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RESUMEN

Introduccion: Las especies vegetales constituyen el remedio primero a los problemas de salud
gue aquejan a las personas. La granada es rica en acido ascérbico, mejora la barrera epidérmica y
reduce la contraccidn de las heridas. La flor de agua posee actividad antibacteriana.

Objetivo: Evaluar el efecto cicatrizante del polvo carbonizado de Punica granatum Linn (granada)
y de Eichhornia crassipes (flor de agua), en un modelo experimental en ratas.

Métodos: Estudio analitico experimental con el empleo 30 ratas macho distribuidas en 3 grupos
(n= 10). Grupo I y II; tratadas con el polvo carbonizado de la granada y flor de agua
respectivamente. Grupo III: Tratadas con cloruro de sodio al 0,9 %. Se realiz6 un modelo de
herida por escision en el dorso. La evolucion de la cicatrizacion fue seguida por la velocidad de
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contraccion de la herida en milimetros. Se realizé histologia sobre biopsias de tejido cicatrizado.
Para el analisis estadistico se empled la prueba no paramétrica de Mann- Whitney. El nivel de
significacion se fijé en p < 0,05.

Resultados: Se comprobd el efecto cicatrizante de los polvos carbonizados de la granada y flor
de agua; disminuy¢ el area de las heridas de manera significativa respecto al grupo control. El
estudio histolégico mostré dermis madura grado III en los grupos I y II.

Conclusiones: La aplicacién topica del polvo carbonizado de granada y de flor de agua influyd
sobre el cierre de las heridas y en la maduracion de la dermis, por lo cual favorecio la
cicatrizacion.

Palabras clave: heridas; actividad cicatrizante; Punica granatum Linn; Eichhornia crassipes.

ABSTRACT

Introduction: Plant species are the first remedy to the people's health problems. The
pomegranate is rich in ascorbic acid, improves the epidermal barrier and reduces the contraction
of wounds. The water hyacinth has antibacterial activity.

Objective: To evaluate the healing effect of the charred powder of Punica granatum Linn
(pomegranate) and Eichhornia crassipes (water hyacinth), in an experimental model in rats.
Methods: Experimental analytical study with 30 male rats distributed in 3 groups (n = 10). Group
I and II; treated with the charred powder of the pomegranate and water hyacinth respectively.
Group III: treated with 0.9 % sodium chloride. An incision wound model was made on the back.
The evolution of healing was followed by the speed of contraction of the wound in millimeters.
Histology was performed on biopsies of scar tissue. For the statistical analysis, the nonparametric
Mann-Whitney test was used. The level of significance was set at p < 0.05.

Results: The healing effect of the charred powders of the pomegranate and water hyacinth was
verified; decreased the wound area significantly compared to the control group. The histological
study showed mature grade III dermis in groups I and II.

Conclusions: The topical application of the charred powder of pomegranate and water hyacinth
influenced the closure of the wounds and the maturation of the dermis, which favored healing.

Keywords: wounds; cicatrizing activity; Punica granatum Linn; Eichhornia crassipes.

INTRODUCCION

A través de los afios, se han utilizado diversos procedimientos en el manejo de las heridas, que
van desde la limpieza seca, irrigacion con solucion fisioldgica, lavado con agua y jabdn, aplicacion
de antisépticos y farmacos en forma de solucién, polvo o ungliento, o bien sustancias de origen
natural.

El uso de plantas medicinales con estos fines ha sido muy apreciado desde el origen de la
humanidad; son las precursoras de los actuales medicamentos. La Punica granatum Linn,
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popularmente conocida como granada, pertenece a la familia de las punicaceas y se le atribuyen
propiedades terapéuticas, de arraigado uso en la medicina tradicional de Cuba y otros paises.

Estudios fitoquimicos reportan que esta especie vegetal contiene abundantes polifenoles,
responsables del alto poder antiinflamatorio, antioxidante y antiséptico.(!? Estudios recientes
revelan que la cascara de frutos maduros de la granada, tiene actividad antimicrobiana in vitro, al
inhibir el crecimiento de bacterias como Staphylococcus aureus meticillin resistente y diferentes
cepas de Streptococcus, Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans.®

La Eichhornia crassipes (flor de agua) pertenece la familia Pontederiaceae.* En la regidn
chinampera del valle de México, es usada como abono verde y para levantar el nivel de las
chinampas. También se utiliza como fertilizante, forraje y ornamental. Sirve como alimento de
carpas, para elaborar artesanias, producir biogds y depurar aguas residuales.®

Existen referencias del uso del carbén vegetal como cicatrizante, asi como del uso de la flor de
agua en el delta del Orinoco en su forma carbonizada, para este tipo de accion. Segun el Dr.
Garcia Valido® los indios del delta Amacuro, le atribuyen propiedades cicatrizantes en heridas
infectadas y ulceradas de dificil curacion.

El objetivo de este trabajo es evaluar el efecto cicatrizante de los polvos carbonizados de Punica
granatum Linn (granada) y Eichhornia crassipes (flor de agua) en un modelo experimental en
ratas.

METODOS

Se realizé un estudio analitico experimental, en el periodo comprendido entre marzo a agosto de
2013, en el Departamento de Investigaciones Médico Militares del Hospital Militar Central "Dr. Luis
Diaz Soto", de la Habana, Cuba.

El fruto de la Punica granatum Linn y las hojas y ramas de la Eichhornia crassipes, fueron
colectados en el horario de la mafiana. Este material fue sometido a un proceso de higienizacion
inicial, con agua y detergente; cepillado-enjuagado al final con agua potable, para eliminar las
materias organicas acumuladas durante su recoleccion.

El polvo carbonizado, se elabord siguiendo el siguiente procedimiento: se fragmentan el fruto de
la granada, asi como los tallos y espigas la flor de agua en trozos pequefios de aproximadamente
lcm, posteriormente se colocaron en bandejas metdlicas o mallas para su deshidrataciéon en
estufa (MLW HST 1510) a temperatura de 25 a 37 ©°C, durante 3 dias, hasta alcanzar una
humedad residual no mayor del 10 %, luego el material vegetal fue pulverizado hasta alcanzar un
polvo fino, el cual fue envasado en bolsas plasticas dobles, para eliminar los microorganismos
patégenos. Seguidamente se colocd en una capsula de porcelana en el horno mufla (EWL TYP
5640) a la temperatura de tostado negro o quemado, durante 1 hora, siguiendo las Normas
Ramales de Salud Publica 311 y 312.¢9

Se utilizaron 30 ratas macho, adultos, sanos, de la linea isogénica Wistar, con peso corporal entre
210 y 240 g, suministrados por el Centro de Produccién de Animales para Laboratorios
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(CENPALAB), las cuales fueron mantenidas en cajas T3 con viruta estéril, agua acidulada, en sala
con temperatura controlada de 22 £ 2 °C y con ventilacidon suficiente, ciclo de luz-oscuridad de
12/12 horas, con acceso libre al alimento y al agua. La dieta consistié en pienso peletizado.
Fueron asignadas aleatoriamente a tres grupos de trabajo de n = 10:

e Grupo I: ratas tratadas con el polvo carbonizado de la granada.
e Grupo II: ratas tratadas con polvo carbonizado de la flor de agua.
e Grupo III: control, ratas tratadas con cloruro de sodio 0,9 %.

La investigacién fue realizada por los mismos técnicos y el profesional que dirige el estudio.

El estudio experimental se realizd, de acuerdo con las condiciones del Protocolo de Supervision
Diaria de Animales del Departamento de Investigaciones Médico Militares, la Guia de Aspectos
Bioéticos de la Experimentacion Animal, Comision Nacional de Investigacion Cientifica y
Tecnoldgica (CONICYT 2009)(” y las condiciones de las Buenas Practicas de Laboratorio y lo
establecido en las guias para el manejo de animales de laboratorio planteado en la Declaracién de
Helsinki 2013.®

Los animales fueron pesados antes del experimento. Se realizé una incision en el dorso del animal
de la siguiente manera. Se rasurdé la mitad inferior del lomo del animal, luego de 6 horas se
verifico que no existe irritacion en la piel. Cada animal fue anestesiado con tiopental sédico a la
dosis de 50 mg/kg por via intraperitoneal. En condiciones asépticas se realizé una herida limpia en
la zona dorsal que incluyd piel y tejido celular subcutdneo con un instrumento modelado por
Gonzélez-Quevedo,® el cual permite dejar un defecto tisular de forma de circulo de 20 milimetros
de diametro.

Luego de 12 horas de realizada la incisién comenzd la aplicacién de los productos por via tépica
cada 24 horas en cantidad suficiente, de manera que los polvos carbonizados de granada y flor de
agua, asi como el cloruro de sodio 0,9 %, cubrieran la herida por completo. Para asegurar su
contacto con la superficie de la herida, se cubri6 con un apdsito estéril de gasa. Se realizd
escarotomia en las lesiones hasta el desprendimiento del tejido necrético antes de cada aplicacion,
para facilitar la impregnacién de los tratamientos.

Se realizd la medicion diaria de la longitud y el ancho del corte de la herida hasta la obtencién de
las biopsias al dia 21 del experimento. Se realizé la eutanasia de todos los animales mediante
sobredosis de halotano por inhalacién. Inmediatamente después se tomdé un fragmento de piel
donde quedaba incluida la cicatriz, mediante dos cortes paralelos en sentido transversal a la
direccion céfalo- caudal del animal, con el objetivo de obtener una tira de unos quince milimetros
de largo por tres de ancho cuyos dos extremos incluyd piel normal y en su centro la cicatriz. La
fijacion se realizé con formol neutro buffer al 10 % por 24 horas, se procesd por la técnica clasica
de inclusion en parafina. Las muestras se cortaron a un espesor de 5-8 micrémetros, coloreadas
con hematoxilina-eosina. Las observaciones histopatoldgicas se realizaron por microscopia optica
a través de un microscopio 6ptico en 2 aumentos: 10X y 40X.

En el estudio macroscépico se midid el largo y ancho de la herida, inicio de la cicatrizacion (se
tuvo en cuenta la actividad de cicatrizacion en los bordes de las Ulceras dado por un discreto
edema y enrojecimiento de la zona afectada, provocado por la neovascularizacion propia del
proceso inicial de cicatrizacién), cicatrizacion moderada (cuando las caracteristicas anteriores se
observaron en un area mas extensa de los bordes de la Ulcera y se notd la presencia de tejido de
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granulacion en su interior), cicatrizacion completa (se observd la repitelizacion completa de la
herida y su curaciéon total) y no cicatrizaciéon (cuando no hubo cambios de cicatrizacion en la
lesién). Técnica propuesta por Tilldn Capo.?

En la observacidon microscépica se hizo una clasificacién de los grados de maduracién de la dermis
gue permitiera el diagndstico concreto al seguir un mismo esquema.

e Grado I: Dermis inmadura.
e Grado II: Dermis medianamente madura.
e Grado III: Dermis madura.

Los grados a su vez se subdividieron en 7 estadios diferentes correspondientes al grado I los
estadios 1 y 2, grado II el estadio 3 y al grado III los estadios 4, 5, 6, y 7. El criterio principal que
se tomo para los estadios fue la presencia de fibroblastos de mayor a menor cantidad relacionados
con las fibras coldagenas en sentido inverso o sea de menor a mayor cantidad. Conjuntamente se
valord en la dermis: vasos de neoformacion, presencia o no de foliculos pilo sebaceos e infiltrado
de células redondas siguiendo la técnica propuesta por Tilldn Capo.**®

Los datos obtenidos fueron procesados de forma automatica mediante el paquete estadistico SPSS
15,0. Para detectar diferencias significativas entre grupos fue utilizada la prueba no paramétrica
de Mann- Whitney. El nivel de significacién se fijé en p < 0,05.

RESULTADOS

En la tabla 1 se observa que en mas del 60 % (n = 6) de los animales tratados con el polvo
carbonizado de la granada (grupos I) y en el 30 % (n = 3) de los tratados con polvo carbonizado
de flor de agua (grupo II), macroscépicamente ya habia inicios de cicatrizacion en las primeras 72
horas posteriores al tratamiento.

Tabla 1 - Evaluacion macroscopica de la cicatrizacion en ratas tratadas con

granada y flor de agua a los 3, 5 y 7 dias

_ _ Inicio de la | Cicatrizacién  Cicatrizacién | Mo cicatrizacion
Grupos cicatrizacion (%) moderada (%) completa (%) (9%)

| 3d5d ?d 3d5d }rd3d Sd ?d ...... 3d Sd?d
TR 30+ S - 50 30—50"* o ?{]— _

*p =< 0,04 grupo I, granada vs grupe III, cloruro de sodio 0,9 %.

**p = 0,01 grupo II, flor de agua vs grupo III, cloruro de sodio 0,9 %.
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Se observo al quinto dia de tratamiento, en los grupos I y II, el 70 % (n = 7) y 50 % (n = 5)
respectivamente, que las ratas tenian las heridas totalmente cicatrizadas. En ese momento
comenzd el proceso de cicatrizacidn normal para los animales del grupo control (grupo III),
tratado con cloruro de sodio al 0,9 %. Las diferencias entre este y los grupos I y II fueron
estadisticamente significativas entre ambos (p = 0,01).

Al séptimo dia de tratamiento, todos los animales del grupo I, tenian sus heridas completamente
cicatrizadas, el grupo II (n = 3) permanecia con cicatrizacion moderada y del grupo III, el 80 %
(n = 8) estaban sin cicatrizar.

Las figuras 1 y 2 muestran las medias del tamafo de las heridas (largo y ancho) entre los grupos.
La figura 1 muestra que en el grupo I, el ancho, el dia 3 fue de 12 mm; 0,6 mm el dia 5y 0 el 7.
En el grupo II, 15 mm el dia 3; 0,8 mm el 5; 0,2 mm el 7 y 0 el dia 9. En el grupo III, 20 mm los
dias 3y 5; 15 mm el dia 7; 12 mm el dia 9; 0,8 mm el dia 11; 0,4 el dia 13; 0,2 el dia 15y 0 el
dia 17.

En cuanto al ancho, la figura 2 muestra que en el grupo I, al tercer dia, fue de 12 mm; 0,6 mm el
dia 5; 0,2 mm el dia 7 y 0 el 9. En el grupo II, de forma similar, 12 mm el dia 3; 0,8 mm el dia 5;
0,4 eldia7;0,2eldia9yO0eldiall. El grupo III, 15 mm los dias 3y 5; 12 mm los dias 7 y 9; el
dia 11 disminuyd a 0,8 mm; el dia 13 a 0,4 mm; a 0,2 mm el dia 15 y se hace cero el dia 17.

Se evidencié que las heridas de las ratas del grupo III, terminaron el proceso de cicatrizacion mas
tarde. Las diferencias resultaron estadisticamente significativas (p = 0,03) al comparar los grupos
Iy II con el III.

Largo (mm)
20

15

of \

3 5 7 9 11 13 15 17
Tiempo (dias)
B Grupol M Grupoll [ Grupo I

Fig. 1 - Evolucién de la longitud de las henidas en los grupos de
tratamiento.
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Fig. 2 - Evolucion del ancho de las heridas en los grupos de
tratamiento.

Los estadios de maduracion de la dermis en el proceso de cicatrizacion en los grupos tratados con
los polvos carbonizados de granada y flor de agua se ilustran en la tabla 2. Se observé que los
grupos Iy II, en el 60 % y 50 % respectivamente, tenian grado III o dermis madura.

Tabla 2 - Maduracién de la dermis en ratas Wistar tratadas con el polvo

carbonizado de granada y flor de agua

Grado de Granada Flor de agua
Maduracion n LTS n o
I 1 10 0 0
I1 3 30 ] 50
I1I 6 60 5 50
Total 10 100 10 100
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DISCUSION

Las condiciones basicas para la cicatrizaciéon del tejido dafiado son: limpieza de la herida,
activacion de macréfagos, proliferacion de fibroblastos, produccién de matriz extracelular y la
formacién de nuevos vasos sanguineos (neoangiogénesis).

El tratamiento de heridas debe tener una buena debridacion para permitir la formacion de tejido
granular y la subsecuente epitelizacion, con reducida formacion de edema tisular. Hipotéticamente
la accion debridante de los polvos carbonizados de granada y la flor de agua podria deberse a la
activacién de proteasas en el tejido, a través del peréxido de hidrégeno.*? También se conoce por
investigaciones previas que en la composicion quimica de la Punica granatum se encuentran
grandes cantidades de minerales, vitaminas y antioxidantes; con destaque para el &cido ascorbico
y acido elagico, segin Zarei y otros.*® Una granada proporciona aproximadamente el 40 % del
requerimiento de acido ascérbico diario, que necesita una persona adulta, mientras que el acido
elagico es extremadamente importantes en la reparacion tisular.

Investigaciones recientes plantean que el mecanismo de accién antibacteriano de los polifenoles
aun no esta claro. Se ha sugerido que pueden inhibir la sintesis de acidos nucleicos y afectar la
actividad enzimatica, particularmente de aquellas enzimas asociadas a la produccion de energia,
ocasionan cambios en la expresion de proteinas y en la composicion de los lipidos de la
membrana.*¥ También pueden interferir con funciones de la membrana plasmatica, e
interaccionar con proteinas de la membrana, que causan deformaciones en su estructura y
funcionalidad. Actian principalmente sobre la membrana, dafian las bicapas lipidicas,
posiblemente por penetracion directa y disrupcion de la funcion de barrera. La actividad
cicatrizante observada en los polvos carbonizados de la Eichhornia crassipes y la Punica granatum
pudiera deberse fundamentalmente a los polifenoles, componentes mayoritarios de las plantas en
estudio, debido a su capacidad de precipitar las proteinas expuestas y formar una capa protectora
antiséptica, bajo la cual tiene lugar la regeneracion de los tejidos.(*>

Al revisar la literatura especializadas sobre este tema Dominguez Sudrez'® reporté accién
cicatrizante del extracto de siempreviva (Bryophyllum pinnata Lam Kurz o Kolanchoe pinnata) al
dia 15 postratamiento. Resultados similares fueron informados por Gonzdlez-Quevedo,® con el
Aloe barbadensis y el Aloe arborescens a los 17 y 19 dias respectivamente.

Un estudio de cicatrizacién con el limo proveniente de la laguna 26 de la salina "Frank Pais
Garcia", demostré cicatrizacién a los 20 dias.'”) Otros estudio con Cissus quadrangularis (Linn) y
Phyllanthus reticulatus Poir (Linn) mostraron cicatrizacién de las heridas a los 17 a 19 dias y con
solucién salina al 0,9 % fue de 21 dias.'® Lo anterior indica que los polvos carbonizados de la
granada vy la flor de agua, resultaron tener accién mas rapida, a los 7 dias, lo cual en este modelo
de herida abierta, es excepcional por la magnitud de la cicatrizacion.

Algunos investigadores plantean, que nada puede acelerar el fendmeno de cicatrizacién normal
fisiologica de la herida, aunque se puede acortar el tiempo de cicatrizacidn, con relacion al cierre
de una herida abierta mediante cuidados que impidan la aparicién de infeccién.*?) Los resultados
obtenidos con los polvos carbonizados de la granada y flor de agua, modifican lo planteado. Las
sustancias en estudio, han sido capaces de estimular la cicatrizacion, tanto cualitativa como
cuantitativamente, al producir epitelizacion mas rapida y maduracién mas perfecta.
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En los dos grupos se tomaron muestras de piel el dia 21, para realizar el estudio morfométrico. En
la literatura se reporta que es tiempo suficiente para el cierre total de la herida abierta y debe
existir acumulacion de coldgeno cicatrizal. En el proceso de cicatrizacién de las heridas abiertas,
no se restituye la piel normal, sino que aparece un tejido cicatrizal, de aqui la importancia de los
estadios de maduracién.*®!®) E| grado III indica que la piel ha madurado y la dermis presenta
caracteristicas similares a la piel normal. Estuvo presente, en mayor porcentaje en los animales
del grupo I, tratados con el polvo carbonizado de la granada que el grupo tratado con polvo
carbonizado de la flor de agua, a pesar que el 11,1 % de los animales del grupo I, a diferencia de
los animales del grupo II, presenté dermis inmadura.

En relacion a la formacion de colagena, se hace mas evidente en el grupo de ratas tratadas con el
polvo carbonizado de la granada. Este hecho, hipotéticamente pudiera explicarse de la siguiente
manera: o bien la granada estimula su formaciéon, o se comporta como un inhibidor de la
colagenasa ante la magnitud de la lesién. Es decir, permite que se destruya menos cantidad de
colageno que el habitual, al romper el equilibrio que normalmente existe en la dermis normal,
entre formacién y destruccidn. Esto debe cesar al suspenderse la droga.'®!®) Otro fendmeno
inhibitorio podria ser la accién del magnesio presente en la granada y la flor de agua, el cual
impide la conversién de histidina en histamina a nivel de los mastocitos, al actuar sobre la
histidina descarboxilasa, que inhibe y mejora la vasodilatacién.*®

Se concluye que la aplicacién tépica de los polvos carbonizados de la granada (Punica granatum
Linn) y flor de agua ( Eichornia crassipes) influyen sobre el cierre de las heridas, asi como en la
maduracion de la dermis, por lo tanto, favorecen la cicatrizacién.
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