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RESUMEN

Introduccioén: Cissus quadrangularis (Linn) posee efectos de cicatrizacion,
analgesia y antiinflamatorio. Phyllanthus reticulatus Poir (Linn) se utiliza en
tratamiento de heridas cutaneas, quemaduras y Ulceras.

Objetivos: comparar C. quadrangularis y P. reticulatus en la cicatrizaciéon de
heridas inducidas quirdargicamente en la piel de cobayos. Evaluar el tiempo de
cicatrizacion, las variaciones macroscopicas y microscopicas del tejido cicatrizado y
el grado de contaminacion.

Métodos: fueron utilizados en el estudio 30 cobayos machos no castrados y sanos,
con seis meses de edad y con un peso promedio de 650 gramos. Se realizaron tres
heridas en la regiéon dorsal de cada animal y cada herida fue tratada diariamente
con C. quadrangularis, solucién salina al 0,9 % y con P. reticulatus, al respecto. Las
biopsias del grupo | fueron realizadas siete dias después del procedimiento
quirargico, en el grupo Il dia 14 y el grupo 11l el dia 21. Todas las muestras fueran
enviadas para evaluacion histopatolégica.
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Resultados: en el dia séptimo de tratamiento, se observo tejido de granulaciéon de
las heridas tratadas con C. quadrangularis, mientras que en las heridas tratadas
con P. reticulatus se percibié la presencia de tejido de granulaciéon al noveno dia
post tratamiento. No ocurrié diferencia significativa entre el tiempo de cicatrizacion
entre los tres tratamientos. Durante el estudio se noté predominio de neutroéfilos en
todas las heridas de todos los grupos, con mayor evidencia en aquellas tratadas con
C. quandrangularis.

Conclusiones: las heridas tratadas con C. quadrangularis cicatrizaron mas
rapidamente y mostraron menor grado de contaminaciéon que las tratadas con P.
reticulatus.

Palabras clave: evolucion cicatrizante, fitoterapia, lesion de piel.

ABSTRACT

Introduction: Cissus quadrangularis (Linn) has healing, analgesia and anti-
inflammatory effects. Phyllanthus reticulatus Poir (Linn) is used for treating skin
wounds, burns and ulcers.

Objectives: to compare the effectiveness of C. quandrangularis and P. reticulatus
in wounds healing surgically induced in skin of guinea pigs, evaluating the healing
time, microscopic and macroscopic healing variations and contamination degree.
Methods: Was used in study 30 health guinea pigs, males, six months old, with
mean weight of 650 grams. Three wounds were promoted in each animal in the
dorsal region and the wound was treated, daily, with C. quandrangularis, saline
solution 0.9% and with P. reticulatus. The biopsies were performed in Group | on
the seventh day after the surgery, Group Il on the fourteenth day and the Group Il
on the twenty-first day after the surgery and sent to histopathologycal evaluation.
Results: on the seventh day of treatment the wounds which treated with C.
quadrangularis were observed granulation tissue, while wounds treated with P.
reticulatus were observed on the ninth day after. No healing significant difference
occurred between the treatments. During the study was observed predominance of
neutrophils in all wounds of all groups, more evident in those treated with C.
quandrangularis.

Conclusion: The wounds which treated with C. quandrangularis healed faster and
showed less contamination degree than treated with P. reticulatus.

Key words: healing evolution, phitotherapy, skin lesion.

INTRODUCCION

De acuerdo con la Organizacion Mundial de Salud (OMS), por lo menos el 80 % de
la poblacién que viven en paises en via de desarrollo, depende de las practicas
populares para el tratamiento de varias enfermedades que afectan a humanos y
animales.'? En la actualidad, existe una tendencia del uso de la fitoterapia para el
tratamiento de diversas enfermedades, por ser de bajo costo y con menos efectos
colaterales.® El uso de la fitoterapia en medicina veterinaria ha sido una opcién
alternativa para la obtencion de productos de origen natural libres de residuos
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guimicos.* Los estudios realizados buscan una validez cientifica del conocimiento
popular en relacién al uso de las plantas y su actividad.®>® Las ventajas del uso de
plantas en el tratamiento de heridas cutaneas son: la estimulacion del proceso de
cicatrizacion y una marcada actividad antiinflamatoria debido a la presencia de las
fitoestimulinas.”® Sin embargo, tiene desventajas que incluyen poco conocimiento
del mecanismo de accién, falta de informacion de las dosis y frecuencia de uso,
efectos adversos y el riesgo de extincion de algunas plantas por el uso
indiscriminado de las mismas.®°

Cissus quadrangularis (Linn) es una planta de la familia Vitaceae, se puede
encontrar en regiones secas y calidas, en sabanas y bosques de baja vegetacion, es
nativa de la India y Sri Lanka e importada al Brasil, también se encuentra en Africa,
Arabia y en el Sudeste de Asia. "1 El producto resultante de la trituracién de sus
hojas posee efectos cicatrizante, analgésico, antiinflamatorio, antioxidante,
antibacteriano, anabdlico, restaurador del epitelio de la mucosa gastrica y
adyuvante en la consolidacion de fracturas. 1©12-14- Phyllanthus reticulatus Poir
(Linn) es una planta de la familia Euphorbiaceae.'®> Es comun en Delta de
Okavango, en Botsuana, y muchas veces crece en bajas altitudes y matorrales. Es
una planta importada al Brasil y tiene distribucién a lo largo de Africa tropical.'* Sus
hojas después de un proceso de secado son utilizadas para el tratamiento de
heridas cutaneas, quemaduras y Ulceras. Poseen un efecto cicatrizante,
antiinflamatorio y antibacteriano. 10.13:14.16

Dado a la gran tendencia del uso de los recursos naturales en la medicina humana
y veterinaria, y la escasa informacion bibliografica del uso de la C. quandrangularis
y de P. reticulatus en el tratamiento de heridas de piel, el presente estudio
pretende comparar el efecto cicatrizante de ambas plantas en heridas cutaneas en
cobayos como modelo experimental en animales de laboratorio; evaluar el tiempo
de cicatrizacion, las variaciones macroscopicas y microscopicas del tejido
cicatrizado y el grado de contaminacion.

METODOS
Material vegetal

Las hojas de C. quadrangularis y de P. reticulatus, se recolectaron por en la zona
rural de la ciudad de Maputo-Mozambique, a una altitud de 39 m sobre el nivel del
mar. Los respectivos espécimenes fueron depositados en el Herbario de la
Universidad Eduardo Mondlane, Mozambique (HEM-FEF 00433; HEM-FEF 00671).

Obtencién de los extractos

Las hojas de C. quadrangularis fueron trituradas y utilizadas de inmediato, en
cuanto a las hojas de P. reticulatus fueron antes, puestas en papel absorbente para
remover el exceso de agua y sometidas a secado con temperatura ambiente
durante siete dias. Después del secado, las hojas fueron maceradas y utilizadas de
inmediato.25:10:16

Animales

Fueron utilizados en el estudio, 30 cobayos machos no castrados y sanos, con seis
meses de edad y con un peso promedio de 650 gramas (500 — 850 gramas). Los
animales fueron adquiridos de un bioterio con ambiente controlado de temperatura
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(20 °C), humedad (55 %) y luz (12 h con luz e 12 oscuro); y el estudio se realizo
en un lugar con condiciones similares.

Fueron pesados, sometidos a examenes fisico previo y colocados en jaulas
individuales. La preanestesia fue realizada con Rimadyl? (0,1 mg/kg, via
subcutanea) y Dimorf® (2 mg/kg, via subcutanea). La induccion anestésica fue
realizada con una combinaciéon de Ketamin® (40 mg/kg) y Domitor? (0,5 mg/kg) por
via intraperitoneal. Siempre que fue necesario, se utilizé la mitad de la dosis inicial
de ketamin. El estudio fue aprobado por la comision de Etica Experimental Animal
de la facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Eduardo Mondlane,
Mozambique, con el protocolo 15/05/2013.

Evaluacion de la capacidad cicatrizante

La tricotomia fue realizada en la region dorsal del todos los animales, desde la
porcion toracica hasta la porcion sacra, extendiéndose desde el costado izquierdo
hasta el costado derecho. Todos los animales fueron sometidos quirdrgicamente a
tres lesiones cutaneas, en la region dorsal de la piel, de 0,79 cm? de area circular y
2 mm de profundidad hasta llegar al tejido subcutaneo. La primera herida fue
localizada caudal a la escapula y la segunda y tercera herida fue localizada caudal a
la primera y con 2 cm de distancia entre ellas. La primera herida fue tratada con 2
gramos de C. quadrangularis, la segunda herida fue tratada con solucion salina al
0,9 % y la tercera herida con 2 gramos de P. reticulatus. Los animales fueron
divididos aleatoriamente en tres grupos de diez animales, de acuerdo con los
momentos de biopsia. El grupo | fue sometido a biopsia a los siete dias después de
la induccion de las lesiones; el grupo Il el dia 14 y el grupo 111 el dia 21 después de
la induccion de las lesiones. Las muestras fueron conservadas en frascos estériles
con formol al 10 % para examen histopatoldgico, procesadas y tefiidas con
hematoxilina y eosina la evaluacion de las capas dérmicas, presencia de células de
reaccion inflamatoria y diferenciacioén celular.

Durante el estudio ningun animal fue tratado con antibiético, antiinflamatorio o
analgésico. Animales con signos clinicos de dolor fueron retirados del estudio y
tratados con rimadyl (0,05 mg/kg, via subcutanea) cada 12 h durante tres dias.
Cada 24 h fueron realizadas limpiezas de las respectivas heridas con solucién salina
al 0,9 %, remocion de costras, medicion de temperatura rectal y peso de los
animales. La evaluacion macroscoépica fue realizada de acuerdo con la disminucion
de las heridas, presencia de pus y formacion de tejido de granulacion. El grado de
contraccion de la herida fue evaluado con el uso de la siguiente férmula:

% de reduccion en el dia de la medida: ol Bl 7 oo Bl Ble R il % 100

Area inicial

Se obtuvieron hisopados de las tres heridas en el primero, cuarto y séptimo dia
después de la induccién de las lesiones y enviados a cultivo para identificacion
bacteriana.

Analisis estadistico

Los resultados fueron analizados y comparados estadisticamente con el uso del
programa SPSS®, con analisis de varianza (ANOVA), seguido de prueba de Tukey
con 5 % de significacion para la comparacion de las medias (P < 0,05).
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RESULTADOS

Durante el estudio se observé una variacion en relacion al peso de los animales de
todos los grupos, una disminucién en los primeros tres dias después de la induccion
de las lesiones, y un aumento gradual a partir del cuarto dia.

Las heridas tratadas con C. quadrangularis, presentaron bordes redondeados y bien
definidos sin signos macroscopicos de infeccién durante todo el estudio, mientras
que 13,3 % de las heridas tratadas con P. reticulatus presentaron apariencia
humeda, con exudado purulento dos dias después del inicio del tratamiento. No fue
observada la presencia de pus en las heridas tratadas con C. quadrangularis.

A partir del tercer dia de tratamientos se observ6 formacién de costras en todos los
animales. En el dia séptimo de tratamiento, se noto tejido de granulacion de las
heridas tratadas con C. quadrangularis mientras que las heridas tratadas con P.
reticulatus y con solucién salina 0,9 % se aprecio la presencia de tejido de
granulaciéon al noveno dia post tratamiento. Las heridas tratadas con P. reticulatus
presentaron una coloracién verde en el décimo cuarto dia de tratamiento,
desapareciendo en el dia vigésimo primero dia de tratamiento (tabla 1).

Tabla 1. Evolucién de las heridas tratadas con Cissus quadrangularis, solucion salina 0,9 %
y con Pyllanthus reticulatus Poir, en el dia 0 {después de la induccién de la lesién), séptimo dia de tratamiento,
décimo cuarto y vigésimo primero dia de tratamiento

DIAS DE Herida tratada con Herida tratada con Herida tratada con
TRATAMIENTO Cissus guadrangularis solucién salina 0,9 % Phylianthus reticulatus Poir
——— F”‘ —
0
7
14
21

El tiempo promedio de cicatrizacion de las heridas tratadas con C. quadrangularis
fue de 17 dias, las heridas tratadas con P. reticulatus fue de 19 dias y con solucién
salina al 0,9 % fue de 21 dias. No hubo diferencia significativa entre los tres
tratamientos. En las heridas tratadas con C. quadrangularis se observé una
disminucién mas rapida de su &rea entre el tercero y décimo cuarto dia de
tratamiento, seguidos de una disminucién continua hasta el décimo séptimo dia de
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tratamiento. En las heridas tratadas con P. reticulatus se aprecioé una disminuciéon
mas rapida de su area a partir del séptimo dia de tratamiento hasta el décimo
cuarto dia de tratamiento y una disminucién continua hasta el dia décimo noveno
de tratamiento. En relacion a las heridas tratadas con solucion salina 0,9 % se
observo una disminucién lenta y continua del area lesionada hasta el vigésimo
primero dia de tratamiento. Sin embargo, la variacion de &rea en las heridas
tratadas con los tres productos no fue estadisticamente significativa.

Al séptimo dia las heridas tratadas con C. quadrangularis presentaron un porcentaje
de contraccién de herida del 44,1 % y en un 6,7 % aumento de area de la misma.
Las heridas tratadas con P. reticulatus presentaron un porcentaje de contraccion del
7,75 % y con un aumento de area en un 22 % de las heridas. Las heridas tratadas
con solucién salina al 0,9 % presentaron un porcentaje de contraccién de 4,8 % y
con aumento de area en el 11 % de las heridas. Al décimo cuarto dia de
tratamiento, se observd un porcentaje de contraccién de 91,4 % de las heridas
tratadas con C. quadrangularis. En las heridas tratadas con P. reticulatus se
presentd un porcentaje de contraccion del 81,04 % y en las heridas tratadas con
solucién salina al 0,9 % un porcentaje de contraccion de 76,02 %.

En el primer dia posterior a la induccion de las lesiones, se observé presencia de
Pseudomonas aeruginosa en las heridas tratadas conC. quadrangularis, mientras
que las heridas tratadas con P. reticulatus y solucion salina 0,9 % se observo el
crecimiento de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus. En el cuarto y
séptimo dia de tratamiento no se percibidé crecimiento bacteriano en las heridas
tratadas con C. quadrangularis; mientras que, en las heridas tratadas con P.
reticulatus se mantuvo la presencia de Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus
aureus hasta el séptimo dia de tratamiento.

Los resultados histopatoldgicos fueron analizados por tres especialistas del area,
siendo util para la estandarizacién de los mismos por medio de consenso mutuo. En
las biopsias de las heridas tratadas con C. quadrangularis del grupo I, se observo
por la evaluacion histopatolégica un infiltrado inflamatorio caracterizado por la
presencia de neutrofilos, focos hemorragicos y tejido de granulacion (Fig. 1A). Las
heridas tratadas con P. reticulatus fueron observadas presencia de neutrdfilos,
células gigantes, focos hemorragicos, tejido de granulacién y pigmento de color
verde (Fig. 1B).

A B

Fig.1. Microfotografia de las biopsias de las heridas tratadas
con . quadrangularis (A) v con P reticulatus (B) siete dias
después de la induccidn de la lesign. Reaccian inflamataoria {ri),
tejido de granulacion (tg), celulas gigantes {cq), pigmento verde
(pv) v focos hemorragicos (fh). (HE. 40x%). [Barra: 100 prm].

353
http://scielo.sld.cu



Revista Cubana de Plantas Medicinales 2015;20(3):348- 357

En las biopsias de las heridas tratadas con C. quadrangularis del grupo Il se
observo la formacion de epitelio, tejido conjuntivo organizado, fibroblastos, tejido
granulacion y células de reaccién inflamatoria (Fig. 2A). En las heridas tratadas con
P. reticulatus se percibi6é presencia de células de reaccién inflamatoria difusa,
células gigantes alrededor del pigmento verde, pigmento verde y tejido granulacién

(Fig. 2B).

Fig. 2. Microfotografia de las biopsias de las heridas tratadas
con C. guadrangularis (A) y con P reticulatus (B) 14 dias poste-
riores a la induccign de la lesiones. Ceélulas gigantes {cg),
epitelio {ep), pigmento verde (pv), fibroblastos (fb), reaccidn
inflarmatoria {ri}, tejido conjuntivo {tc), tejido granulacion {tg)
(HE. 10x). [Barra: 100 pm].

Las biopsias de las heridas tratadas con C. quadrangularis, con P. reticulatus y con
solucion salina al 0,9 % del grupo Il mostraron reepitelizacion evidente,
membrana basal bien definida, queratinizacion superficial, tejido conjuntivo
organizado y presencia de foliculos pilosos. Durante el estudio se observoé la
presencia de reaccion inflamatoria caracterizada por la presencia de elementos
celulares con predominio de neutroéfilos en todas las heridas de todos los grupos.

DISCUSION

La disminucién del peso del los animales puede estar asociado el estrés de
manipulaciéon y quirdrgico y proceso inflamatorio (trauma doloroso) pos
operatorio.'®17 Durante el proceso inflamatorio ocurre la produccién de interleucina
1 (IL1), interleucina 6 (IL6) y factor de necrosis tumoral (TNF), y consecuente
proteinas de fase aguda. Niveles elevados de TNF estimulan el aumento de leptina,
induce al organismo a gasto energético y una disminucién del consumo de
alimento, consecuente pérdida de peso.18-20

En el presente estudio no se optd por el uso de vendajes en las heridas porque su
utilizacion podria provocar traumas al ser retiradas, desencadenando un estimulo
inflamatorio y retardo del proceso de cicatrizacién.” Sin embargo, fue realizada
limpieza diaria de las heridas con solucién salina al 0,9 %. La limpieza de las
heridas cada 24 h evita el trauma directo y por medio de la hidratacion favorece la
cicatrizacion.?! La presencia de pus asociada a la contaminacién en las heridas
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tratadas con P. reticulatus puede estar relacionada con la inmunidad especifica del
animal. Por otro lado, la ausencia de pus en las heridas tratadas con C.
guadrangularis puede estar asociada a su accién antibacteriana.l® La variacion de
las areas de las heridas tratadas con los diferentes productos puede estar
relacionada con la retraccion centripeta y con la tension elastica da piel
circundante.® El mayor porcentaje de contraccion de heridas tratadas con C.
quadrangularis en relacion a las tratadas con P. reticulatus y las tratadas con
solucion salina al 0,9 %o, ilustran el mayor efecto antiinflamatorio y de formacién de
tejidos de granulacion de la C. quadrangularis, similar con la literatura.'?13

El intervalo de realizacion de los hisopados para la verificacion de crecimiento
bacteriano tuvo como finalidad comparar los resultados encontrados en el primer
hisopado,'’ diferente a lo citado Rahal,” refiriéndose a la realizacion de hisopados
después de la cirugia. La ausencia de bacterias en las heridas tratadas con C.
quadrangularis después, del cuarto dia de tratamiento se debidé a su efecto
antimicrobiano, diferente a los observado con P. reticulatus.1%13

El andlisis de los resultados histopatoldgicos por tres especialistas del area e ciego,
fue atil para la estandarizacion de los resultados por consenso mutuo. Por otro
lado, puede ocurrir variabilidad intra y entreobservadores.?? Los resultados
histopatolégicos de las heridas tratadas con C. quadrangularis y con P. reticulatus
al séptimo dia de tratamiento son coherentes con la literatura. 23 La intensa
presencia de tejido de granulacion sugiere la existencia de revascularizacion, es asi
evidente una mayor reepitelizacion confirmada en las heridas tratadas con C.
quadrangularis, relacionada a la accion antioxidante e inhibicion de la sintesis de
oxido nitrico, que impide la accién de los radicales libres evitando el dafo tisular.?!

La presencia de pigmento verde fue el resultado del macerado de las hojas de P.
reticulatus.'® La representacion acentuada de tejido de granulacién asociada a la
revascularizacion en las heridas tratadas con C. quadrangularis permitiéo deducir la
apariencia de nutricidon y oxigenacion del area lesionada y por consiguiente
cicatrizacion mas rapida. La presencia de reaccion inflamatoria caracterizada con
predominio de neutrdfilos en todas las heridas de todos los grupos, con mayor
evidencia en aquellas tratadas con C. quadrangularis, seguido por el grupo tratado
con P. reticulatus y del grupo tratado con solucion salina al 0,9 %, no fue coherente
con la literatura,?®?4 que cita que los neutrofilos son las primeras células
encontradas en la fase aguda de la inflamacion, y pasadas 24 a 48 h se degeneran.

C. quadrangularis cicatriza mas rapido en relacion a P. reticulatus, con un tiempo
promedio de 17 dias, siendo dos dias menos en relacion a P. reticulatus. Por otro
lado, las heridas tratadas con C. quadrangularis demuestran menor grado de
contaminacién que las tratadas con P. reticulatus.
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