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Efecto de la xantopterina en la cicatrizacion de heridas por
guemaduras en ratas

Effect of xanthopterin in burn wound healing in rats

Edward Alca'’, Manuel del Solar?, Francisco Bravo?

RESUMEN:

Introduccion: La xantopterina es un derivado de las pterinas, pigmento encontrado en insectos y mamiferos, utilizada en el tratamiento de
lesiones del epitelio corneal. El objetivo del estudio fue conocer su efecto en el tratamiento de las ulceras por quemaduras en ratas.

Material y métodos: Se emplearon 23 ratas Holtzman, a quienes se les produjo quemaduras de 4mm en el dorso depilado, en cuatro regiones
distintas. La ulcera del cuadrante superior derecho fue tratada con xantopterina 0.1%. El cuadrante inferior derecho con xantopterina 0.3%, y
los cuadrantes izquierdos con vaselina. La aplicacion de los ungiientos se realizé cada 12 horas por seis dias consecutivos, luego de los cuales
se procedio al estudio anatomo-patoldgico de piel. Los tres grupos de estudio dependieron del tratamiento empleado: vaselina, xantopterina
0.1% y xantopterina 0.3%. Las variables de respuesta fueron: longitud de reepitelizacion, formacion de fibroplasia y angiogénesis.
Resultados: La media de reepitelizacion en el grupo vaselina fue de 0.33mm, de 0.45mm en el grupo xantopterina 0.19% y 0.57mm cuando
se empled xantopterina 0.3%. En el grupo vaselina el 41.3% completo la fibroplasia, 52.3% en el de xantopterina 0.1% y 54.5% en el de
xantopterina 0.3%. El promedio de nuevos vasos por campo de cinco aumentos fue de 9.85 vasos/campo en el grupo vaselina, 9.57 en el de
xantopterina 0.19% y 16 en el de xantopterina 0.3%. Se encontr¢ diferencia estadisticamente significativa en la variable reepitelizacion entre el
grupo tratado con xantopterina 0.3% vy el grupo vaselina; igualmente entre xantopterina 0.3% y los demas grupos en la angiogénesis. No se
observaron diferencias en la variable fibroplasia.

Conclusiones: La xantopterina tiene efectos positivos en la curacion de heridas por injuria térmica, tanto en el aspecto de reepitelizacién como
en la angiogénesis, siendo la concentracion mas eficaz la de 0.3%.
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SUMMARY

Introduction: Xantopterine is a pterines derivate pigment found in insects and mammals, used in the treatment of corneal epithelium lesions.
The objective was to study the effect of this molecule in the treatment of burns in rats.

Methods: 23 Holtzman rats were used; burn was produced in 4 areas of 4mm each on the previously shaved dorsal area of the animal. The
ulcer of the right superior quadrant was treated with xantopterina 0.1%. Likewise, the one in the right inferior quadrant was treated with
xantopterine 0.3%, while both left quadrants were treated with vaseline. The application of the ointment was made every 12 hours for six
consecutive days, after which a biopsy and the anatomy-pathologic study from the skin lesions were performed. There were three groups
depending on the treatment used: vaseline, Xantopterine 0.1% and Xantopterine 0.3%, Response variables were: length of re-epithelialization,
fibroplasy formation and angiogenesis.

Results: The mean reepithelialization in group vaseline was 0.33mm, 0.45mm in group xanthopterin 0.1% and 0.57mm in xanthopterin 0.3%.
In the vaseline group 41.3% completed fibroplasia, 52.3% for xanthopterin 0.1% and 54.5% for xanthopterin 0.3%. The average new vessels
per field was 9.85 vessels/field in the vaseline group, 9.57 in xanthopterin 0.1% and 16 in the xanthopterin 0.3%. Statistically significant dif-
ference was found in the variable re-epithelialization between the group treated with 0.3% xanthopterin and vaseline group; equally between
xanthopterin 0.3% and other groups in angiogenesis. No differences in the variable fibroplasia.

Conclusions: Xantopterine has positive effects in the epithelial regeneration after thermal injuries, both in terms of re-epitheliazation as in
vascular growth, being the most effective concentration of 0.3%.
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INTRODUCCION

La integridad de la piel es vital para que el 6rgano
cutaneo desarrolle las funciones de proteccion y de relacion
con el medio ambiente. La perdida de estas funciones a
causa de las lesiones por quemaduras, expone al organismo
a severo estrés'™ Durante la fase proliferativa del proceso
de cicatrizacion, que comienza 24 horas después de ocurrida
la lesion hasta 6 a 7 dias después, suceden varios procesos
fisiologicos que ocurren de manera superpuesta. Es en esta
etapa donde podemos observar los siguientes cambios
reconocidos histoldgicamente:

- La reepitelizacion: proceso mediante el cual los
queratinocitos basales de los bordes de la tlcera se aplanan
y migran para poder cubrir el tejido de granulacion que
esta en formacion.

- La angiogénesis: proceso en donde se forman nuevos
capilares a partir de células endoteliales que migran hacia
el tejido cicatricial, estimuladas por diversas moléculas
enddgenas como los factores de crecimiento y otros
factores (heparina, fibronectina y FGDP, VEGF, FGF, bajas
tensiones de oxigeno y acido lactico).

- Lafibroplasia: proliferacion de fibras colagenas a partir de
lo fibroblastos de la dermis que van ocupando el espacio
correspondiente a la nueva dermis.

En la actualidad existen multiples moléculas en el
tratamiento regenerativo de las heridas producidas por
quemaduras, pero se desconoce el mecanismo de accion de la
mayoria de ellas; igualmente hay una falta de estudios clinicos
y experimentales de dichas moléculas. La xantopterina es una
molécula utilizada desde hace aproximadamente 40 afios en
el tratamiento topico de las lesiones del epitelio de la cornea.
Derivado de las pterinas, pigmento obtenido de las alas de las
mariposas, avispas y orina de algunos mamiferos, posee un
peso molecular de 197.15D y esta conformada por un anillo
pirazina y un anillo pirimidina (Figura 1).
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Figura 1. Molécula de xantopterina

Es utilizada de manera tdpica en el tratamiento de
patologias que comprometen la integridad del epitelio
corneal. Aungque su mecanismo de accién aun no esté bien
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aclarado, se ha observado que actua estimulando la actividad
en el proceso de cicatrizacion del tejido corneal. Ademas, la
actividad de reparacion epitelial de la xantopterina es mas
eficaz en los casos de lesiones traumaticas y quimicas, con
una buena tolerabilidad del ojo humano**.

Algunos estudios demuestran que se detiene la
actividad mitocondrial de las células carcinogénicas de mama
y de otros cultivos de células carcinogénicas en animales.
Asimismo promueven la proliferacion celular de la medula
6sea en distintos estudios en seres humanos y animales® ™.

Lla evidencia clinica actual demuestra que la
xantopterina es Util para la regeneracion del epitelio corneal
en seres humanos, pero no existen estudios o ensayos clinicos
sobre los efectos en tejido cutaneo, asi mismo se desconoce
las concentraciones utiles para dicho fin®’. Conociendo la
utilidad de esta molécula sobre el tejido epitelial corneal, se
postula su utilidad sobre epitelio cutaneo, puesto que son
células de origen comun.

Los objetivos de este estudio fueron conocer la utilidad de
esta molécula en la reparacion de tejidos cutaneos lesionados
por efectos térmicos; asi mismo conocer la concentracion
mas eficaz sobre Ulceras en quemaduras de piel en ratas.

La xantopterina podria ser una alternativa en el
tratamiento de lesiones térmicas de segundo grado o de
otras patologias cutdneas que impliquen reparacion del
epitelio cutaneo, que presenten reacciones adversas a otras
moléculas utilizadas con esta finalidad.

MATERIAL Y METODOS

Trabajo de investigacion de tipo experimental,
longitudinal y prospectivo que mide el efecto de Ila
xantopterina (variable independiente) en la longitud de
reepitelizacion, la fibroplasia y la neovascularizacion de
heridas por quemaduras (variables dependientes).

Para el calculo del tamafio de la muestra se tomo en
consideracion el resultado de la diferencia entre las medidas
milimétricas de las heridas de ratas del estudio y se usé
el programa de computador POWER AND SAMPLE SIZE
CALCULATIONS versién 2.1.3.1 donde se calculd una muestra
de 19 ratas para un nivel de significacién del 5%, potencia
del 90%, diferencia de 0.15 y desviacion estandar de 0.2. Se
incluyeron 23 ratas en el estudio por la posibilidad de posibles
muertes debidas al procedimiento.

Los criterios de inclusién fueron: ratas experimentales
de laboratorio, de sexo masculino, adultas con una edad
de tres meses y peso promedio de 300g, a las que se les ha
producido una injuria térmica equivalente y controlada.

Se utilizaron de forma aleatoria 23 ratas adultas de
la raza Holtzman, de sexo masculino, con una edad de
tres meses y un peso promedio de 300g, procedentes del
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laboratorio de la Facultad de ciencias de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia (UPCH). Dado que el tamafio del
animal es adecuado para realizar experimentos en piel sobre
el proceso de cicatrizacion, aceptando la diferencia entre
distintas especies, ésta es similar al ser humano; se tomaron
también en cuenta las normas éticas de experimentacion
en animales. Se sometieron a un periodo de adaptacién de
siete dias en jaulas individuales con agua y alimentacion ad
libitum, bajo condiciones controladas de temperatura (24°C),
humedad relativa (70%) y con un foto-periodo de 12h de
ciclo de luz y 12h de oscuridad. El proyecto se realizé en el
bioterio de la Facultad de ciencias de la UPCH™',

Las ratas se anestesiaron intraperitonealmente con una
combinacion de ketamina 65mg/kg vy xilocaina 10mg/kg, dosis
recomendada en procedimientos en roedores. Luego se les
produjo una quemadura en un area de 4mm de didmetro con un
aparato de cauterizacion eléctrica manual modelo Acucautery de
2 200° Fahrenheit de temperatura equivalente a 1 200°C, dicho
instrumentoesusadoen cirugia de dermatosisa nivel de epidermis
en seres humanos, es posible alcanzar altas temperaturas para
asegurar la eficacia y rapidez del procedimiento.

La quemadura se logré por contacto directo de un disco
sobre el area dorsal del animal, previamente depilada, sobre
ambas escapulas y a dos centimetros por debajo del angulo
inferior de las escapulas; se le aplico una quemadura de 1 200°
C por un tiempo estandarizado de dos segundos (Fotografia
1). Ambas ulceras de la mitad izquierda fueron tratadas con
vaselina. La ulcera del cuadrante superior derecho se manejo
con xantopterina al 0.1% en vaselina sélida, mientras que el
cuadrante inferior derecho se manejé con xantopterina 0.3%
en vaselina solida (Fotografias 2, 3 y 4). Las concentraciones
de xantopterina al 0.1% vy al 0.3% purificadas fueron
preparadas en vaselina solida por un quimico farmacéutico.

Fotografia 1. Rata depilada, posterior a quemadura térmica, a la cual se han aplicado los
esquemas en prueba.

La aplicacion programada del unglento se realizd cada
12 horas por seis dias consecutivos, para lo cual se utilizaron
hisopos estériles, formado una capa fina del medicamento sobre
la piel lesionada. Al sexto dia de inducida la quemadura, se realizd
la eutanasia de todos los roedores mediante una sobredosis de
pentotobarbital sodico intraperitoneal (100mg/kg de peso) 1619,

-

Fotografia 3 (A y B). Muestras anatomo-patoldgicas de la tlcera manejada con xantopterina
al 0.1%. HE 5X.

e n

Fotografia 4 (A y B). Muestras anatomo-patoldgicas de la tlcera manejada con xantopterina
al 0.3%. HE 5X.

Inmediatamente después se tomé una muestra de
tejido, por escision quirurgica de la totalidad de la ulcera
cutanea por quemadura con la técnica de losange, se realizd
la fijacion de la misma en formol neutro buffer al 10 % por
24 horas, procesandose por la técnica clasica de inclusion en
parafina; las muestras se cortaron a cinco micras de espesor,
coloreandose con hematoxilina-eosina (HE). Las observaciones
histopatologicas se realizaron por microscopia dptica a través
de un microscopio 6ptico a cinco (5X) y 40 (40X) aumentos.
Se midi¢, en las muestras anatomopatoldgicas, la distancia
de reepitelizacion a partir de los bordes de la ulcera con un
micrometro, asi mismo se evalu6 la presencia completa o
incompleta de fibroplasia y la cantidad de nuevos vasos por
campo de cinco aumentos.

El analisis de los resultados se realizd en funcion a
los resultados obtenidos en la observacion microscopica.
La medicion en el analisis microscopico arrojo variables de
respuesta cuantitativas (migracion epitelial desde el borde
de la herida y nuimero de vasos neoformados) y cualitativas
(formacion de fibras colagenas completa o incompleta). Estas
se analizaron a través de la construccion de indicadores,
los cuales se compararon usando pruebas t-student para la
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evaluacion de las variables cuantitativas de reepitelizacion y
neovascularizacion, y Chi cuadrado para la fibroplasia; para
dichaevaluacionseusoel paqueteestadisticoSPSSversion 17.0.

RESULTADOS

En el grupo en que se usé vaselina se obtuvo una media
de reepitelizacion de 0.33mm, el 41.3% completaron Ia
fibroplasia y el promedio de nuevos vasos por campo de 5X
fue de 9.85. En el grupo en que se usé xantopterina al 0.1%
se obtuvo una media de reepitelizacion de 0.45mm, el 52.3%
completaron la fibroplasia y el promedio de nuevos vasos fue
de 9.57; mientras que en el grupo de xantopterina al 0.3%
se obtuvo una media de reepitelizacion de 0.57mm, el 54.5%
completaron la fibroplasia y el promedio de nuevos vasos
fue de 16 (Tabla I). Se observd diferencia estadisticamente
significativa entre el grupo tratado con xantopterina al 0.3%
y el de vaselina en lo que respecta a reepitelizacion (Grafico
2); y sobre el grupo de xantopterina al 0.1% vy vaselina en
lo que respecta a la formacion de nuevos vasos (Grafico 3).
Con respecto a la fibroplasia no hubo diferencias estadisticas
significativas entre los tres grupos.

Tabla I. indices de respuesta (fibroplastia completa, promdios de reepiteli-
zacion y neovascularizacion), seguin grupo de tratamiento.

Xantopterina  Xantopterina

Vaselina
0.1% 0.3%

Fibroplasia completa  41.3% 52.3% 54.500
Reepitelizacion 033 045 0.57
Neovascularizacion ~ 9.85 9.57 16.0

2.004 *24 *44

1.50 *Se

1.00

0.004

Vasehna [xantopterlnao 1% ] [ Xantopterlna03%

Grafico 2. Reepitelizacion segun tratamiento.
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Grafico 3. Neovascularizacion segun tratamiento.

DISCUSION

El proceso de cicatrizacion de una herida por injuria
térmica, en la piel, involucra la compleja interaccion de
muchos tipos de célulasy ocurre como una cascada secuencial
de procesos solapados e intimamente relacionados, entre los
que ocurre la migracion epitelial desde los bordes de la ulcera,
la formacion de tejido de granulacion, la neovascularizacion
del nuevo tejido y la produccién de fibras coldgenas'.

La cicatrizacion empieza muy precozmente en el curso
de la inflamacién, generalmente, 24 horas después de la
lesion proliferan los fibroblastos v las células endoteliales, que
forman en un periodo de 3 a 5 dias un tejido especializado,
denominado tejido de granulacion, que es el rasgo
fundamental de la curacion.

Las molécula fueron preparadas a las concentraciones
del 0.1%, que es la concentracion usada y comercializada en
el tratamiento de injuria de epitelio corneal, y al 0.3% una
concentracion tres veces superior, teniendo en cuenta que el
epitelio cutaneo cuenta con una capa cornea, ademas de ser
poliestratificado. Ambas concentraciones son comparadas
con un placebo inerte que es la vaselina, el mismo compuesto
que sirve de excipiente a los preparados de xantopterina.

Los resultados presentados en este estudio indican que
el tratamiento de las heridas producidas por injuria térmica,
con xantopterina 0.3% en base ungliento presenta una mejor
reepitelizacién y mayor formacion de vasos nuevos, aunque
no demostro diferencias significativas en la formacion de
tejido fibroso, parte del tejido de granulacion que favorece
a la curacion del tejido dafiado. EI mecanismo por que la
preparacion favorecio a la recuperacion de las heridas no es
del todo claro; sin embargo, es razonable concluir el efecto
positivo de la misma.
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Cabe decir también que en el proceso temprano de
cicatrizacion donde actuan de manera conjunta los procesos
de reepitelizacion, neovascularizacion y fibroplasia, la
fibroplasia suele ser el evento fisioldgico de presentacion
mas tardia; por tal motivo esta podria ser la causa de no
haber encontrado diferencias significativas al sexto dia de
producida la injuria térmica.

Los efectos positivos de xantopterina se observaron
con la concentracion del 0.3% en lo que respecta a la
reepitelizacién y neovascularizacion, la concentracion del
0.1% no demostrd ser estadisticamente mas eficaz que el
excipiente.

Este trabajo experimental en animales de una molécula
usada en humanos, pero en un tejido epitelial de tipo corneal,
también demuestra su eficacia en tejido epitelial de tipo
cutaneo, por lo que su uso en tejido cutdneo en humanos
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