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RESUMEN

Recientemente se ha demostrado que el estrés oxidante, generado por las interleucinas

proinflamatorias propias de las heridas es coadyuvante en la fisiopatologia de la Diabetes
mellitus. La cicatrizacion de las heridas es un proceso biolégico complejo donde el principal
objetivo de la intervencidn clinica es la promocién de la restauracion de los tejidos. Las
heridas pueden ser clasificadas como agudas o cronicas. Algunos estudios en animales han
indicado que el Aloe vera puede ayudar a la cicatrizacion de las heridas. Considerandose el
uso de gel de Aloe vera adicionado con aceite esencial de Melaleuca alternifolia como
tratamiento alternativo en las heridas diabéticas, dada la inhibicién de microorganismos
patdgenos de amplio espectroy la capacidad regenerativa sobre las células epiteliales en un
tiempo menor, disminuyendo notablemente el costo del tratamiento. En el presente trabajo
de investigacidon se utilizd como modelo experimental atas macho de la cepa Wistar, las
cuales se dividieron en grupos diabéticosy grupos sanosy a su vez en grupos heridos y grupos
sin herir. A cada rata a inducir la patologia se le administro estreptozotocina a una dosis de
45 mg/kg preparada in situ en buffer de citratos 1.0 M por via intraperitoneal. En presencia
tépica del gel adicionado con aceite esencial de Melaleuca alternifolia en grupos diabéticos,
la tension se recupera en su totalidad con respecto a la tension de los grupos diabéticos y
diabéticos sin tratamiento. En el caso de los grupos diabéticos podemos observar un
aumento estadisticamente significativo en la tensién total del grupo tratado con gel Aloe
vera adicionado con aceite esencial de Melaleuca alternifolia al 4% y el grupo sano tratado
con gel Aloe vera en comparacién con los grupos diabéticos sin tratamiento. Se observaron
y registraron las etapas en los procesos de cicatrizacion de heridas dentro de los diferentes

grupos en los dias 3,6, 9, 12y 15 del experimento.

Palabras clave: Diabetes mellitus, heridas diabéticas, estrés oxidante, Aloe vera, aceite

esencial, Melaleuca alternifolia.



ABSTRACT

Recently it has been shown that oxidative stress, generated by the pro-inflammatory

interleukins of wounds, is an adjunct in the pathophysiology of Diabetes mellitus. Wound
healing is a complex biological process where the main objective of clinical intervention is
the promotion of tissue restoration. Wounds can be classified as acute or chronic. Some
animal studies have indicated that Aloe vera can aid wound healing. Considering the use of
Aloe vera gel added with essential oil of Melaleuca alternifolia as an alternative treatment in
diabetic wounds, given the inhibition of broad-spectrum pathogenic microorganisms and the
regenerative capacity on epithelial cells in a shorter time, significantly reducing the cost of
treatment. In the present research work, male rats of the Wistar strain were used as an
experimental model, which were divided into diabetic groups and healthy groups and in turn
into injured groups and non-injured groups. Each rat to induce the pathology was
administered streptozotocin at a dose of 45 mg / k prepared in situ in 1.0 M citrate buffer by
the intraperitoneal route. In the topical presence of the gel added with essential oil of
Melaleuca alternifolia in diabetic groups, the tension is fully recovered with respect to the
tension of the diabetic and diabetic groups without treatment. In the case of the diabetic
groups, we can observe a statistically significant increase in the total tension of the group
treated with Aloe vera gel added with essential oil of Melaleuca alternifolia at 4% and the
healthy group treated with Aloe vera gel compared to the diabetic groups without treatment.
The stages in the wound healing processes within the different groups were observed and

recorded on days 3, 6,9, 12 and 15 of the experiment.

Key words: Diabetes mellitus, diabetic wounds, oxidative stress, Aloe vera, essential oil,

Melaleuca alternifolia.



1 INTRODUCCION

1.1 Diabetes mellitus

La diabetes mellitus (DM) es una patologia multifactorial crénico degenerativa que se
desarrolla por la hiperglucemia en sangre. Uno de los principales factores que desarrollan
esta enfermedad es el déficit de insulina o la resistencia a la misma, dada por un inadecuado
funcionamiento en las células B de los islotes de Langerhans ubicados en el pancreas (ADA,
2008). A nivel mundial existen 422 millones de personas que presentan esta enfermedad
(OMS, 2019); en México la Encuesta Nacional de Salud y Nutricion reportd al 2018 que la
tasa de incidencia de morbilidad es del 10.3% en personas mayores de 20 afios (ENSANUT,
2018) y solo en el Estado de Michoacan el programa sectorial de salud 2015-2021 reporto
para el 2018, 3,956 defunciones en el afio a causa de complicaciones propias de esta
enfermedad (POSESAEM 2015-2021).

Asi mismo, la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién reporté que en Michoacan el
porcentaje de la poblacién mayor de 20 afios diagnosticada con esta enfermedad es del 9.9%
(Fig. 1). La diabetes se puede diagnosticar segun los niveles de glucosa plasmatica, ya sea el
valor de glucosa plasmatica en ayunas (FPG) o el valor de glucosa plasmatica postprandial de
2 h (PG de 2 h) durante una prueba de tolerancia oral a la glucosa (OGTT por sus siglas en

inglés), de 75 g o los criterios de hemoglobina glicosilada (HbA1C )(Tabla 1) (ADA, 2020).
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Figura 1. Porcentaje de la poblacién de 20 afios y mas con diagndstico médico previo de diabetes,
por entidad federativa 2018. (ENSANUT, 2018)
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Tabla 1. Criterios de diagndstico para diabetes mellitus. (ADA, 2020).

Criterios de diagnostico de diabetes mellitus

FPG > 126 mg/dl (7mmol/L) El ayuno se define como la ausencia de ingesta caldrica durante al menos 8 h.

PG de 2h 2200 mg/dl (11.1 | La prueba debe realizarse segin lo descrito por la OMS, utilizando una carga de glucosa
mmol/L) durante la OGTT. gue contenga el equivalente a 75 g de glucosa anhidra disuelta en agua.

La prueba debe realizarse en un laboratorio utilizando un método que esté certificado

> 0,
e (S mmelmel por NGSP y estandarizado para el ensayo DCCT.

>200 mg/d| En un paciente con sintomas clasicos de hiperglucemia o crisis hiperglucemia, una
(12,12 mmol/L) glucosa plasmatica aleatoria

1.1.1 Clasificacion etioldgica de la Diabetes mellitus

Existen distintos factores que desencadenan la patologia clasificandola en varios
grupos, la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS, 2017) la clasifica en cuatro
principales: Diabetes mellitus tipo 1 (DM1): resulta de la destruccién autoinmune de
las células B pancreaticas con una deficiencia de insulina propensa a cetoacidosis.

e Diabetes mellitus tipo 2 (DM2): va desde la resistencia a la insulina por una deficiencia

relativa propia de la insulina o bien un defecto secretor de la insulina.




e Diabetes mellitus gestacional (DMG): se define como cualquier grado de intolerancia

a la glucosa, con inicio o primer reconocimiento durante el embarazo.
e Otros tipos especificos: Se clasifican por su etiologia especifica, incluye una amplia
variedad de condiciones poco comunes, principalmente formas genéticas especificas

de diabetes asociada con otras enfermedades o bien la inducida por farmacos.

1.1.2 Complicaciones de la diabetes mellitus

Pueden ser microvasculares (lesiones de los vasos sanguineos pequefios) vy
macrovasculares (lesiones de vasos sanguineos mas grandes). Las complicaciones
microvasculares son lesiones oculares (retinopatia) que conllevan a la ceguera;
lesiones renales (nefropatia) que desencadenan en insuficiencia renal; y lesiones
de los nervios que ocasionan impotencia sexual y pie diabético (que a veces obliga
a amputar como consecuencia de infecciones muy graves). Las complicaciones
macrovasculares incluyenlas enfermedades cardiovasculares, como los ataques
cardiacos, los accidentes cerebrovasculares y la insuficiencia circulatoria en los

miembros inferiores (OMS, 2020).

1.1.2.1 Neuropatia diabética

La neuropatia diabética estd presente en el 40-50 % de los pacientes con diabetes
después de 10 afios del comienzo de la enfermedad, aunque menos del 50 % de estos

pacientes presentan sintomas (Meltzer et al. 1998) (Fig. 2).
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Figura 2. Neuropatia periférica, neurona hiperglucémica y sus complicaciones
sistémicas (Alleman et al. 2015).

1.1.2.1.1 Etiologia de la neuropatia diabética
La diabetes puede lesionar los nervios por distintos mecanismos, como el dafio

directo por la hiperglucemia y la disminucion del flujo sanguineo que llega a los
nervios como resultado del dafio de los pequefios vasos. La lesién de los nervios
puede manifestarse por pérdida sensorial, lesiones de los miembros e impotencia
sexual. Es la complicacién mas comun de la diabetes (OMS, 2020). Sin embargo, no
existe una clasificacion unanimemente aceptada de neuropatia diabética seguin la
presencia de sintomas y/o signos de disfuncidon nerviosa en personas con diabetes;
ya que la existencia de cuadros mixtos y las diversas formas en que pueden estar

presentes en un mismo paciente varian su diagnostico.
La neuropatia diabética se divide en dos grandes grupos: (Mediavilla et al. 2001)

Neuropatia somdatica o sensorial Que a su vez se subdividen en:

e



— Polineuropatia sensitivo-motora simétrica distal, es la forma mas frecuente
presente en el paciente diabético. Afecta fundamentalmente a las extremidades
inferiores, provocando sintomas sensoriales como hormigueos, hiperestesia,
quemazoén y dolor, o bien sintomas motores, como espasmos, fasciculaciones y
calambres, u otros, como acorchamiento e insensibilidad térmica o al dolor

(Mediavilla et al. 2001).

— Neuropatia aguda dolorosa, que suele ser de inicio agudo; aparece mas
frecuentemente en varones y afecta simétricamente a las porciones distales de las
extremidades inferiores, sobre todo las plantas, se caracteriza por dolor agudo,

guemante y acompafiado de hiperestesias cutaneas (Mediavilla et al. 2001).

— Neuropatia motora proximal simétrica. Suele presentarse en mayores de 50 afios
caracterizandose por dolor seguido de debilidad muscular y amiotrofia de comienzo
insidioso y cardcter progresivo que afecta, sobre todo, a caderas y ambos muslos

(Mediavilla et al. 2001).

Neuropatias focales y multifocales: suelen presentarse en mayores de 50 afios con
diabetes de larga evolucién, caracterizdndose por dolor de comienzo agudo o
subagudo acompafiado de otros sintomas en el territorio del nervio afectado, se

dividen en:

— Mononeuropatias. Afectan a un solo nervio. La forma mas frecuente es la afeccion
del tercer par craneal que cursa con dolor periorbitario, paresia muscular y diplopia
con conservacion de la movilidad pupilar. También puede afectarse mas raramente
el VI, IV o VIl pares craneales o algunos nervios de extremidades como perineal,

mediano cubital.
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— Neuropatia proximal asimétrica. Es de presentacion poco frecuente y suele afectar
a pacientes con diabetes mal controlada por periodos prolongados y, en general,
mayores de 60 afios. Su inicio es agudo o subagudo cursando con dolor intenso en la
cara anterior del muslo y, en ocasiones, también en regién lumbar, gliteo o periné
seguido a las pocas semanas de debilidad muscular y amiotrofia controlada por
periodos prolongados y, en general, mayores de 60 afios. Su inicio es agudo o
subagudo cursando con dolor intenso en la cara anterior del muslo y, en ocasiones,
también en regién lumbar, gliteo o periné seguido a las pocas semanas de debilidad

muscular y amiotrofia (Mediavilla et al. 2001).

Neuropatia autondmica.

La diabetes mellitus es la causa mas frecuente de neuropatia autonémica, afectando
entre el 20-40 % de los diabéticos, aunque sélo el 5 % de los casos presentan
sintomas. Dada la ubicuidad del sistema nervioso auténomo hace que las posibles
manifestaciones clinicas de disfuncion abarquen varios érganos y sistemas, siendo
mas frecuentes las gastrointestinales, las genitourinarias, las cardiovasculares y las
sudorales (Grupo de Estudio de la Diabetes en Atencion Primaria de Salud, 1999;

Mediavilla et al. 2001).

1.1.2.1.2 Cuadro clinico

Hay muchas manifestaciones clinicas, que dependen de los nervios afectados, por
ejemplo, entumecimiento o dolor de las extremidades e impotencia sexual. La
disminucion de la sensibilidad en los pies puede impedir que los diabéticos
reconozcan a tiempo los cortes o rasguiios, que se infectan y agravan. Si estas
infecciones no se tratan a tiempo, pueden obligar a efectuar la amputacion (OMS,

2020).
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1.1.2.1.3 Diagndstico

El diagndstico temprano se establece cuando los enfermos o el personal sanitario
reconocen los signos tempranos, y también mediante un examen clinico

cuidadoso a intervalos periddicos (OMS, 2020).

1.1.2.1.4 Tratamiento

Sise detectan a tiempo y se mantiene el control de la glucemia, estas complicaciones
pueden evitarse o retrasarse (OMS, 2020). El correcto control glucémico mejora, o
porlo menos retarda la progresidon de la neuropatia diabética. La supresién del tabaco
y alcohol es punto clave en los tratamientos. Para el control del dolor se pueden
emplear analgésicos simples (AAS) como paracetamol y antiinflamatorios no
esteroideos (AINE).

Para el control del dolor superficial se puede utilizar crema de capsaicina
0,025-0,075 en aplicacion tépica cada 6 h. Y en caso de dolor profundo se utiliza
carbamacepina, 200-400 mg/dia o mexiletina 450-675 mg/dia. Se puede asociar
imipramina 50-100 mg/dia o amitriptilina 25-150 mg/dia. Si estuvieran presentes
calambres musculares, se emplea fisioterapia, diazepam y metaxolone (8 mg/6 h)

(Mediavilla et al. 2001).

1.1.2.1.5 Prevencidn

El estricto control glucémico retarda la progresion de la neuropatia diabética. La
educacion sanitaria, como en toda la diabetes, es un pilar importante en la
prevencion y el tratamiento precoz de la neuropatia. Se debe vigilar la presencia de
otros factores de riesgo para el desarrollo de polineuropatia periférica como son la
ingesta de alcohol, nutricion escasa, exposicion a téxicos, uso de ciertos farmacos o
compresion y aprisionamiento de nervios (CDC, 2013.

Las revisiones del paciente diabético deben incluir una detallada anamnesis
sobre la presencia de dolor, parestesias o calambres en extremidades inferiores,
existencia de mareos al pasar de la posicion de decubito a sedestacion o a

bipedestacion, sensacién de plenitud gastrica, diarreas, disfuncion eréctil y pérdida

12



de los sintomas que se producen en la hipoglucemia (Mediavilla et al. 2001). En
cuanto a exploraciones, se debe evaluar la sensibilidad térmica, dolorosa y vibratoria.
lgualmente se exploraran los reflejos rotulianos y aquileas y la sensibilidad profunda
mediante el signo de Romberg o la posicién del dedo gordo del pie (Cano-Pérez et al.

1999).

1.1.2.2 Aterosclerosis

La aterosclerosis es la acumulacion de grasas, colesterol y otras sustancias en las
paredes de las arterias, en las mujeres con diabetes tiene hasta cuatro veces mayor
prevalencia que en los hombres con diabetes. La lesién radica en los miembros
inferiores, sobre todo en el drea infrapatelar o distal en arterias tibioperoneas y

pedias (Mediavilla et al., 2001) (Fig. 3).
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Figura 3. Aterosclerosis diabética (https://cienciamx.wordpress.com, 2011).
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1.1.2.2.1 Etiologia de la aterosclerosis.

La hiperglucemia dafia los vasos sanguineos mediante el proceso conocido como
aterosclerosis o endurecimiento y obstruccién de las arterias. Este estrechamiento
de las arterias puede reducir el flujo de sangre al musculo cardiaco (infarto del
miocardio), del encéfalo (accidente cerebrovascular) o de los miembros inferiores

(dolory curacion térpida de las heridas infectadas) (OMS, 2020).

1.1.2.2.2 Cuadro clinico

Las manifestaciones clinicas son diversas: van desde dolor de pecho hasta dolor de

piernas, confusion y pardlisis Se dividen en (OMS, 2020):

Claudicacién intermitente. Definida como la imposibilidad de caminar una

determinada distancia a causa de un dolor o adormecimiento en los musculos de las
piernas. Se considera grave cuando aparece después de andar una distancia inferior

a 150 m en un terreno llano y a paso normal.

Dolor en reposo. A medida que se agrava la enfermedad vascular periférica aparece

dolor en reposo que, generalmente, se describe como un dolor profundo de los
musculos del pie, que estad presente en reposo o por la noche. Frecuentemente
acompafado de arteropatia y neuropatia. Si predomina el componente isquémico,
el pie estard frio, palido y aumentarad el dolor con la elevacion del mismo; si
predomina el neuroldgico, el pie estad caliente, insensible y a veces con subedema

(Mediavilla et al., 2001).

Gangrena seca. Si la enfermedad continla progresando puede producirse ulceracion

y/o gangrena que suele comenzar a partir del primer dedo del pie. El componente
infeccioso estd ausente, aunque es necesario buscar con minuciosidad lesiones

vecinas que pueden infectar el drea necrética (UKPDSG, 2000).
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1.1.2.2.3 Diagnéstico

Si bien la deteccion temprana puede hacer mas lenta la evolucion, es incluso mas
importante reconocer a tiempo otros factores de riesgo como el tabaquismo, la

hipertension arterial y la obesidad (OMS, 2020).

1.1.2.2.4 Tratamiento
El control de estos factores de riesgo y de la glucemia puede prevenir o retrasar

las complicaciones cardiovasculares (OMS, 2020). La mejor forma de tratamiento
de la claudicacioén intermitente es el control de los factores de riesgo, como dejar
de fumar, reducir peso, controlar las concentraciones de lipidos y la hipertension,
alcanzar un buen control glicémico vy realizar un programa de ejercicio activo e
intenso. El tratamiento vasodilatador, al igual que la simpatectomia, ha sido
generalmente ineficaz. Las técnicas mas eficaces en el tratamiento de la
arteropatia periférica son las endovasculares (angioplastia con baldn,
aterectomia, angioplastia con laser) y las de revascularizacidon, que los pacientes
diabéticos toleran extraordinariamente bien, con una evolucidn excelente y unas
tasas de morbilidad y mortalidad iguales a las de pacientes no diabéticos y no
superiores a las de las amputaciones (Gibson, 1998). Por tanto, se debera enviar
al paciente a cirugia vascular de forma preferente cuando se tiene una gangrena
seca sin infeccion o claudicacion invalidante o disminucién rapida de la distancia
de claudicacion, y de forma urgente cuando haya gangrena seca con areas

sugestivas de infeccion o dolor en reposo (Mediavilla, 2001).

1.1.2.2.5 Prevencidn

Las medidas mas eficaces en la deteccién precoz de la arteropatia periférica son
detectar claudicacién o dolor en extremidades inferiores en reposo, junto con la

inspeccidn minuciosa de los pies con palpacion de pulsos pedios y tibiales posteriores,
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mas la realizacion de Doppler de extremidades inferiores cuando esté indicado.

(Mediavilla et al., 2001).

1.1.2.3 Ulceras diabéticas

Se define como Ulcera diabética a la alteracidn clinica de base causal neuropatica e
inducida por la hiperglucemia mantenida en la que, con o sin coexistencia de
isquemia, y previo desencadenante traumatico, produce lesion y/o ulceracion del pie
(SEACV, 1997).

La afeccion del pie diabético, causada por alteraciones de los vasos sanguineos vy los
nervios, a menudo se complica con heridas que obligan a amputar. Es una de las
complicaciones mas costosas de la diabetes, especialmente en los grupos humanos
que no usan calzado apropiado. Es consecuencia de trastornos vasculares y nerviosos.
El exameny los cuidados frecuentes de los pies pueden ayudar a evitar la amputacion.
Los programas de cuidado integral de los pies pueden reducir las amputaciones en

un 45 % a un 85 % (OMS, 2020).

Pequefios traumatismos provocan la lesidn tisular y la aparicion de Ulceras. La
presencia de una neuropatia periférica, una insuficiencia vascular y una alteracién de
la respuesta a la infeccidn hace que el paciente diabético presente una vulnerabilidad

excepcional a los problemas de los pies (ADA, 2019) (Fig.4).

La diabetes mellitus constituye una de las principales causas de amputacion no
traumatica de los pies. La prevalencia de amputaciones entre los diabéticos es del 2
%y la incidencia de Ulceras del 65 %. El riesgo de desarrollo de uUlceras aumenta en
los pacientes con una evolucion de la diabetes superior a 10 afios, de sexo masculino,
con un escaso control metabdlico y que presentan complicaciones cardiovasculares,

oculares o renales (ADA, 2019).
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Figura 4. Ulceras diabéticas (Bioxmedical ©)

1.1.2.3.1 Factores metabdlicos presentes en el proceso de formacion de Ulceras durante la

Diabetes mellitus

Los factores metabdlicos, se resumen como un conjunto de alteraciones
caracterizadas por cambios en las concentraciones del colesterol unido a las
lipoproteinas de alta densidad (HDL), la elevacion de las concentraciones de
triglicéridos y el aumento de la presidon arterial e hiperglucemia que predisponen al
individuo a desarrollar enfermedades como diabetes y exacerbar sus complicaciones

(Zimmet et al., 2005).

En un tejido adiposo sano, se considera normal que prevalezca la sensibilidad a la
accion de la insulina, mediada por la adiponectina y la leptina; mientras que en un
sujeto con diabetes, predomina la resistencia a la accion de la insulina, mediada por
la resistina y complicada por la reduccién en las concentraciones de adiponectinay la
pérdida de la respuesta celular a la accidon de la leptina. Asi, en un individuo con un
peso normal de acuerdo con su talla, la presencia de adiponectina hace posible la

captacion periférica de la glucosa postprandial, que resulta de la absorcidn intestinal
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de los productos de la digestion y en respuesta a la produccidn pancredtica de

insulina. (Zimmet et al., 2005).

1.1.2.3.1.1 -Productos de glucosilaciéon final avanzada

Es una reaccién no enzimatica que depende de la elevacién de la glucosa extracelular
e intracelular. Conduce a la adicion de azUcares reductores a las proteinas, lipidos y
nucledtidos. La glucosa puede unirse a grupos amino generando la formacion de
productos finales de glicosilacion avanzada (AGE-de las siglas en inglés)
(Huebschmann, 2006). Estos productos lesionan las células modificando las proteinas
intracelulares implicadas en la regulacion de la transcripcion de genes. Los
precursores de los productos finales de la glicosilacion avanzada pueden difundir al
exterior de la célula y modificar las moléculas de la matriz extracelular generando
disfuncién celular por cambios en la sefializacién entre la matrizy la célula. La difusién
al compartimento extracelular de AGE modifica proteinas circulantes como la
albumina; estas proteinas circulantes modificadas pueden unirse y activar receptores
de AGE, causando la produccién de citosinas inflamatorias y factores de crecimiento
implicados en la patologia vascular (Huebschmann, 2006). En los nervios periféricos,
la glicosilacion del componente proteico de la mielina es identificada por macrofagos
gue se unen a los AGE; este fendmeno provoca la desmielinizacién a través de la
digestion de las proteinas A1y P2 de la mielina, condicién que provoca el dafio a nivel
de los nervios, provocando una neuritis por reacciones inmunoldgicas anormales lo
que disminuye la velocidad de conduccion sensitivo-motora y el flujo sanguineo
endoneural (Gutiérrez-Gutiérrez, 2009). A su vez, a nivel extracelular afecta a las
proteinas relacionadas con la membrana basal al reducir su intercambio y origina el
engrosamiento de la misma. Causa también atrapamiento irreversible de proteinas
plasmaticas, tanto inmunoglobulinas como albumina, y con ello una disminucion de
la actividad de proteoglucanos, alterando su accién neurotrdéfica para promover el

crecimiento y la regeneracion neuronal (Dorantes et al. 2016).
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1.1.2.3.1.2 -Via de los polioles

En condiciones fisioldgicas, la glucosa se convierte en glucosa-6-fosfato por la enzima
hexoquinasa. En presencia de un exceso de glucosa, la hexoquinasa se satura,
activando la via de los polioles. En esta via, la enzima aldosa reductasa, participa de
modo conjunto con la glucosa para oxidar el NADPH hasta NADP y producir sorbitol
(Romero-Mestre, 1998). El exceso de glucosa hace posible una mayor activacion de
esta via, y por tanto de sintesis de sorbitol. La acumulacién de éste causa estrés
osmotico, ya que tiene lugar una deplecidon compensatoria de otros osmolitos como
mioinositol y taurina. La disminucion del mioinositol estd asociada con alteraciones
del potencial rédox celular y con la reducciéon de la actividad de la bomba
Na*/K*ATPasa (Yorek et al., 1989). Esto genera una acumulacion de iones de sodio en
la regidn interna de la axolema, que reduce el potencial de membrana a este nivel y

con ello la velocidad de conduccidn nerviosa.

-Activacion inadecuada de la proteina cinasa C

La activacion de la via de los polioles se acompafia de una sobreproduccién de
fructosa intracelular, que después de convertirse en fructosa-6-fosfato, entra en la
via glucolitica y, asi, la via de los polioles y la glicdlisis se acoplan. Como resultado el
gliceraldehido3-fosfato (G3P) y la dihidroxiacetona fosfato (DHAP) se incrementan, y
finalmente se forma el diacilglicerol (DAG). El cual constituye un activador natural de
la proteina cinasa C (PKC), la que aumenta en la diabetes mellitus (Hernandez et al,,
2011). La activacion de la PKC da lugar a una variedad de efectos en la expresiéon
génica produciendo alteraciones celulares estructurales y funcionales. Entre ellas se
encuentran la disminucién de la actividad de la sintasa de &xido nitrico endotelial
(eNOS) y, como consecuencia, de la produccién de éxido nitrico (NO), e incremento
de la endotelina-1, dando lugar a vasoconstriccion e hipoxia tisular. También induce
la expresion del factor de crecimiento endotelial vascular en las células del musculo
liso vascular, dando lugar a un aumento de la permeabilidad vascular, que promueve

la angiogénesis. Induce a su vez la sintesis de factor de crecimiento transformante 8
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(TGF-B1), el cual estimula la produccion de proteinas como la fibronectina y el
coldgeno, y suacumulacion en la matriz extracelular, lo que aumenta el espesor de la
membrana basal y produce oclusion capilar. A su vez estimula la expresion del
inhibidor del activador del plasmindgeno 1 (PAI-1), que disminuye el proceso de la
fibrindlisis, dando lugar a la oclusién vascular. La PKC activa el factor de transcripcion
nuclear kB (NF-kB), aumenta la expresién de moléculas de adhesién, e incrementa la
transcripcion de genes proinflamatorios. Tanto el factor de crecimiento
transformante B como el NF-kB, son estimulantes de la inflamacion vy fibrosis

(Hernandez et al., 2011).

1.1.2.3.1.3 -Via de las hexosaminas vy resistencia a la insulina

La fructosa via sorbitol contribuye en la activacion de la via de las hexosaminas,
debido a que la formacién de las glucosamina-6-fosfato proviene exclusivamente de
la fructosa-6-fosfato y la glutamina, mediante una reaccién irreversible catalizada por
la fructosa-6-fosfato amidotransferasa (GFA). La glucosamina-6-fosfato, a través de
reacciones subsecuentes da origen a la UDP-N-acetilglucosamina y a la UDP-N-
acetilgalactosamina, que se utilizan en la formacién de glicoproteinas vy
proteoglicanos. El aumento del flujo a través de esta via estd relacionado con la
expresion de genes como factor de crecimiento transformante B (TGFB), y del
inhibidor del activador de plasminégenol (PAI-1), dando lugar a la oclusién capilary
vascular, tal y como ocurria con la activacion de la PKC (Diaz-Flores, 2004). Se han
propuesto varios mecanismos para explicar cémo la activacion de las hexosaminas
induce resistencia a lainsulina. Por un lado, la glucosamina es responsable de impedir
la accién de la insulina, al inhibir la fosforilacién y la activacidon para el sustrato del
receptor de insulina-1 (IRS-1). Por otro lado, algunas de las proteinas que participan
en la accién de la insulina, como los sustratos del receptor de insulina-1 vy el
transportador de glucosa 4 (GLUT4), necesitan ser fosforiladas para que la insulina

ejerza su accion; sin embargo, la N-acetilglucosamina se une a ellas, formando un
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enlace del tipo “O-" glicosidico (0-NaGlc), impidiendo el proceso de fosforilacion, y
disminuyendo por tanto la acciéon de la insulina. Ya que la insulina influye en la salud
axonal normal, a través de factores de crecimiento neuronal (NGF), la resistencia a la
insulina provocada por la activacion de este factor metabdlico, va a dar lugar a la
apoptosis neuronal, y como consecuencia van a aparecer neuropatias diabéticas

(Olmos et al., 2012).

1.1.2.3.1.4 -Estrés oxidante

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) son productos potencialmente téxicos para
la funcion nerviosa. Se ha demostrado que, en el desarrollo de neuropatias en sujetos
diabéticos, existe un aumento de la producciéon de ERO, como el anién superoxido
(O27), radical hidroxilo (HO®) y perdxidos orgdnicos e inorganicos; asi como una
disminucién de las defensas antioxidantes. Existen varios mecanismos implicados en
el incremento del estrés oxidativo. Entre ellos se encuentran la auto-oxidacién de la
glucosa, que en solucidn acuosa y en presencia de metales de transicién, como el
hierro y cobre, se auto-oxida a enedioles. En esta reaccidn se producen acetaldehidos
intermediarios oxidados y ERO con alto poder oxidante (Otto-Buczkowska, 2016). A
su vez el mecanismo de formacién de productos de glicosilacién avanzada
anteriormente descrito esta implicado en la generacion del estrés oxidativo por su
interaccion con receptores especificos. Se han descrito receptores para los productos
de glicosilacion avanzada en numerosas células, incluyendo a los monocitos,
macroéfagos, células endoteliales, y células mesangiales. Las proteinas glicadas que se
unen a estos receptores inducen la produccién intracelular de especies reactivas de
oxigeno y contribuyen a la disminucion de los niveles intracelulares de antioxidante.
Dan lugar a un estado pro-inflamatorio, a la proliferaciéon de células del endotelio y
musculo liso arterial y a la activaciéon de factores de transcripcion como el NFkB,
sensible al estado éxido-reductivo (Diaz-Flores, 2004). Ademas, la hemoglobina

glicosilada constituye una fuente de aniones superdéxido en la pared vascular de los
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diabéticos. Se ha demostrado que la hiperglucemia favorece la produccién de anion
superoxido mitocondrial, lo que ocasiona entre otros efectos adversos, la activacion
de la via de los polioles y de las hexosaminas anteriormente descritas, y
consecuentemente una disminucién de los niveles de NADPH. La disminucion de
concentracion de NADPH afecta negativamente la actividad de otras enzimas que
también lo requieren, como la sintasa del 6xido nitrico (NOS), la glutation reductasa,
la catalasa y la NADPH oxidasa. Algunas de ellas participan en los mecanismos
antioxidantes; por lo tanto, la disminucién de NADPH explicaria la deficiencia de los
sistemas antioxidantes dependientes de glutation en pacientes con diabetes. Para
que el glutation realice su accién como principal antioxidante intracelular en
respuesta a las ERO es requisito indispensable que mantenga su forma reducida
(GSH), por accion del glutatién reductasa sobre la forma oxidada (GSSG), lo que

requiere el consumo de NADPH (Diaz-Flores, 2004).

1.1.2.3.2 Clasificacion de las lesiones

La manera mas empleada de cuantificar las lesiones ulcerativas, es la clasificacién de
Wagner, la cual enlista las lesiones en cinco grados de complejidad evolutiva, y es

utilizada para unificar los criterios de los tratamientos (Wagner, 1981) (Fig. 5):
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Figura 5. Clasificacion de Wagner. Evolucién ulcerativa. (Wagner, 1981)

1.1.2.3.2.1 Clasificacion de Wagner:

— Grado 0. No hay lesion, pero se trata de un pie de riesgo (callos, fisuras,

hiperqueratosis).

— Grado 1. Ulcera superficial. Suelen aparecer en la superficie plantar, en la cabeza

de los metatarsianos o en los espacios interdigitales.

— Grado 2. Ulcera profunda que penetra en el tejido celular subcutaneo, afectando

tendones y ligamentos, pero no hay absceso o afeccién dsea.
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— Grado 3. Ulcera profunda acompafiada de celulitis, absceso u osteomielitis.

— Grado 4. Gangrena localizada, generalmente en talén, dedos o zonas distales del

pie.

—Grado 5. Gangrena extensa.

1.1.2.3.3 Prevencién

La prevencion viene dada por la identificacion de los pacientes con pie de alto riesgo
que son aquellos con mayor probabilidad de padecer neuropatia y/o arteropatia
como son: fumadores, diabéticos de mas de 10 afios de evolucién con control
glucémico muy deficiente, existencia de otras complicaciones macro vy
microvasculares y con higiene deficiente, aislamiento o baja condicion social que
favorecen la presencia de infecciones. A estos factores habria que afiadir, como
factores exacerbantes de un pie de riesgo, la presencia de anomalias en el estado de
la piel y las ufias del pie y la presencia de alteraciones biomecanicas como
callosidades.

La deteccion precoz de los diabéticos con pie de riesgo por medio de lIa
inspeccion periddica por parte del paciente y del personal sanitario, la palpacién de
pulsosy el uso del monofilamento 5.07 para evaluar la sensibilidad a la presion y tactil
seran las medidas mas adecuadas de prevencion del pie diabético. Igualmente, el uso
de calzado adecuado vy las visitas regulares al poddélogo evitaran el desarrollo de las

complicaciones del pie (Mediavilla et al. 2001).
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1.1.2.3.4 Tratamientos

1.1.2.3.4.1 Tratamientos alopaticos.

El tratamiento exitoso de la infeccidén en los pies de pacientes con DM sigue siendo
un desafio. Aunque el diagndstico de la infeccidn sigue siendo una decision clinica, la
presencia en pies insensibles a la neuropatia diabética mas la insuficiencia vascular
coexistente significa que la expresidnes a menudo atipica. Las heridas
frecuentemente producen crecimiento polimicrobiano, por lo que diferenciar
organismos comensales de organismos patdgenos puede ser dificil; los aislamientos
de bacterias de las heridas del pie diabético a menudo son resistentes a multiples
farmacos. Los pacientes afectados a menudo tienen muchas otras comorbilidades,
qgue no solo afectan la eleccion del régimen antimicrobiano apropiado, sino que
también impiden la curacion. Ademads, mucha controversia rodea el manejo de la
osteomielitis, con los méritos y el papel de la cirugia aun por decidir (Powlson et al.

2010).

— Hiperqueratosis o grietas. Crema hidratante a base de lanolina o urea después de
un correcto lavado y secado de los pies o uso de vaselina salicilada al 10 %. Las
callosidades deben ser escindidas por un poddlogo. Las grietas se tratan a base de
antisépticos suaves y rodetes de proteccion.

— Deformidades (hallux valgus, dedos en martillo, pie cavo). Valorar la posibilidad de
prétesis de silicona o plantillas y/o cirugia ortopédica.

— Ulcera superficial. Reposo absoluto del pie lesionado, cura tépica diaria con suero
fisiologico y aplicacion de antisépticos locales suaves. Valorar la presencia de posibles
infecciones.

— Ulcera profunda. Reposo absoluto del pie lesionado. Se debe sospechar la posible
existencia de infeccion. Se realizara desbridamiento de tejidos necréticos y toma de
cultivo mas radiografia. Como tratamiento empirico y hasta la llegada del
antibiograma podemos usar amoxicilina/clavulanico (500 mg/6-8 h) o una quinolona
(ofloxacino 400 mg/12 h o ciprofloxacino 750 mg/12 h). Si la lesién presenta tejido
necrotico o aspecto fétido se asocia una quinolona con clindamicina o metronidazol
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1.1.3

(Mediavilla et al. 2001). Se deriva al hospital de manera preferente siempre que exista
sospecha de isquemia o infeccion, pie de grado 2 o 3 y las Ulceras de mas de 4
semanas de evolucién. La derivacion sera urgente si el pie presenta celulitis superior
a 2 cm, osteitis, sospecha de infeccion por anaerobios o afeccion sistémica (Cano-

Pérez et al. 1999).

Factores inflamatorios e inmunolégicos presentes en las complicaciones
diabéticas.

La inflamacidn se desencadena por una cascada de factores, como las citocinas
proinflamatorias, quimiocinas y moléculas de adhesiéon que inician la interaccién
entre los leucocitos y el endotelio vasculary guian la migracién de los leucocitos hacia
el tejido lesionado. La inflamacion crdénica es un rasgo caracteristico de las
complicaciones diabéticas. En estudios clinicos, los marcadores inflamatorios
circulantes se incrementan en pacientes con diabetes, y los valores de estos
marcadores inflamatorios parecen predecir la aparicion y progresién de las
complicaciones diabéticas. Se ha demostrado también la existencia de anticuerpos
localizados en el perineuro y en los axones, asi como una inmunoglobulina
autoinmunitaria que favorece la apoptosis de las neuronas (Dorantes et al. 2016).
Las respuestas inflamatorias también son inducidas por la activacién de
complejos proteicos intracelulares llamados inflamasomas. La activacién del
inflamasoma requiere dos sefiales esenciales: 1) la sefial de cebado y 2) la sefial de
activacion (Bauernfeind et al. 2009). La sefial de cebado inducida por estimulos
inflamatorios extracelulares es un paso activo que conduce a la activacién de factores
de transcripcion inflamatorios, incluidos NFkB, AP1 e IRF, y posteriormente induce la
expresion de componentes del inflamasoma y moléculas efectoras, como los
receptores que reconocen patogenos (PRR), procaspasa-1, procaspasa-11,
inflamasoma asociado a apoptosis (ASC) y prolL- 1B (Bauernfeind et al. 2009). Por
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otro lado, la sefial desencadenante estd representada por la activacion de los PRR y
el ensamblaje del inflamasoma, lo que da como resultado la piroptosis mediada por
gasdermina D (GSDMD) y la maduracién y secrecion de IL1B y pro-IL18 inducidas por
la caspasa - 1(Bauernfeind et al. 2009). La activaciéon del inflamasoma también podria

ser inhibida por:

1) Interactores de proteinas enddgenas, como el dominio de reclutamiento de la
caspasa (CARD): proteinas dominio de pirina (PYD), proteinas motivo tripartito
(TRIM), proteina de fusion leucemica promielocitica (LPM), modulador 3 de
sefializacion de proteina G, choque térmico proteina 90-supresor de G-dos alelos de

complejo Skp1l, y | B quinasa a, (Martin et al. 2014).

2) Modificaciones postraduccionales de los componentes del inflamasoma, (Yang et

al. 2017).

3) Procesos bioldgicos, como la autofagia, la inhibicién de la generacion de especies
de oxigeno reactivas mitocondriales (mtROS), la supresion de la liberacion del ADN

mitocondrial (ADNmt) y la sefializacion de la hemooxigenasa-1 (Stutz et al. 2017).

1.1.4 Fatiga muscular

La fatiga muscular durante la diabetes se ve asociada a un fendmeno fisioldgico debido
a la hipo o hiperglucemia o bien a una combinacién de ambas. La fatiga se ha definido
como un sintoma subjetivo o una accién de decremento (Wessely, 1998). Existen tres
fases en el decline de la fuerza cuando un musculo es sometido a estimulos eléctricos a
un nivel maximo mediante tétanos isométricos (Allen et al. 2008). En la primera fase se
reduce la fuerza entre un 80-90 % en 60 s, debido al incremento de la concentracion de
fosfato inorganico (Pi) el cual inhibe la formacién de los puentes cruzados. En la fase dos,
la fuerza permanece relativamente constante y el suplemento de ATP se da a través de

la degradacion aerdbica y anaerdbica del glucdgeno y en la fase tres la fuerza empieza a
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disminuir principalmente debido a la reduccién de la liberacién de Ca?* del RE, observado
como la reduccion de la sensibilidad de las proteinas contractiles al cation (Allen et al.
2008) (Fig. 6), sin embargo, también se ha identificado como un sindrome per se
(sindrome de fatiga cronica) (Ream et al. 1996). La fatiga es generalmente denominada
como complicaciones multiples que abarcan fisiologia, psicologia y componentes

situacionales, como eventos patoldgicos (Fritschi et al. 2010).

_____________________________________________________________________________________________________________________
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Figura 6. Esquema de fatiga de una fibra aislada, estimulada eléctricamente isométricamente.
(Modificada de Allen et al., 2008)

La fatiga crénica se asocia a enfermedades como el cancer, enfermedad de
obstruccion pulmonar crdnica, artritis reumatoide, depresién y fibromialgia, pero en
el caso de diabetes mellitus juega un papel muy importante. Un criterio comun es
que la fatiga resulta de procesos fisioldgicos periféricos solos o en combinacién con
la fisiologia del sistema neuroldgico. Se divide en periférica y central segln los

procesos y sistemas involucrados.
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1.1.5

La fatiga periférica se ha descrito como un fenémeno fisioldgico, que involucra
un érgano terminal como el musculo esquelético o cardiaco y se ha definido como la
disminucion de la capacidad de tensién (fuerza) muscular con estimulacion repetida
(Fritschi et al. 2010). La fatiga periférica, como la que se observa en el musculo
esquelético, se produce por una combinacidon de patologias neuroldgicas, musculo
esqueléticas y metabdlicas, como reducciones en las reservas de glucdogeno hepatico
o muscular, reduccion del consumo de oxigeno durante la actividad y cambios en las
fibras musculares que resultan de la inactividad fisica o el envejecimiento (Fritschi et

al. 2010).

Estrés oxidante

Las especies reactivas de oxigeno (ERO) se producen en los musculos activos y tienen
un papel importante en la fatiga. La evidencia mas convincente de que las ERO
contribuyen a la fatiga proviene de experimentos con captadores de ERO afiadidos
de forma exdgena que pueden reducir la tasa de fatiga en los musculos aislados, en
animalesy los humanos. A pesar de la evidencia de alglin papel de las ERO en la fatiga
muscular, muchos aspectos siguen siendo inciertos, particularmente la fuente de las
ERO, la identificacidon de estasy el mecanismo por el cual contribuyen a la fatiga (Allen
etal. 2008). El incremento de las ERO en general y del Oy~ en particular generan un
aumento de la actividad de la proteina cinasa C (PKC), activando sefiales
intracelulares de estrés metabdlico y oxidativo, caracterizado por incrementos en las
actividades de NF-BIB, p38, MAPK vy Jak/STAT, las cuales activan diferentes vias
metabdlicas, encienden la expresidn genes y provocan una respuesta masiva y de
largo plazo. Esta condicién genera un incremento de la concentracion del NO- al
estimular a la sintetasa correspondiente. La sefializacion intracelular de estrés y el
incremento del NO-inducen a su vez el incremento de diferentes citocinas, tales
como ET1, resultando en la activacion de las NADPH y NADH oxidasas, con

reducciones adicionales del poder reductory de la capacidad antioxidante total. Todo
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lo anterior termina incrementando en un circulo vicioso las concentraciones de ERO
y en particular del Oy, que al reaccionar con el NO-en exceso da por resultado el
peroxinitrito (ONOO-) que también es un potente oxidante, generando sistemas de
dafioy disminuyendo la NO- disponible y sus efectos benéficos al sistema circulatorio.
Asimismo, el O; en las células endoteliales se piede al convertirlo a H,0; por la accién
de la enzima catalasa, el cual induce apoptosis y angiogénesis patoldgica, con

consecuencias en la arquitectura y la funcién vascular.

Se han propuesto varios mecanismos para explicar como es que la
hiperglucemia en general y el estado metabdlico propio de la DM en particular
pueden generar dafio y estrés oxidante en los érganos, de manera especifica en las
extremidades inferiores. El dafio oxidante se presenta cuando hay un aumento de la
concentracion de moléculas oxidantes, sean enddgenas o exdgenas, o cuando existe
la reduccién de las defensas antioxidantes. Las enfermedades metabdlicas, como la
DM, tienen grades posibilidades de tener una participacion de elementos oxidativos
en su génesis, evolucidn o complicaciones ya que pueden generar estados oxidantes
o afectar la generaciéon o la eficiencia de recuperacién de los mecanismos

antioxidantes (Quintanar-Escorza, 2009).

Existen evidencias experimentales que sugieren que el estrés oxidante puede
determinar el inicio y la progresién de las complicaciones tardias de la DM. Estas
evidencias (Likidlilid et al. 2010) muestran que pacientes con DM presentan un
aumento en el estrés oxidativo y los procesos de inflamacién, siendo mayores en
aquellos que presentan complicaciones propias de la patologia, caracterizadas por
una disminucion en la actividad de los sistemas antioxidantes y un incremento de los

productos de oxidacion (Takayanagi et al., 2011).

La pérdida de balance en el equilibrio pro-oxidante/antioxidante que se ha
observado en la DM puede explicar el dafio oxidativo que presentan las macro-
moléculas, dando lugar a alteraciones oxidativas en el DNA, las proteinas y los lipidos

(Srivatsan et al. 2009). De igual forma las deficiencias en los sistemas antioxidantes
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se han asociado con un incremento en el riesgo de las complicaciones de la DM

(Calderon-Salinas, 2011).

1.1.6 Tratamientos alternativos.

La Organizacion Mundial de la Salud, ha definido a la Fitomedicina como la aplicacién
de principios activos de origen vegetal en terapéutica, basado en el conocimiento
cientifico moderno.Esta base se sostiene en los pilares fundamentales de la
farmacologia vy la terapéutica moderna: farmacodinamia, farmacocinética, estudios
preclinicos, clinicos y la divulgacion de éstos a través de medios reconocidamente

validados por las comunidades cientificas (Morales et al. 2009).

Los remedios tradicionales, especialmente las formulaciones a base de
plantas, promueven la cicatrizacién de heridas de una manera sorprendente, ya que
influyen en etapas Unicas o multiples durante la cascada de cicatrizacién de
heridas. Esta cascada comprende varios eventos fisioldgicos sistematicos cuyo
objetivo es reparar el tejido dafiado, ya sea total o al menos parcialmente (Budovsky
et al. 2015). El proceso se puede clasificar en 3 fases principales; la fase inflamatoria
(restablecimiento de la homeostasis e inflamacién local), la fase proliferativa
(granulacion, contraccion del tejido y comienzo de la epitelizacién) y finalmente la
fase de remodelacién, que decide la fuerza y apariencia del tejido después de la

cicatrizacion (Kasuya et al. 2014).

Los aceites esenciales, aislados de diversas fuentes vegetales, se utilizan
comunmente en el tratamiento de primeros auxilios de heridas, quemaduras o
abscesos. Estudios recientes arrojan luz sobre sus propiedades antimicrobianas,

pesticidas, promotoras de la cicatrizacion y antioxidantes, debido a sus compuestos
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farmacoldgicamente activos, por ejemplo: borneol, alcanfor, terpinen-4-ol, eucaliptol

y muchos otros compuestos (Woollard et al. 2007).

1.2 Aloe vera.

El Aloe vera (también conocido como Aloe barbadensis Mill., Aloe indica Royle,
Aloe perfoliata L. var. vera y A. vulgaris Lam) es una planta perteneciente a la familia
Liliaceae, de la cual hay mas de 360 especies conocidas (Vogler et al. 1999). Son
plantas suculentas perennes parecidas a los cactus y se caracterizan por presentar
hojas sin tallo, grandes, gruesas y carnosas que tienen forma de lanza y tienen un
apice afilado y un margen espinoso (Fig. 7) (Steenkamp et al. 2007). De la planta se
obtienen dos productos distintos: el latex amarillo, que se conoce como jugo de aloe,
y la pulpa de la hoja que es la porcion mas interna de la hoja y estd compuesta por el
paréngquima celular cuya funcion basica es el almacenamiento de alimentos vy
nutrientes que contienen el gel de Aloe vera. La pulpa cruda contiene
aproximadamente 98.5 % de agua y el 1.5 % restante contiene una variedad de
compuestos que incluyen vitaminas, minerales, enzimas, polisacaridos, compuestos
fendlicos y compuestos organicos solubles en agua y acidos liposolubles (Hamman et
al. 2008). La pulpa de la hoja se presenta comUnmente como ungiiento topico sobre
heridas en forma de gel, crema o mucilago.
La evidencia de estudios en animales ha resaltado los posibles efectos del Aloe
vera en la cicatrizacion de las heridas (Takzare et al. 2009). Gracias a las enzimas
hidrolizantes de prostaglandinay bradicinina presentes en el Aloe vera, incluidas
la carboxipeptidasa y la bradicinasa, tienen la capacidad de reducir el dolor y la
inflamacién (Takzare et al. 2009). Se ha postulado que los polisacaridos
derivados del aloe, como la manosa-6-fosfato, son sustancias de crecimiento

activo, especialmente en la epitelizacién (Steenkamp et al. 2007). Generada por
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la unién de manosa-6-fosfato a los receptores de fibroblastos, lo que induce la
proliferacién fibrobldstica, que en dultima instancia ayuda a promover la
deposicion de coldgenoy la reorganizacién de los tejidos. Se ha demostrado que
el acemanano, otro polisacarido, regula al alza la actividad de los globulos
blancos en el proceso de cicatrizacién de heridas (Tamura et al. 2009). Ademas,
las propiedades antibacterianas de antraquinonas, un compuesto organico
responsable del pigmento natural del Aloe vera, es beneficioso para minimizar

las infecciones (Tamura et al. 2009).

Figura 7. Aloe vera.

1.3 Melaleuca alternifolia.

La especie Melaleuca alternifolia pertenece a la familia Myrtaceae, es un arbol que
no supera los 6 m de altura, con hojas estrechas, dispuestas en forma alterna, flores
blancas en ramillete, con estambres reunidos en la base en cinco grupos (Fig. 8). Se
trata de una planta autdctona de la costa oriental de Australia, de cuyas hojas se
produce uno de los aceites esenciales mas activos desde el punto de vista medicinal.

Es utilizado como cicatrizante y antibacteriano (Hammer et al., 2008).
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Figura 8. Melaleuca alternifolia

1.4 Aceites esenciales.

Los aceites esenciales (AE) son extractos vegetales aromaticos muy complejos y
concentrados. Pueden contener mas de una centena de moléculas aromaticas en
proporciones muy variables. Son estas distintas combinaciones de moléculas las que
aportan a los aceites esenciales sus propiedades tan particulares y las causantes de
su olor caracteristico. Los principales usos de los AE abarcan el cuidado terapéutico
(via oral, transcutdnea, cutanea, pulmonar). Se deben utilizar excipientes apropiados
para todas las vias de absorcién, en especial para la via oral. Son hidrosolubles, por
tanto, no se debe utilizar el agua como excipiente, es preferible utilizar aceites
vegetales, una base limpiadora (gel), alcohol o una base de crema neutra (Morales et

al., 2009).

Los aceites esenciales tienen numerosas propiedades medicinales. Son
eficaces frente a numerosos gérmenes y hongos distintos, asi como frente a los virus.

Cada aceite esencial tiene su propia propiedad terapéutica especifica.

EI AE de M. alternifolia, es un liquido incoloro o amarillo palido que se obtiene
de las hojas y ramas tiernas por destilacion en corriente de vapor de agua. Una vez

condensada, la fase clara del aceite de color amarillo palido se separa de la destilacion
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acuosa. El rendimiento de aceites es tipicamente de 1 a 2 % del peso humedo de

material vegetal (1ISO 4730:2004), sus propiedades son (OMS, 2004):

e Densidad relativa: 0.885 a 0.906

e Solubilidad: escasamente soluble en agua y miscible con solventes no
polares.

e indice de refraccién: 1.475 a 1.482

e Rotacion optica: +5° a +15

1.4.1 Terpenos

El AE de M. alternifolia estd compuesto por hidrocarburos terpénicos, principalmente
monoterpénos, sesquiterpénos, alcoholes y sus asociados (Fig. 9). Los terpenos son
hidrocarburos volatiles, aromaticos y pueden ser considerados polimeros de
isopreno, que tienen la formula CsHg. El componente mayoritario es el terpinen-4-ol,
alcohol monoterpénico cuyo porcentaje supera el 30 %y suele situarse alrededor del
40 % aunque puede alcanzar el 48 %. Le siguen y-terpinéno y a-terpinéno. Y el 1,8-
cineol en un maximo del 15 % (Cox et al, 2001). La estabilidad del AE de M.
alternifolia cambia particularmente en presencia del oxigeno atmosférico, pero
también cuando el aceite es expuesto a la luz y a las altas temperaturas. Los niveles
de a-terpineno, y-terpinenoy terpinoleno disminuyen, mientras que los niveles de p-
cimeno incrementan hasta diez veces. Los procesos de oxidacidon conducen a la
formacién de perdéxidos, endoperoxidos y epodxidos. Las principales vias de oxidacion
y degradacion se muestran en la (Fig. 10) (Brophy et al., 1989). A continuacion, se
resumen los principales componentes y sus rangos de concentracion aceptables de

acuerdo con la norma ISO correspondiente (Tabla 2) (ISO, 4730:2004).
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Figura 9. Principales componentes del aceite esencial de Melaleuca alternifolia.
(Cox et al, 2001).

Tabla 2. Composicion del aceite esencial de Melaleuca alternifolia: rangos (%) aceptables
para los principales componentes segln la norma ISO 4730. (ISO, 2004)

Terpinen-4-ol 230 a-Terpineol 1.5-8
r-Terpineno 10-28  Acromadendrenco Trazas-7
a-Terpineno t-13  &-Cardineno Trazas -8
1,8-Cineol{eucaliptol) 515 Limoneno 0.5-4
Terpinoleno 1.5-5 Sarbineno Trazas -3.5
p-Cimena 0.5-12 Globulol Trazas -3
a-Fineno 1-6  Viridiflorol Trazas -1.5



2 2K

a-Terpineno y-Terpineno a-Terpinoleno
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/\
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Terpineno-4-ol p- Cineno

Figura 10. Productos finales de la hidrélisis y oxidacion de los componentes del AE de Melaleuca
alternifolia (Modificado de Brophy et al., 1989).
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2 JUSTIFICACION

La diabetes mellitus (DM) es una de las patologias con mayor tasa de incidencia a
nivel mundial. Una de sus complicaciones tardias es el pie diabético y/o Ulceras
diabéticas. Actualmente, se emplean tratamientos altos en costos por lo que se ha
buscado la utilizacién de terapias alternativas como la fitoterapéutica topica. El Aloe
vera induce la proliferacion fibrobldstica, ayudando a promover la deposicién de
colageno y la reposicién de los tejidos. Por su parte, el aceite esencial de Melaleuca
alternifolia, posee efectos antimicrobianos y cicatrizantes, debido a su alto contenido
de terpenoides. Por ello se considera que su utilizacién tépica conjunta es un
tratamiento eficaz en el tratamiento local de heridas crénicas cutaneas y musculares
en organismos con diabetes, mejorando la cicatrizacion y el funcionamiento general
del tejido tratado.

3 HIPOTESIS

El gel de Aloe vera en conjunto con el aceite esencial de Melaleuca alternifolia
optimizan el proceso de cicatrizacidon ya que controla la proliferacion bacteriana
causante de retrasar este proceso en lesiones ulcerativas exacerbadas por diabetes,
mejora la contracciéon de musculo dafiado y disminuye el estrés oxidante en el tejido
regenerado.
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4 OBIJETIVOS

4.1 Objetivo general:

Evaluar el efecto del aceite esencial de Melaleuca alternifolia adicionado en gel de
Aloe vera en el tratamiento local de heridas crénicas cutdneas y musculares crénicas

inducidas durante la diabetes experimental.

4.2 Objetivos particulares:

* Evaluar el efecto del aceite esencial de Melaleuca alternifolia adicionado en
gel de Aloe vera sobre el tiempo y eficiencia en la cicatrizacién de heridas
cronicas inducidas durante la diabetes experimental.

* Determinar el efecto del aceite esencial de Melaleuca alternifolia adicionado
en gel de Aloe vera sobre la tension muscular y la resistencia a la fatiga en
musculo dafiado por heridas cronicas inducidas durante la diabetes
experimental.

* Analizar el efecto del aceite esencial de Melaleuca alternifolia adicionado en
gel de Aloe vera sobre el estrés oxidante del tejido cicatrizado (epitelial y
muscular) de heridas crdnicas inducidas durante la diabetes experimental.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Animales

Se utilizaron 40 ratas macho de la cepa Wistar adultas con un peso de entre 230-
250 g. Las cuales se mantuvieron en el bioterio del [IQB, en cajas de acrilico, bajo
controles de dieta (alimento estandar y agua de grifo ad libitum), temperatura
constante (24+2 °C) y ciclos de luz/obscuridad (12 h/12 h). Todos los animales se
aclimataron a las condiciones de laboratorio durante una semana antes del
experimento. Siguiendo las recomendaciones técnicas de la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-Z00-1999, “ESPECIFICACIONES TECNICAS PARA LA
REPRODUCCION, CUIDADO Y USO DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO” de la
Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion, asi
mismo el protocolo experimental de esta investigacién también fue aprobada por
el Comité de Bioseguridad y Bioética para el uso de animales del Instituto de
Investigaciones Quimico Bioldgicas de la Universidad Michoacana de San Nicolds

de Hidalgo.

5.2 Disefio experimental

Los animales se distribuyeron de manera aleatoria, separadasen 8 grupos de 6 ratas

cada uno:

e Grupo control (CTRL):sin patologia, sin heriry sin tratamiento alguno.
e Grupo diabéticas (D): inducidas a diabetes experimental, sin herir.

e Grupo heridas sin tratamiento (HST).

e Grupo diabéticas sin tratamiento (DST).

e Grupo heridas gel (HG): heridas tratadas con Gel de Aloe vera.

e Grupo diabéticas gel (DG): diabéticas tratadas con Gel de Aloe vera
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e Grupo heridas tratamiento (HT): heridas tratadas con Gel de Aloe vera
adicionado con AE de Melaleuca alternifolia al 4 %.
e Grupo diabéticas tratamiento (DT): diabéticas tratadas con Gel de Aloe vera

adicionado con AE de Melaleuca alternifolia al 4 %.

5.3 Induccion de diabetes experimental

Las ratas se mantuvieron en ayuno durante 12 h. Posteriormente a cada rata se le
administré estreptozotocina (STZ) a una dosis de 45 mg/kg preparada in situ en
buffer de citratos (0.1 M, pH 4.5) 1.0 ml/kg por via intraperitoneal (Tesch y Allen,
2007). Los ocho dias posteriores no se manipularon los animales para evitar estrés,
pasados los ocho dias se determind la concentracién de glucosa en sangre con un
glucémetro Accu-Check Instant® (Roche), solo los modelos experimentales con una

destroxtis 2250 mg/d| fueron incluidos en los experimentos posteriores.

5.4 Determinacion y monitoreo de diabetes cronica

Una vez confirmada la patologia, se monitoreo a los modelos experimentales
durante los tres meses posteriores hasta establecer una diabetes crdnica, midiendo

de manera semanal los niveles de glucosa en sangre y el peso corporal.
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5.5 Creacion de herida

5.5.1 Procedimiento pre-quirdrgico

Las ratas a herir por grupo se mantuvieron en ayuno prequirurgico 12 h previas.
Se comenzé la preparacion del modelo experimental con una sedacion total por
medio de una inyeccién intraperitoneal de pentobarbital sédico a una dosis de
50 mg/kg, una vez inmovilizado se procedio a la realizacion de tricotomia por
medio de una rasuradora eléctrica y posterior a ello con cera fria (Veet®). Se
aplicéd acrilato en el area depilada para evitar irritaciones y asi proceder
inmediatamente a la sanitizacion del area a herir con solucion electrolizada de
acido hipocloroso 1.0 M (Mendes et al., 2012). Una vez limpia y despejada el
area a herir inyecto lidocaina a dosis respuesta para asegurar el bloqueo

sensorial aferente antes de cualquier lesion incisiva.

5.5.2 Procedimiento quirurgico

Una vez confirmado el bloqueo se procedié a realizar una biopsia quirudrgica
cuadrada por incision y escision de 7 mm por lado con tijera Adson quirdrgica y
pinzas de diseccidn, en biceps femoral de la extremidad posterior izquierda
(Masood et al., 2019). Posterior a ello se realizd una biopsia por escision con
punzén quirdrgico para biopsia de 6 mm en musculo extensor digitorio largo

(EDL) de extremidad posterior derecha (Mendes et al., 2012).

5.5.3 Procedimiento post-quirdrgico

Una vez culminado el proceso quirdrgico los modelos experimentales se
mantuvieron en observacion durante las 2 h posteriores para monitorear los
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valores fisiolégicos normales (Pritchett-Corning et al, 2011) de frecuencia
respiratoria (66-114) y temperatura corporal (35.9-37.5 °C) hasta pasado el

efecto del sedante.

5.6 Tratamiento

Los grupos (sanosy diabéticos) con tratamiento se dividieron en grupos tratados
con A. vera el cual consistia en un gel comercial de A. vera al 70 % y grupos

tratados con gel de A. vera adicionado con aceite esencial de M. alternifolia.

5.6.1 Formulacion de dosis
Se formuld una pelicula en gel cargada con aceite esencial de M. alternifolia,

utilizando gel comercial de A. vera, se agregaron gota a gota a la solucion
viscosa, con agitacién continua, para alcanzar una concentracion de aceite del
4 % v/v dentro de la formulacidn, y se agitd durante 1 h. La seleccion de la dosis
para el aceite esencial se realizé6 adaptando el método desarrollado por Wang
etal., (2011),donde el 4 % v/v dio mejores resultados de cicatrizacion de heridas
en comparacion con otras concentraciones mas bajas y demostrd efectos

favorables antibacterianos.

5.6.1.1 Densidad del aceite esencial de Melaleuca alternifolia es de 0.878 g/mL

e 1 gota contiene 20 ul

e 10gotas=200pul=0.2 ml

e Enb5 gdeexcipiente se agregaron 0.2 ml de AE

e Esdecir en 5000 mg de excipiente /200 ul de AE
e 1mlAE=0.878 g AE - 1000 pl =878 mg

e 0.2mlAE=0.1756g AE - 200 pul=175.6 mg
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e A cada rata se le aplicaron 50 ul de tratamiento en cada herida, 50.99 mg de
los cuales 1.73 mg son AE de Melaleuca alternifolia

e Loqueequivaleal 4 % del total de ul que se pusieron en cada herida.

5.6.1.2 Densidad del Aloe vera es de 0.975 g/ml

e Enb5 gdeexcipiente se agregaron 0.2 ml de AE

e Esdecir en 5000 mg de excipiente /200 pl de AE

e 1gAloevera=0.975mlAloe vera - 1000 mg = 975 ul Aloe vera

e 5g=4.875ml—- 5000 mg=4875 pl

e A cada rata se le aplicaron 50 pl de excipiente en cada extremidad, es decir

51.2 mg en cada herida.

5.7 Manejo de la herida

En los grupos manejados con tratamiento topico en gel de A. vera y en los
grupos manejados con gel de Aloe vera adicionado con aceite esencial de M.
alternifolia al 4 % se comenzo la aplicacion al tercer dia de haber sido realizada
la herida, posterior al ello se aplicé en el sexto, noveno y doceavo dia a una

dosis de 50 pl por herida y difuminada con ayuda de un hisopo.

5.8 Eutanasia

Una vez culminado el tratamiento se procedié a la eutanasia por medio de
guillotina con previa sedacion con inyeccién intraperitoneal de pentobarbital
sédico a una dosis de 50 mg/kg después de la sedacion se tom¢ la fotografia

final de la herida ya cicatrizada.

44



5.9 Andlisis de cierre de la herida

Para evaluar el efecto del AE de M. alternifolia sobre el tiempo y la eficacia en
la cicatrizacién de las heridas inducidas durante la diabetes experimental se
realizd el analisis en el progreso del cierre mediante la recoleccién total de las
imagenes fotograficas de las heridas, Se tomdé una fotografia posoperatoria
inmediata y posterior a ello se fotografio la herida al tercer, sexto, noveno y
doceavo dia, asi como en el dia de la eutanasia en el dia 15, de los distintos
grupos (HST, DST, HT, DT, HE, DE), se midieron y editaron en Photoshop
calculando el drea obtenida de la medicion punto por punto de la zona expuesta
de las Ulceras (Kant et al., 2014). Durante la medicién del area de la herida, los
animales se colocaron dentro de una caja de luz led fotografica con la herida
hacia arriba. Se fotografiaron las heridas a una distancia de 16 cm. El area
(pixeles) dentro de los limites de cada herida se determind planimétricamente
donde se utilizd Adobe Photoshop© para convertir el drea de la herida en pixeles
a mm? para cada herida en particular. El porcentaje de contraccion de la herida
se utilizé para expresar los resultados de las mediciones de la herida y se calculd

mediante la férmula de Wilson (Sardari et al., 2007) de la siguiente manera:

PORCENTAJE %] DE AREA DE LA HERIDA EN E_ DIA 0 - AREA DE LA HERIDA DE UN DIA EN PARTICULAR
CONTRACCION DE LA - X100
HERIDA AREA DE LA HERIDA ENEL DA 0

5.10 Pruebas de tension muscular y resistencia a la fatiga

Para realizar el registro de tension isométrica se colocd el musculo EDL
diseccionado de la extremidad posterior derecha, en una caja Petri revestida
con fondo de resina transparente (Sylgard®) donde se fijaron con ayuda de
alfileres entomolégicos inmersos en solucion Krebs-Ringer (118 mM NacCl,
4.75 mM KCl, 1.18 mM MgSOg4, 24.8 mM NaHCOs3, 1.18 mM KH;PO4, 10 mM
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Glucosa y 2.54 mM CaCl,) (Krebs et al., 1932) suministrados con gas
carbégeno (95 % de O, y 5 % CO;). Se procedid a limpiar el musculo
eliminando el exceso de tejido graso y conectivo el cual se retird bajo

microscopio estereoscopico.

Posteriormente el musculo se montd en una camara del registro de tension
isométrica, sujetandolo por el extremo distal al gancho de un transductor
optico, el cual se conectd a un amplificador y este a su vez a una interfase
analdgico-digital que permitio adquirir la tensién generada por el musculo en
una computadora, mediante el software MDAC (World Precisién Instruments,

USA) (Fig.11).

Figura 11. 1. Cdmara de registro, 2. Transductor, 3. Amplificador, 4. Interfase
analogica digital, 5. Computadora para analisis (Montoya-Pérez, 2010).

Dentro de la camara de registro el musculo fue estirado 1.5 veces su
longitud de reposo y se dejé montado en la cdmara de registro inmerso en

solucion fisiologica por espacio de 10 min antes de proceder al registro de
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tension isométrica, se colocaron dos electrodos de platino, los cuales se
encontraban conectados a una unidad aisladora de estimulos (Grass FT03),
estos con la finalidad de aplicar el protocolo de induccién de fatiga el cual
consta de pulsos de 100 V a 300 ms de duracion a una frecuencia de 50 Hz

(Fig.12). Se detuvo la estimulacion en presencia de fatiga.

Figura 12. Camara de registro

Una vez concluido el protocolo de fatiga se guardd el musculo en
formaldehido al 10 % para sus posteriores analisis histoldgicos. Una vez obtenidos

los registros de tension se editaron y midieron por medio de Adobe Photoshop©.

5.11 Evaluacion de estrés oxidante

5.11.1Determinacion de especies reactivas de oxigeno

La produccion de especies reactivas de oxigeno (ERO) se determind (Ortiz-Avila et al.,
2015) utilizando 2’,7’-diacetato de diclorohidrofluoresceina (H,DCFDA). Se agregd 0.5
mg/ml del homogenizado de proteina de tejido, resuspendido en buffer (10 Mm
HEPES, 100 mM KCI, 3 mM KH,P0O4, 3 Mm MgCly). Se incubd en 20 uM de H,DCFDA

durante 15 min. Después se registré la fluorescencia basal durante 1 min a Ex/Em
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491/518 nm. El incremento de la fluorescencia se monitoreo 60 min después (Ortiz-
Avila et al. 2013). Los resultados se expresaron como unidades arbitrarias de 2’,7’-

diclorofuorceina (DCF).

5.11.2Relacion GSH/GSSG

Este parametro se estimé (Rahman et al., 2006) mediante el contenido de glutatidn
total (GSHt). 0.1 mg/ml del homogenizado de proteina del tejido se resuspendid en
0.5 mlde acido sulfosalicilico al 5 % 0.1 % de Triton-X100 en 0.1 M de buffer de fosfato
5 mM EDTA, pH 7.5 para ser desprotenizado, y se sonicod durante 30 s en bafio de
hielo, posteriormente se congeld a -80 °Cy se descongeld dos veces. A continuacién,
se centrifugd a 9000 rpm durante 10 min. El pellet fue descartado y se afiadieron 100
ul de sobrenadante en una reaccién que contenia 100 mM de 5,5’-ditiobis (4cido-2-
nitrobenzoico) (DTNB) y 0.125 U/ml de glutatién reductasa (GR) a un volumen final
de 1 ml. Después de 5 min de incubacién a temperatura ambiente, se adiciond 50.0
uM de B-NADPH, la reduccion de DTNB se siguio espectrofotométricamente a 412
nm en un espectrofotdémetro Shimadzu UV/Vis UV-2550, siendo la tasa de reduccion
de DTNB directamente proporcional a la concentracion de GSH. Los niveles de
glutation oxidado (GSSG) fueron determinados después de la derivacion del glutation
reducido (GSH) incubando la muestra al 3 % de 4-vinilpiridina durante 60 min a
temperatura ambiente en la obscuridad. Finalmente, la cantidad de GSH se calculd

restando la concentracion de GSHt menos la concentracidon de GSSG.

5.12 Andlisis estadistico

Se analizaron los resultados de 6 experimentos independientes mediante el
programa GraphPad Prism© 8.0. Las diferencias estadisticamente significativas entre

las medias (p<0.05) se determinaron utilizando un andlisis de varianza (ANOVA) de
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una y dos vias y la prueba post-hoc Tukey. Los datos fueron expresados como la

media E.E.

6 RESULTADOS

6.1 Efecto del gel Aloe vera adicionado con aceite esencial de Melaleuca
alternifolia sobre la cinética de cierre de la herida

La contraccion de la herida se calculd como porcentaje de reduccién en area de la
herida en el 3" 6°,9°y 15° dia del experimento. Como se ilustra en la Fig. 13, en los
grupos normoglucémicos, la aplicacion topica de tratamiento gel de A. vera
adicionado con aceite esencial de M. alternifolia al 4 % y solo gel de A. vera, mostré

diferencias significativas en el porcentaje de contraccién de la herida, con el grupo

control.
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Fig. 13 (A) Fotografias representativas que muestran el cierre de heridas en ratas sanas
con aplicacion topica de diferentes tratamientos el dia 3, 6,9, 12 y el dia 15. (B) Efectos
de diferentes tratamientos sobre el porcentaje de cierre de heridas en diferentes dias en
ratas (contraccion de la herida (%). Los valores se dan como media +EE (n = 6). El *indica
una p<0.05, entre grupos. Los resultados se analizaron mediante ANOVA de una via
seguida de la prueba de Tukey. (C) Area bajo la curva del analisis estadistico.
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Fig. 14 (A) Fotografias representativas que muestran el cierre de heridas en ratas
diabéticas con aplicacion topica de diferentes tratamientos el dia 3, 6,9, 12y el dia 15.
(B) Efectos de diferentes tratamientos sobre el porcentaje de cierre de heridas en
diferentes dias en ratas (contraccion de la herida (%). Los valores se dan como media
+EE (n = 6). El * indica p<0.05, entre grupos. Los resultados se analizaron mediante
ANOVA de una via seguida de la prueba de Tukey. (C) Area bajo la curva del analisis
estadistico.
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6.2 Efecto del gel de A. vera adicionado con aceite esencial de M. alternifolia
sobre la tension musculary el tiempo a la fatiga.

Para determinar el efecto del gel de A. vera adicionado con aceite esencial de M.
alternifolia sobre la tension y fatiga en musculo esquelético con heridas cronicas
inducidas en ratas diabéticas, se tomd de acuerdo a concentraciones previamente
reportadas en la literatura (Cameron et al. 1990). Se observa en la grafica (Fig. 15)
en gris la tensidon maxima, en las barras se muestra la tensién del grupo C: control,
D: diabéticas, HST: heridas sin tratamiento, DST: diabéticas sin tratamiento, HT:
heridas tratamiento, DT: diabéticas tratamiento, HG: heridas solo gel, DG: diabéticas
solo gel. En presencia tépica del gel adicionado con aceite esencial de M. alternifolia
en los grupos diabéticos la tension se recupera en su totalidad con respecto a la
tension de los grupos diabéticos y diabéticos sin ningln tratamiento. De igual forma,
sucede con los grupos diabéticos en los que se manejo exclusivamente con gel de A.
vera, hubo una recuperacion en relacién a los grupos diabéticos y diabéticos sin

tratamiento.

En el caso de los grupos normoglucémicos no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre tratamientos. En negro, se muestra el efecto
del gel de A. vera adicionado con aceite esencial de M. alternifolia sobre la tensidn
total. En este caso, la tensién se ve disminuida en el grupo normoglucémico tratado
con M. alternifolia al 4 % en comparacién al control, sin embargo, esta diferencia no
es estadisticamente significativa a diferencia del grupo herido sin tratamiento y
herido gel A. vera que si muestra una disminucion significativa en su tensién total
con respecto al control. En el caso de los grupos diabéticos podemos observar un
aumento estadisticamente significativo en la tension total del grupo tratado con gel
Aloe adicionado aceite esencial de M. alternifolia al 4 %y el grupo tratado con gel
A. vera en comparacion a los grupos diabéticos y diabéticos con tratamiento.
Referente al tiempo que tardé en fatigarse el musculo EDL en los distintos grupos se

pudo observar una diferencia estadisticamente significativa en los grupos diabéticos
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y los grupos diabéticos heridos sin tratamiento con respecto al grupo control,
indicando la evidente fatiga muscular que sufre el musculo propia de la patologia
cronico degenerativa, sin embargo se puede observar la tendencia a una mayor
resistencia en los grupos manejados con gel A. vera adicionado con M. alternifolia
sugiriendo la intervencion del activo en la actividad metabdlica involucrada en la

fatiga muscular.
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Figura 15. Efecto del aceite esencial de M. alternifolia adicionado al gel de A. vera sobre
la tensién de musculo esquelético inducido a ulceras diabéticas en rata. En gris, la tension
al pico (fuerza desarrollada al punto maximo de tension). En negro, la tension total (Toda
la fuerza desarrollada durante la contraccién, incluyendo la relajacion). (p > 0.05; n=6).
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Figura 16. Efecto del aceite esencial de M. alternifolia en conjunto con gel de A. vera sobre
la resistencia a la fatiga del musculo esquelético inducido a ulceras diabéticas en rata. La
grafica muestra el tiempo de fatiga en segundos (s) del musculo EDL de los modelos de
cada grupo de C: control, D: diabéticas, HST: heridas sin tratamiento, DST: diabéticas sin
tratamiento, HT: heridas tratamiento, DT: diabéticas tratamiento, HG: heridas gel, DG:
diabéticas gel. Los datos son expresados como media + EE (n = 6). P >0.05.

6.3 Efecto del gel de Aloe vera adicionado con aceite esencial de Melaleuca
alternifolia sobre los niveles de glutation como marcador de estrés
oxidante

El terpenoil-4-ol presente en el aceite esencial de M. alternifolia, posee
fuertes propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, convirtiéndolo en una
molécula Unica para la cicatrizacion de heridas en diabéticos. En el presente
estudio sobre ratas diabéticas, en comparacion con los grupos de control y
tratados con gel excipiente, en aplicacion tépica, el aceite esencial de M.
alternifolia presenté un efecto sobre la aceleracién en la cicatrizacién de
heridas con marcada sintesis de coldgeno y capa epitelial completamente
regenerada. Esto fue debido a la disminucion de las unidades arbitrarias de

especies reactivas de oxigeno (ERO) (Fig. 17), con un aumento concomitante
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de la expresion de enzimas antioxidantes GPx (Fig. 18), en el sitio de la herida
en ratas diabéticas. Mostrando que el nivel de GSH se elevd significativamente
en el tejido de granulacién de la herida del grupo tratamiento M. alternifolia
al4 % del 27.05 % mostrando diferencias significativas en comparacién con el
grupo diabético. Sin embargo, no se observaron aumentos significativos en el
nivel de GSH en el grupo diabético tratamiento M. alternifolia (8.03 % por
debajo) en comparacion con el grupo diabético herido sin tratamiento y ni en
comparacién con el grupo diabético excipiente donde mostro ser 4.05 %
mayor. Cabe destacar que el nivel de GSH en el grupo diabético tratado con
aceite esencial de M. alternifolia al 4 % tuvo un aumento significativo del
25.08 % en comparacion con el grupo normoglucémico tratado con aceite

esencial de Melaleuca alternifolia al 4 % (Fig. 18 A.)
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Figura 17. Especies reactivas de oxigeno en el tejido de curacion de las ratas de C:
control, D: diabéticas, HST: heridas sin tratamiento, DST: diabéticas sin tratamiento,
HT: heridas tratamiento, DT: diabéticas tratamiento, HG: heridas gel A. vera, DG:
diabéticas gel A. vera. Los datos son expresados como media * EE (n = 6). P >0.05.
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Figura 18. Niveles de enzima GPx en el tejido de cicatrizacion de las ratas de C: control,
D: diabéticas, HST: heridas sin tratamiento, DST: diabéticas sin tratamiento, HT: heridas
tratamiento, DT: diabéticas tratamiento, HG: heridas gel A. vera, DG: diabéticas gel Aloe
vera. A) GHS: niveles de glutation reducido B) GSSG: niveles de glutation oxidado C)
GHS+GSSG: glutation total D) GHS/GSSG: Radio. Los datos son expresados como
media + EE (n = 6). P >0.05.
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7 DISCUSION

Parte fundamental de la presente investigaciéon es generar el conocimiento para
sugerir posibles tratamientos multidisciplinarios al paciente con DM vy sus
complicaciones; observando que un abordaje de este tipo, bien estructurado, reduce
de manera considerable el desarrollo y el progreso de complicaciones como las
Ulceras por pie diabético o ulceras diabéticas, mejorando la calidad de vida de los

pacientes.

El pie diabético es una complicacién muy frecuente en los pacientes con DM,
presentandose manifestaciones clinicas como Ulceras, infecciones y necrosis que
pueden llegar a la amputacion; lo que hace a este padecimiento un gran reto
financiero para las instituciones de salud que conlleva una gran carga psicosocial para
los pacientes que lo presentan, afectando su vida diaria por disminucién en la
movilidad, malestar general y una afectacién en su productividad laboral, hasta un
aislamiento en el entorno social; motivo por el cual, fue de interés realizar un pronto
y atinado tratamiento con bases cientificas en los pacientes, dando seguimiento a los
parametros internacionales ya establecidos para el diagndstico de DM vy las Ulceras

por pie diabético.

Es por ello, que en el presente estudio se investigd el potencial de curacién de
heridas crdnicas con aceite esencial de M. alternifolia en conjunto con el A. vera para
determinar su potencial de curacion de heridas crdnicas diabéticas. Se observaron y
registraron las etapas en los procesos de cicatrizaciéon de heridas (inflamacién,
proliferacién y remodelacion) dentro de los diferentes grupos en los dias 3, 6,9, 12y
15 del experimento. La cicatrizacion de heridas, el dafio en la tensién y fatiga
muscular, asi como el estrés oxidante se evaluo utilizando marcadores antioxidantes,
niveles reducidos en la relacion GSH/GSSG y la generacidén de especies reactivas de

oxigeno.
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En los resultados de los andlisis realizados en esta investigacién con relacion
al estrés oxidante, se observd que los niveles de GHS en los grupos heridos, tanto
sanos como diabéticos, que no llevaron ningln tratamiento, no fueron
estadisticamente significativos en comparacion con el grupo control. Sin embargo, se
observd un aumento por arriba del 40% en los grupos heridos diabéticos sin
tratamientos en comparacion de los grupos diabéticos a los que no se les indujo una
herida, con una disminucidon concomitante de los niveles de GSSG. Este
comportamiento se observd a la inversa en los grupos tratados con M. alternifolia y
los tratados exclusivamente con gel de A. vera, donde se observa una disminucién de
GHS por debajo del 20%, aumentando los niveles de GSSG en comparacidon con el
grupo control. Contrario a lo que reporta Labib y cols. (2019), ya que ellos exponen
qgue en los grupos tratados con M. alternifolia, hubo mayor produccién de glutation

reducido.

En los resultados de los presentes analisis se observd que la tensién maxima
en ratas inducidas con diabetes es menor de manera estadisticamente significativa
en comparacién con las ratas sanas y los grupos diabéticos que llevaron un
tratamiento, con lo que se demostrd que la patologia afectd la fuerza maxima en el
musculo EDL. Al igual que Cameron y cols. (1990), quienes realizaron una
comparativa en musculo EDL respecto a la tensidon y fuerza muscular en grupos de
ratas diabéticas contra ratas sanas, donde si bien no se mostraron diferencias
significativas, si se observd una tendencia a disminuir la fuerza en la contraccion
muscular en ratas con diabetes crénica. Avalando los resultados obtenidos en la
experimentacion, se sugiere que la patologia afecta en la fuerza muscular, aunque al
generar una herida en el musculo, se incrementa la tension.

En los resultados de los tiempos de resistencia a la fatiga se observd una
disminucion significativa en los tiempos de los grupos diabéticos y diabéticos sin
tratamiento, sin observarse diferencias entre el grupo controly el resto de los grupos,

resultados que concuerdan con lo reportado por Bergova y cols. (2005), quienes
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observaron menores tiempos de resistencia en los grupos que presentaban la

patologia, demostraron que ésta afecta significativamente los tiempos de fatiga.

El aceite esencial de M. alternifolia ha mostrado amplias aplicaciones en
dermatologia, tratando eficazmente multiples enfermedades e infecciones de la
piel. Actualmente se estd incorporando en una gran cantidad de productos para el
cuidado de la piel debido a sus propiedades antimicrobianas, principalmente debido
al toterpinen-4-ol, su componente principal. Varios informes mostraron que las
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas del aceite esencial de
M. alternifolia contribuyen a su potencial de curacién de heridas. Con base en estos
hallazgos, se sugiere que el potencial antiinflamatorio y antioxidante del aceite
esencial de M. alternifolia al 4 %, fue responsable de la aceleracion de la cicatrizacidon

de heridas en ratas diabéticas.

En el caso de los grupos con diabetes, se observé en los grupos sin tratamiento
una cinética de cierre continua al igual que en los modelos que no fueron inducidos
con la patologia, ni fueron tratados, sin embargo, en estos grupos no hubo un cierre
total de la herida. En los grupos tratados con gel de A. vera, la cinética de cierre fue
mas lenta y fueron mas propensos a infecciones en comparacion con los grupos
tratados con M. alternifolia, quienes tuvieron una disminucion significativa en la
humedad de las heridas, provocando la estimulacién de la cicatrizacién por segunda
intencidn, ya que la granulacion ayudo a la proteccion de la herida hasta el cierre total
de ésta. Con estos resultados, se determind la eficacia del aceite esencial de M.
alternifolia en la estimulacion granular, inhibicién bacteriana y disminucién en la
inflamacién, que ademas fueron consistentes con los reportados por Labib y cols.

(2019) sobre la eficacia del aceite esencial de M. alternifolia.

Segun lo indicado por la Organizacién Internacional de Normalizaciéon (ISO

4730), el aceite esencial comercial de M. alternifolia debe tener una composicién
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minima del 30 % de terpinen-4-ol, mientras que el nivel de 1,8-cineol no debe exceder
el 15 % para mantener la propiedad antiséptica. La composicién quimica del aceite
esencial de M. alternifolia utilizado en este estudio cumplié con la norma ISO 4730,
donde el terpinen-4-ol representd el 40.29 % de la composicion total del aceite,

mientras que el 1,8-cineol representd solo el 2.7 %.

8 CONCLUSION

La incorporacion del aceite esencial de M. alternifolia a una base gel, como el de A.
vera, como vehiculo para los tratamientos para ulceraciones diabéticas, promueve de
manera eficiente las diferentes etapas de curacion y cicatrizacion, asi como una
mejoria en la tensién muscular y ayuda a la resistencia a la fatiga. El efecto
antioxidante sobre el tejido muscular en el drea de la herida también fue importante

para la curacién de la herida.

En relacion con los grupos a los que no se les indujo la patologia se pudo observar
qgue no hubo diferencias estadisticamente significativas en comparacion con el grupo
control, sugiriendo que los activos del gel de A. vera en conjunto con los activos del
aceite esencial de M. alternifolia no influyeron sobre los modelos sanos, adn con

heridas cronicas inducidas.
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9 PERSPECTIVAS

A corto plazo llevar a cabo las pruebas confirmatorias crecimiento-
inhibicidon de Staphylococcus aureus en las heridas inducidas y musculo de
conservacion criogénica. Asi como el conteo de unidades formadoras de
colonias (UFC) para determinar las diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos, asi como la eficacia de los mismos.

Analisis cromatografico del aceite esencial de Melaleuca alternifolia

utilizado para comprobacidon de pardmetros de ficha técnica.

Realizar los andlisis histoldgicos de los musculos heridos.

Realizar analisis del efecto del aceite esencial de Melaleuca alternifolia
sobre ulceraciones diabéticas con un excipiente distinto teniendo como

alternativa el mucilago de nopal (Opiuntia ficus-indian).

Realizar la sintesis de ADNc analizar la inhibicion de mediadores
inflamatorios provocada por la produccién inducida por lipopolisacaridos
del factor de necrosis tumoral alfa, interleucina 18e IL-10 y la
metaloproteinasa de matriz 9 (MMP9). Donde se ha demostrado, es a

causa de la participacidon del terpinen-4-ol.
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