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RESUMEN:

La morera es considerada una forrajera valiosa, en gran parte, por sus componentes fitoquimicos bioactivos que ejercen efectos
positivos sobre la salud humana y animal. Sobre esta base, se realizé un estudio con los siguientes objetivos: determinar
cuantitativamente la concentracién de flavonoides, comparar las actividades especificas de las enzimas antioxidantes catalasa y
peroxidasa, y evaluar el efecto cicatrizante in vivo de los extractos frescos de hoja, corteza y rafz, en la variedad tigreada de Morus
alba. Se empleé el ANOVA de clasificacion simple y la prueba de rangos multiples de Duncan para la comparacién de medias (p
< 0,05). El extracto de hoja presenté la mayor concentracién de flavonoides, catalasa y peroxidasa, y difirié significativamente de
la corteza y la raiz que no difirieron entre ellos. Para evaluar la capacidad de cicatrizacién se utilizaron ratas Wistar como modelo
animal. A los 18 dias de realizada la incisidn, los extractos de hoja y los de raiz no difirieron del control, ya que los porcentajes de
heridas cerradas fueron de 99,92 y 99,94 % respectivamente; mientras que el extracto de corteza fue significativamente inferior,
pero superior al control negativo, y mostrd el 90,50 % de cierre. Se demostré el potencial antioxidante y cicatrizante de los extractos
frescos de hoja y de raiz de morera, lo que incrementa su valor como planta multipropdsito.

PALABRAS CLAVE: catalasa, extractos vegetales, flavonoides.

ABSTRACT:

Mulberry is considered a valuable forage plant, mostly because of its bioactive phytochemical components that exert positive effects
on human and animal health. Based on this, a study was conducted with the following objectives: to determine quantitatively the
concentration of flavonoids, to compare the specific activities of the antioxidant enzymes catalase and peroxidase and to evaluate
the in vivo healing effect of the fresh leaf, bark and root extracts, in the variety tigreada of Morus alba. The simple classification
ANOVA and Duncan’s multiple range test were carried out for mean comparison (p < 0,05). The leaf extract showed the highest
concentration of flavonoids, catalase and peroxidase, and significantly differed from the bark and the root which did not differ
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from each other. In order to evaluate the healing capacity, Wistar rats were used as animal model. Eighteen days after the incision
was made, the leaf and root extracts did not differ from the control, because the percentages of closed wounds were 99,92 and 99,94
%, respectively; while the bark extract was significantly lower, but higher than the negative control, and showed 90,50 % of closing,
The antioxidant and healing potential of fresh mulberry leaf and root extracts was proven, increasing its value as multipurpose

plant.
KEYWORDS: catalase, plant extracts, flavonoids.

INTRODUCCION

Los extractos vegetales son ampliamente utilizados en la medicina tradicional para combatir diversas
dolencias, entre las que se incluye la curacién de heridas y quemaduras. Para este tipo de tratamiento se
utilizan diferentes partes de la planta, como las flores, las hojas, los frutos, las raices, los tallos y la corteza.
El aumento de la resistencia a los antibidticos y la infeccién de las heridas por organismos patégenos
han propiciado que se incremente el interés por los extractos de plantas como nueva alternativa de
antisépticos y agentes antimicrobianos (Agyare et al., 2013b). El valor medicinal del reino vegetal radica en
sus componentes fitoquimicos bioactivos, que producen una accién fisioldgica en los organismos humano y
animal. Estos constituyentes incluyen varias familias quimicas, como los alcaloides, los aceites esenciales, los
flavonoides, los taninos, los terpenoides, las saponinas y los compuestos fendlicos (Pereira y Bartolo, 2016).

La variedad tigreada de Morus alba estd bien establecida y se ha estudiado ampliamente en Cuba desde
el punto de vista morfoagronémico y bromatolégico; sin embargo, ain queda por investigar muchas de sus
bondades medicinales (Noday Martin, 2014; Pentdn etal., 2014; Prieto-Abreu etal., 2016). Lamoreraes una
planta que posee muy buenas propiedades antioxidantes, lo cual pudiera estar dado fundamentalmente por el
contenido de flavonoides. Estos comprenden un grupo de compuestos fenélicos producto del metabolismo
secundario de las plantas. Estudios recientes indican que esta especie es una rica fuente de sustancias
polifendlicas, tales como kaempferol, quercetina, kuwanons, morusina, rutina, sanggenons, entre otras (Chan
etal., 2016).

La actividad antioxidante de los flavonoides estd dada por sus propiedades quelantes de hierro y
secuestradoras de radicales libres, la inhibicion de oxidasas y la estimulacién de otras enzimas con reconocidas
propiedades antioxidantes, como la catalasa y la superéxido dismutasa (Pérez-Trueba y Martinez-Sinchez,
2001).

El proceso de cicatrizacién se divide en tres fases que se sobreponen de forma continua y temporal:
inflamatoria, proliferativa y de remodelacién (Mendoga y Coutinho-Netto, 2009). Dichas etapas estan
coordinadas de tal manera que una de sus funciones principales es recuperar la integridad del drea danada
mediante mecanismos complejos y dindmicos de restauracion de las estructuras celulares y capas de tejidos.
En este proceso estan involucrados numerosos tipos celulares como: citoquinas, quimioquinas, factores de
crecimiento y enzimas proteoliticas (Sgonc y Gruber, 2013).

La cicatrizacién de las heridas puede ser afectada adversamente por muchos factores, tales como la
presencia de agentes oxidantes, la inflamacién y las infecciones microbianas. Las heridas pueden ser tratadas
de manera diferente para unasy otras, en dependencia de la forma en que se producen y el grado de la lesiéon
(Agyare et al,, 2013b).

Los objetivos de esta investigacion fueron determinar cuantitativamente la concentracién de flavonoides,
comparar las actividades especificas de las enzimas antioxidantes catalasa y peroxidasa, y evaluar el efecto
cicatrizante in vivo de los diferentes extractos frescos de morera (hoja, corteza y raiz).
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal. Para los ensayos se utilizé la hoja, la corteza y la raiz de la variedad tigreada de M. alba,
recolectada y referenciada en el herbario en la Estacién Experimental de Pastos y Forrajes Indio Hatuey -
provincia de Matanzas, Cuba—. La colecta se realizé en el mismo momento, y se seleccionaron los érganos
con semejante desarrollo vegetativo y condiciones de sanidad. Todo el material vegetal escogido se lavé con
agua destilada, se secd, se congelé en nitrégeno liquido y se almacend hasta su maceracion.

Preparacién del extracto. Se colectaron aleatoriamente muestras de hojas, cortezas y raices de plantas
diferentes de la variedad en estudio. El material vegetal fresco se homogenizé y se extrajeron 5 g por
triplicado de cada érgano. Dichas muestras fueron pesadas, maceradas en nitrégeno liquido y posteriormente
homogenizadas en una solucién tampén fosfato de sodio, 100 mM, pH 7,0 en frio y con una relacién
masa/volumen 1:2. Se agitaron en vértex durante 2 minutos y en agitacion horizontal por 24 h a 100 rpm.
Las muestras posteriormente se centrifugaron a 10 000 rpm, a 15 °C durante 15 minutos, y se colecté el
sobrenadante para los ensayos posteriores. La concentracién final fue de 500 mg mL-1.

Determinacién de flavonoides totales. El contenido de flavonoides totales se estimé mediante el método de
cloruro de aluminio (Yang et al., 2007). Se utiliz6 una concentracién de muestras de 100 mg mL-1 obtenida
a partir de una dilucién 1/5 de 500 mg mL-1. Se mezclaron 100 pL de los extractos vegetales con 400 uL de
agua destilada y 60 uL de una solucién de nitrito de sodio (NaNO2) al 5 %. El contenido se mezclé en vértex
durante 10 segundos y se dej6 en reposo a temperatura ambiente por cinco minutos. Después se anadieron
60 uL de cloruro de aluminio (AICI3) (10 %), 400 L de NaOH (1 mM) y 980 uL de agua destilada. Las
soluciones se mezclaron bien y se dejaron reposar durante 15 minutos. La absorbancia de cada muestra se
leyé a415 nm. Se prepararon soluciones estindares de quercetina para obtener la curva de calibracién, en un
intervalo de concentraciones de 2,5 a 100 ug mL-1. El contenido total de flavonoides se calculé usando la
curva de calibracién de los estandares de quercetina. Los resultados se expresaron en miligramos equivalentes
de quercetina (EQ) por gramo de extracto.

Actividades especificas catalasa y peroxidasa. El procesamiento del material vegetal, la determinacion de las
actividades catalasa y guaiacol peroxidasa, la concentracién de proteinasy el calculo de la actividad especifica
se realizaron segtin lo descrito por Diaz et al. (2010).

Animales y grupos experimentales. Se utilizaron ratas albinas Wistar machos, suministradas por el
Centro Nacional de Produccién de Animales de Laboratorio (CENPALAB) —La Habana, Cuba-. El peso
aproximado de los animales fue de 250 g, y se distribuyeron al azar en cinco grupos de ocho animales cada
uno (tabla 1).

Tabla 1. Grupos y tratamientos utilizados en la
experimentacion.

Grupo Tratamiento

Grupo | Control positivo (crema Herbermin)
Grupo II  Control negativo (agua destilada)
Grupo 111  Extracto de hoja

Grupo IV  Extracto de corteza

Grupo V  Extracto de raiz
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Los animales se anestesiaron con éter dietilico. A todos se les practicé en la region dorsal una incisién en
la piel y en el tejido celular cutdneo de 2 cm de didmetro, y se les aplicaron los diferentes tratamientos y sus
componentes cada 24 h. Se respetaron las reglamentaciones y los principios éticos de experimentacion con
animales.

Evaluacién de la actividad cicatrizante in vivo. Las heridas se observaron diariamente durante 21 dias,
tiempo suficiente para el cierre de las incisiones. La observacion se realizé a ciegas y los animales se
mantuvieron en condiciones asépticas Optimas de alimentacién y ambientales, para evitar un estrés que
pudiera falsear los resultados. Se evit6 la presencia de infecciones secundarias. Durante el periodo se controld
la presencia de costra hematica, signos de infeccidn, grosor del borde de las heridas, color y aspecto de la piel
regenerada.

El porcentaje de cicatrizacién se determind a partir de la siguiente ecuacién:

% de cicatrizacion = ﬂ x 100
H1

Donde:

H1: tamafio inicial de la herida (mm).

H2: tamafo final de la herida (mm).

Analisis estadistico. Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA) de clasificacién simple para la
determinacién de diferencias entre las variables: contenido de flavonoides, actividades catalasa y peroxidasa
y porcentaje de heridas cerradas. Las desigualdades entre medias se determinaron mediante la prueba de
comparacién de rangos multiples de Duncan (1955), para lo que se considerd significativo todo valor de p <
0,05. Se empled el paquete estadistico INFOSTAT version libre.

RESULTADOS Y DISCUSION

Parala determinacién de los flavonoides en extractos vegetales se utilizd la quercetina como estdndar. La recta
patrén mostré un R2 de 0,9937 (fig. 1). En estas condiciones se puede afirmar que dicha ecuacién puede ser
utilizada para la determinacion cuantitativa de flavonoides, expresados como miligramos de quercetina.
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Figura 1. Curva patron y estructura quimica de la quercetina.

Recientemente se ha demostrado que la quercetina es un potente agente terapéutico para la cicatrizacién
de las heridas ocasionadas por quemaduras. Se ha sugerido que las especies reactivas de oxigeno (ERO),
producidas debido a la lesién por quemadura por los macréfagos y neutréfilos, podrian conducir a un dano
oxidativo que afecta no solo la piel quemada, sino también al drea que la rodea. La quercetina inhibe el proceso
llevado a cabo por los radicales libres en las células; por lo tanto, protege del estrés oxidativo a las poblaciones
celulares de tejido cutdneo, fibroblastos, queratinocitos y células endoteliales (Gouma et al., 2016).
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La quercetina presenta también importantes acciones antinflamatorias. Es mds fuerte que otros
flavonoides en la inhibicién del edema después del contacto con inflamdgenos. Ademds, posee actividades
inhibidoras sobre NF-«B (factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas que
participa en la transcripcién de genes proinflamatorios) y en la liberacidn de varias citoquinas involucradas en
la inflamacién. Este papel dual de antioxidante/antinflamatorio convierte a este metabolito en una molécula
prometedora para el tratamiento de heridas crénicas (Hatahet et al., 2016).

La concentracién de flavonoides en los diferentes extractos de morera, expresados en miligramos de
quercetina por gramos de extracto fresco, se muestra en la figura 2 El extracto de la hoja presenté los mayores
valores y difirié significativamente de los de la corteza y la raiz, que no presentaron diferencias significativas
entre ellos.
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Figura 2. Concentracion de flavonoides en los diferentes extractos de M. alba.

Las hojas de la morera contienen altas concentraciones de quercetina, que es la responsable de reducir
los procesos oxidativos tanto in vivo como in vitro (Priyanka, 2015). Los flavonoides intervienen en la
cicatrizacién porque evitan la liberacién de prostaglandinas e histaminas, y la migraciéon de elementos formes
(neutrdfilos y otros). Ademds, estabilizan la membrana celular porque captan los radicales libres presentes
y evitan el dano celular a través de la activacién del complejo sistema bioquimico para la regeneracion del
tejido (Havsteen, 2002).

En la tabla 2 se muestra la actividad especifica de las enzimas antioxidantes catalasa y peroxidasa. Como
puede apreciarse, en ambas enzimas los extractos de la hoja mostraron valores superiores y significativamente
diferentes a los de la corteza y la raiz, que fueron semejantes y no difirieron estadisticamente. Resultados
similares se reportaron para 10 variedades e hibridos de M. alba, en los cuales la hoja presenté la mayor
actividad, seguidas de la corteza y de la rafz (Diaz et al., 2010).
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Tabla 2. Actividad especifica catalasa y peroxidasa
de los diferentes extractos de M. alba.

Actividad especifica (U/mg)

Extracto vegetal

catalasa peroxidasa
Hoja 1 077,84* 10,03®
Corteza 186,85 1,62°
Raiz 92,45 0,87°

Valores con superindices no comunes en la misma fila difieren
a p<0,05

Un grupo de investigadores probaron el producto sintético mimético de superéxido dismutasa (SOD)/
catalasa, EUK-207, para examinar el papel causal del estrés oxidativo en lesiones dérmicas. Para ello
emplearon un modelo combinado de irradiacién de la piel y lesiones por herida en ratas, empleadas
como animales de experimentacién. Se demostrd que, administrado por via sistémica, EUK-207 mitigé la
dermatitis por radiacién, suprimid los indicadores de estrés oxidativo del tejido y favorecié la cicatrizaciéon
de la herida. Ademds, observaron la regulacion positiva significativa de varios genes clave implicados en la
desintoxicacién de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (Doctrow et al., 2013).

Los flavonoides son capaces de aumentar la disponibilidad de antioxidantes enddgenos, asi como la
actividad de enzimas antioxidantes (Pérez Trueba y Martinez Sdnchez, 2001). De ahi que pudiera justificarse
el comportamiento similar de las enzimas antioxidantes catalasa y peroxidasa con la concentracién de
quercetina presente en cada uno de los extractos, y de los tres la hoja fue la de mayor valor, seguido de la
corteza y la rafz que no difirieron entre si.

Los datos de la investigacion fueron recogidos en la fase proliferativa de la cicatrizacion. Dicha etapa se
identifica por derivarse del proceso de inflamacidn y ser precursora de la fase de maduracidn; se inicia hacia el
tercer dia'y dura aproximadamente de 15 a 20 dias. El objetivo de esta fase es generar una barrera protectora,
con el fin de aumentar los procesos regenerativos y evitar el ingreso de agentes nocivos; se caracteriza por la
activacion de dos grandes procesos: angiogénesis y migracion de fibroblastos, los cuales facilitan la formacién
de una matriz extracelular (MEC) provisional, que proporciona un andamiaje para la migracion celular y
la sintesis de una MEC madura (Guarin-Corredor y Quiroga-Santamarfa, 2013). En la figura 3 se puede
observar la apariencia de la piel de las ratas Wistar de cada tratamiento, a los 18 dias después de la herida.
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Figura 3. Cierre de las heridas a los 18 dias de la incision.
A: grupo I (control positivo, Hebermin), B: grupo II
(control negativo), C: grupo III (extracto de hoja),
D: grupo IV (extracto de corteza), E: grupo V
(extracto de raiz), F: herida recién realizada.
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El proceso de cicatrizacién estimulado por el uso de compuestos bioactivos de plantas puede ser
monitoreado mediante el seguimiento de la reduccién del tamafio de la incisién. Los resultados de las
observaciones macroscépicas del cierre de las heridas se describen a continuacién. Dentro de los indicadores
evaluados se tuvo en cuenta la coloracién, que demostré evolucién clinica dentro de lo previsto para cada
etapa de la cicatrizacion. Se pudo observar en todos los grupos el predominio de una coloracién rosada, que
es caracteristica de la epitelizacién y representa la fase final de la reparacion de tejidos. Casi todos los animales
comenzaron a presentar la formacién de la costra hematica entre los tres y cuatro dias y su caida inici6 a partir
del dfa seis, sin diferencias entre los tratamientos. A partir del dia ocho se observé el cierre de las heridas en
los diferentes grupos y a los 18 dias las heridas en los grupos I, Il y V estaban completamente cerradas; ello
demostrd la efectividad de los extractos frescos de hoja y de raiz en relacién con el control (fig. 4).
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Figura 4. Influencia de los extractos frescos de M. alba en el cierre de las heridas durante 18 dias
en ratas Wistar. Los valores del diametro son expresados como la media + DE (n = 8).

En la tabla 3 se muestran los porcentajes de heridas cerradas a medida que fueron transcurriendo los dias
de cicatrizacion. El extracto de hoja (grupo III) y el de raiz (grupo V) no presentaron diferencias significativas
con el control (grupo I) a los 18 dias después de realizada la incision. El extracto de corteza (grupo IV)
fue significativamente inferior a los anteriormente descritos, pero superior al control negativo (grupo II), y
mostrd 90,5 % de cierre. Ello pudiera sugerir que las concentraciones de metabolitos secundarios de dicho
tejido podrian estar actuando positivamente en el proceso de regeneracién del 4rea danada, aunque no con
la eficiencia de los presentes en la hoja y la raiz.

Tabla 3. Acumulado (%) de heridas cerradas en los diferentes dias de observacion.

Dia de tratamiento 8 10 12 14 16 18
Grupo | 20,21* 59,66* 75,45% 86,23¢ 90,17* 100,002
Grupo 11 10,55¢ 28,22¢ 39,51¢ 51,88¢ 65,12¢ 83,21¢
Grupo 111 17,340 49,320 66,87" 75,87° 84,69° 99,928
Grupo IV 13,28¢ 38,79¢ 48,52¢ 60,24¢ 72,67¢ 90,50°
Grupo V 15,81° 46,20¢ 60,44 72,80 82,38 99,042

Medias seguidas de letras diferentes en cada grupo indican diferencias significativas para p < 0,05 por dia de
observacion.

Los resultados sugieren que la actividad cicatrizante estd estrechamente relacionada con las propiedades
antioxidantes, ya que al anadirse extractos frescos de morera pudo incrementarse la actividad de las enzimas
antioxidantes en los animales de los diferentes tratamientos, y estas son las encargadas de la conversion de
las especies reactivas del oxigeno en moléculas menos perjudiciales, de manera que protegen a los lipidos del
dano oxidativo en el tejido naciente. Ademas, la presencia de flavonoides pudo contribuir favorablemente al
complejo sistema de procesos bioquimicos involucrados en la inflamacién y la cicatrizacion.

Las clorofilas y los carotenos presentes en las plantas estin considerados como pigmentos que contribuyen
favorablemente al proceso de cicatrizacién. Ademas, al contener vitaminas y minerales que regeneran los
tejidos dafiados por heridas, previenen la formacién de nuevas cicatrices y el riesgo de infeccién (Mancebo
Dorvigny et al., 2016).

A pesar de que las concentraciones de flavonoides, catalasa y peroxidasa del extracto de la raiz fueron
diferentes significativamente a las de la hoja, dicho extracto mostré un 100 % de cierre de las heridas. Esto
podria estar dado por la presencia de compuestos bioactivos en el extracto de la raiz, relacionados también con
los procesos inflamatorios y cicatrizantes. Algunos metabolitos secundarios tales como flavonoides, alcaloides
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y taninos, entre otros, han sido estudiados por su actividad cicatrizante en diferentes modelos, tanto in vitro
como in vivo (Agyare et al., 2013a).

En el extracto de raiz de Albizia lebbeck se encontré un alto potencial de cicatrizacién y se reportd la
presencia de flavonoides, saponinas, fenoles y taninos (Joshi et al., 2013); en Mirabilis jalapa se estudié la
accién de terpenoides y flavonoides (Gogoi et al., 2014); en Strophanthus hispidus se detectaron alcaloides,
saponinas, esteroides, carbohidratos y taninos (Agyare et al.,, 2013b); en Ficus racemosa se informaron
saponinas, taninos, alcaloides y flavonoides (Murti y Kumar, 2012). En las raices de M. alba se han descrito
recientemente fitoquimicos tales como: terpenoides, alcaloides, flavonoides y cumarinas (Chan et al,, 2016).
Ademas, en estudios moleculares se demostré que el extracto de raiz de M. alba presentd un alto poder
reparador de heridas por la regulacion positiva de filamentos de queratinay por la induccién de la sefializacion
de la ruta metabélica CXCL12 / CXCR4 en cultivos de explantes de piel (Kim et al., 2015).

Los compuestos bioactivos presentes en los extractos podrian ser también los responsables de evitar la
infeccién por patdgenos. El efecto sinérgico entre la actividad antimicrobiana y la antioxidante acelera el
proceso de cicatrizacién de las heridas (Dwivedi et al., 2016). Los flavonoides se han caracterizado por tener
multiples efectos bioldgicos, que incluyen los antioxidantes, los cicatrizantes y los antimicrobianos (Aditya
etal., 2012).

Diversas investigaciones indican que existen evidencias de correlacién entre la actividad antimicrobiana
y la cicatrizacién de las heridas, porque la infeccién puede causar serios problemas para la recuperacién
debido a la pobre granulacién en la formacion del nuevo tejido, lo que afecta la epitelizacién y provoca
olores indeseables (Mulisa et al., 2015). Se han reportado resultados positivos en este sentido en Mallotus
oppositifolius, Momordica charantia (Agyare et al., 2014), Justicia flava, Lannea welwitschii (Agyare et al.,
2013a), Kigelia africana, Strophanthus hispidus (Agyare et al., 2013b), Pinus caribaca (Mancebo Dorvigny et
al.,2016), Pongamia pinnata (Dwivedi et al., 2016) y Anthocephalus cadamba (Umachigi et al., 2007), entre
otras. En M. alba se ha descrito la presencia, en la raiz, de kuwanon G (Park et al., 2003), mulberrofurano G
y albanol B, con potente actividad antimicrobiana (Sohn et al., 2004). Asimismo, se ha informado actividad
frente a patdgenos en extractos confeccionados a partir de material seco de hojas de morera (Tirupathi et al.,
2011; Omidiran et al., 2012; Rao et al., 2012) y de tejido fresco de diferentes variedades (Diaz-Solares et al.,
2017). Los resultados de esta investigacién reafirman la accidn cicatrizante y antioxidante de los extractos
frescos de la hoja y la raiz de la morera.

CONCLUSIONES

La presencia de flavonoides y enzimas antioxidantes en los extractos de la variedad tigreada de morera podria
considerarse dentro de los principales factores que influyen en el proceso de cicatrizaciéon. La aplicacion
topica de los extractos frescos de hoja y de raiz produjo casi un 100 % de heridas cerradas, por lo que
pudieran recomendarse para ser utilizados en la reparacién de heridas cutineas en humanos y animales como
medicamento fitoterapéutico.
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