40, 50 % en los
tiempos respectivos de seguimiento. Finalmente los datos
obtenidos del grupo tratado con los nanomateriales con
glucésidos del extracto mostraron mejores resultados que las
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nanomatrices sin extracto o e extracto solo administrado
topicamente, correspondiendo al 22.5 % alos 3 dias, 37.5 % a
los 6 dias, 40 % alos 9 dias, 72.5 % alos 12 diasy 85 % alos
15 dias, respectivamente (Fig. 4). El andlisisde ANOVA del %
de retraccion de la lesion craneal en cada uno de los tiempos
respecto al grupo control, evidencié que € tratamiento de las
nanomateriales con extracto fue estadisticamente significativo
(P<0.05).
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Figura 4. Evaluacién de la actividad cicatrizante de las
nanomatrices. Se emplearon ratas macho de 310 a 360 gramos con
una lesion de 2 cm en la cavidad craneal. Se formaron 4 grupos:
control, tratados con extracto de Pm, ZnO y nanomatrices
(Pm/Zn0O). La actividad cicatrizante se evalu6 por medio del
porcentaje de retraccién de la lesion craneal de cada grupo
experimental alos3, 6,9, 12y 15 diasdespuésdelaadministracion
local de los diferentes tratamientos. Los datos graficados
corresponden ala media+ el ESM. (Control vs Pm, ZnO, Pm/ZnO
en cada tiempo: ANOVA de una via, *p < 0.05; **p< 0.01;
***n<0.001).

El extracto de Pmy e ZnO por separado ejercen de forma
similar un efecto cicatrizante con respecto a grupo control.
Debido aque el porcentgje de retraccion delalesion craneal del
grupo tratado Unicamente con el extracto de Pm increment6 de
forma significativa respecto a control en el dia12 (50 %) y 15
(60 %). Mientras que €l grupo tratado Gnicamente con el ZnO
revel6 un incremento significativo en los dias 3, 6, 9 y 15
posteriores ala aplicacion. El andlisis del curso temporal del %
de retraccion de cada grupo experimental revel6 que el
tratamiento de las nanomatrices de Pm/ZnO expresa cambios
significativos a partir del dia 9, 12 y 15 en comparacion a los
diversos tratamientos. Esto sugiere que la velocidad de
cicatrizacion del PmyZnO es mayor alargo plazo.

El ciclo de cicatrizacion — renovacion tisular es en gran medida
esdebido alaredistribucion del Zn alazonadelesion, asi como
a los hepatocitos responsables de |la sintesis de proteinas de
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respuesta de fase aguda (estimulada por IL-1, IL-6 y TNF-a),
las cuales pueden contener al bioelemento en su estructura, sitio
catalitico, enlaces tiolicos y en aminoéacidos aromaticos
formando compuestos de coordinacién.2? El Zn forma parte de
mas de 300 proteinas presentes en €l organismo, entre las que
destacan polimerasas de DNA y RNA, transcriptasas inversas,
proteasas y mas de 70 metaloenzimas que tienen un papel
central en lareconstruccion de lapiel lesionada 24 2

Por lo que & Zn, es esencid para la actividad de muchas
enzimas involucradas en la cicatrizacion, por ser un acelerador,
precursor y cofactor del mecanismo de sefidizacion en
fibroblastos, células endoteliales y en la angiogénesis de la
placa queratinosa que bloquealaherida. El grupo enzimético Zn
dependiente de mayor relevancia en €l proceso de cicatrizacion
son las matrices metaloproteinasas (MMP), proteinas capaces
de degradar los componentes de las matrices extracelulares y
que exhiben diversidad de especificidad proteolitica en un
rango importante de proteinas y glicoproteinas, en las que se
incluyen citocinasy sus receptores, asi como para moléculas de
adhesion. Las MMP son sintetizadas por diversos grupos
celulares en € sitio de la herida: macréfagos, fibroblastos,
células endoteliales y en menor proporcion por queratinocitos,
el Zn en dllas se encuentraunido a sitio catalitico, por lo que es
indispensable para su actividad en € proceso cicatrizacion —
reparacion.6

Por otro lado, ya se han reportado los diferentes principios
activos contenidos en e extracto de Pm.6 7 Carbohidratos
extraidos de la planta como glucosa, fructosa, xilosay ramnosa
actlian como inmuno estimulantes incrementando lafagocitosis
15 — 50 %, han sido usados con excelentes resultados en el
tratamiento de Ulceras e inflamacion, utilizando dosisde 1.5-3
g/dia Acidos grasos, como e araquiddnico, triterpeno,
oleandlico, ursdlico y mayormente € pamitico han sido
aisados y demostrado su efecto curativo en lesiones
superficiales en congjos. Derivados del &cido cafeico, que se ha
identificado como un potente antioxidante por secuestro de
radicales libres2o inhibidor de los efectos del &cido
aragquidonico?*?> y de las 5 y 15 lipooxigenasas.?8 Flovonides
como baicaleina, hispidulina y plantaginina de los cuaes se
conoce a detalle su poder antiinflamatorio y antioxidante,
secuestrando  radicdles  libres e impidiendo la
lipoperoxidacion.2” Glucosidos Iridoideos, como la aucubina
gue aunque se encuentra presente en arededor del 1.3 % del
estracto  presenta  propiedades  antiinflamatorias  y
espasmoliticas. Vitaminas, como provitamina A, vitamina C y
vitamina K .28 Propiedades hacen del Pm una planta usadaen la
medicina tradicional como analgésico y antiinflamario,
antioxidante, antihipertensivo, hipoglucemiante, diurético
antiul cerogénico, anticancerigeno, inmunomodul ador,
antibiético, antifingico, antiviral y antiparasitario.



Por lo tanto el ZnO y el extracto de Pm coadyuvan para la
recuperacion de la lesion, mantiene constante el efecto
farmacol dgico, acelerando la cicatrizacion (dia 6 a 15).

Conclusion

Los experimentos de caracterizacion demostraron la presencia
del Pm en las nanomatrices de ZnO, las cuales mostraron una
mayor eficaciaterapéutica que acelerala cicatrizacion generada
en piel de rata. Por lo que estas nanomatrices poseen un
potencial terapéutico importante a considerar en €l tratamiento
cicatrizante, pudiéndose emplear en un futuro como un sistema
coadyuvante entre las propiedades del Zn y del glicosido de Pm
(aucubina), que se liberd en las lesiones dérmicas de |os sujetos
de estudio.
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