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ERO: Especies reactivas de oxigeno

F: Fibroblastos

FHex: Fraccidén hexanica

FMeOH: Fraccién metandlica

G: Grande

GS: Glandula sebacea

H-E: Hematoxilina eosina

HD: Hipodermis

VI



HPLC-DAD UV: Cromatografia de liquidos de alta resolucién deteccion UV por arreglo de

diodos

HPLC-ESI-TOF-EM: Cromatografia de liquidos de alta resolucion, método de ionizacién
por electrospray y analizador de masas-tiempo de vuelo por su relacibn masa/carga.

IL: Interleucinas

LPO: Lipoperoxidacion

M: Mediana

MMPs: Metaloproteinasas

m/z: Masa de ion molecular

N: Neutrofilo

NADPH: Nicotinamida-Adenina-Dinucleétido-Fosfato
N.l.: No identificado

NO-: Oxido nitrico

O,": Anién superoxido

P: Pelo

R: Regenerada

TIMP: Inhibidores tisulares de las metaloproteinasas
TG: Tejido de granulaciéon

TGF-B: Factor de crecimiento transformante 3

TR: Tiempo de retencion

UV: Luz ultravioleta

VCH: Velocidad de cierre de la herida

VS: Vaso sanguineo

ZCH: Zona de cicatrizacion de la herida



RESUMEN

Introduccién: La piel es la primera barrera entre el cuerpo y el ambiente, cuando esta se
interrumpe se crea una herida y para repararla comienza un proceso conocido como
cicatrizacion. Este puede ser afectado por distintos factores como las especies reactivas
de oxigeno, ya que participan en la patogenia de la cicatrizacion. Por lo tanto, la terapia
antioxidante tiene beneficios significativos en la curacion de heridas cutaneas. En el Valle
de Tehuacan-Cuicatlan se utilizan para tratar heridas y quemaduras las plantas Viguiera
dentata (Cav.) Sprengel (Chimalacate), Acalypha monostachya Cav. (Hierba del pastor) y
Verbesina crocata (Cav.) Less (Arnica). Por lo cual, el objetivo de este trabajo es evaluar

las propiedades antioxidante y cicatrizante de estas tres especies.

Materiales y métodos: Los extractos metandlicos se obtuvieron de las partes aéreas de V.
dentata, A. monostachya y V. crocata. Posteriormente, se les realizé una particiéon, para
obtener una fraccidbn hexanica y otra metandlica. La caracterizacion fitoquimica de los
mismos se realizé mediante pruebas colorimétricas, cromatografia de liquidos de alta
resolucion y cromatografia de gases acoplada a espectometria de masas. La actividad
antioxidante se evalué in vitro con el radical 2,2-difenil-1-picrilhidracilo y la cuantificacion
de fenoles totales se realiz6 con el método de Follin-Cicoulteau. La capacidad cicatrizante
fue estimada con la aplicacién tépica de los extractos crudos en las heridas incisionales
de ratones CD-1 por el método del tensiometro. Ademas, se midi6 el tiempo y velocidad
del cierre total de la herida, asi como el analisis histolégico de las zonas de cicatrizacion

de la herida (ZCH) con un experimento paralelo.

Resultados: Los compuestos quimicos detectados por CG/EM en las plantas indican la
presencia de antioxidantes no polares y triterpenos con distintas actividades biolégicas. El
analisis por HPLC revela la existencia de compuestos fendlicos y flavonoides en la parte
polar de las tres plantas. El estudio del potencial antioxidante mostré6 que A. monostachya
es la que tiene la capacidad antioxidante mas alta, seguida de V. dentata y finalmente V.
crocata. La cuantificacion de fenoles totales indica que V. dentata tiene la mayor
concentracion, seguida de A. monostachya y V. crocata. En la actividad cicatrizante
evaluada por el método tensiométrico mostré que no hubo diferencias significativas
debido a la aplicacion tépica de los diferentes tratamientos; no obstante, el grupo de
ratones al que se les aplico V. crocata se comporté de manera similar al control positivo
Recoveron®. Ademas, las heridas de los ratones a los que se la aplicé tépicamente V.

crocata presentaron una tasa de cierre de la herida més alta (1.264 + 0.90 mm/dia) y por
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consecuencia cerraron mas rapido (doce dias) en comparaciéon con el resto de los
tratamientos (quince dias). En el analisis histologico se observo que el tratamiento que
promovioé un mejor el proceso de cicatrizacion fue V. crocata porque las ZCH estaban en
la fase de remodelacioén, las ZCH tratadas con Recoveron® entre las fases proliferativa-
remodelacién, mientras que en el caso del tratamiento con V. dentata las ZCH se
diagnosticaron en la fase proliferativa. Las heridas incicionales tratadas con Vaselina
estan entre las fases inflamatoria-proliferativa y las ZCH a las que se les aplicé de manera
tépica A. monostachya se encuentran en la fase inflamatoria, sin embargo es importante
destacar que en este tratamiento aunque el proceso de cicatrizaciéon se desarrollé de

manera mas lenta fue en el que se aprecido de manera mas ordenada.

Conclusion. Con base en los resultados podemos discernir que V. crocata fue el
tratamiento que de acuerdo a las evaluaciones fisicas e histologicas propicio la mejor
actividad cicatrizante. Mientras, V. dentata y A. monostachya cuentan con un alto

potencial antioxidante, pero con menor capacidad cicatrizante.



ABSTRACT

Introduction: The skin is the first barrier between the body and the environment, when it is
interrupted a wound is created and to repair it begins a process known as healing. This
can be affected by different factors such as reactive oxygen species as they participate in
the pathogenesis of healing. Therefore, antioxidant therapy has significant benefits in the
healing of skin wounds. In the Tehuacan-Cuicatlan Valley are used to treat wounds and
burns the plants Viguiera dentata (Cav.) Sprengel (Chimalacate), Acalypha monostachya
Cav. (Hierba del pastor) y Verbesina crocata (Cav.) Less (Arnica). Therefore, the objective
of this work is to evaluate the antioxidant and wound healing properties of these three

species.

Material and methods: The methanolic extracts were obtained from the aerial parts of V.
dentata, A. monostachya and V. crocata. Subsequently, a partition was made to obtain a
hexanic and a methanolic fraction. The phytochemical characterization of them was
carried out by colorimetric tests, high perfomance liquid chromatography of and gas
chromatography-mass spectrometry. The antioxidant activity was evaluated in vitro with
the radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, and the quantification of total phenols was carried
out with Follin-Cicoulteau method. The healing capacity was estimated with the topical
application of methanolic extracts in incisional wounds of mice CD-1 by the tensiometer
method. In addition, the time and speed of the total closure of the wound was measured as
well as the histological analysis of the wound healing zones (WHZ) with a parallel

experiment.

Results: Chemical compounds detected by GC/MS in the plants indicate the presence of
non-polar antioxidants and triterpenes with different biological activities. The analysis by
HPLC reveals the existence of phenolic and flavonoids compounds in the polar part of the
three plants. The study of antioxidant potential detected shows that A. monostachya has
the highest antioxidant capacity, followed by V. dentata and finally V. crocata. In the
quantification of total phenols V. dentata has the highest concentration, followed by A.
monostachya and V. crocata. In the healing capacity evaluated by the tensiometer method
showed that there were no significant differences due to topical application of the different
treatments; however, the group of mice to which the treatment of V. crocata behaved
similarly to the positive control Recoveron®. In addition, the wounds of the mice to which
topically applied V. crocata had a higher wound closure rate (1.264 + 0.90 mm/dia) and

consequently closed faster (twelve days) compared with the rest of the treatments (fifteen
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days). In the histological analysis it was observed that the treatment that promoted a better
healing process was V. crocata because the WHZ were in the remodeling phase, the WHZ
treated with Recover6n® were between the proliferative-remodeling phases, while WHZ in
the case of the treatment with V. dentata the WHZ were diagnosed in the proliferative
phase. The incisional wounds treated with Vaseline were diagnosed between the
inflammatory-proliferative phases and the WHZ to which they were applied topically A.
monostachya are in the inflammatory phase, although it is important to note that in this
treatment although the healing process was developed more slowly was that it was

appreciated in a more orderly manner.

Conclusion: Based on the results, V. crocata favored the best wound healing activity,
according to the physical and histological evaluations. Meanwhile, V. dentata and A.

monostachya have a high antioxidant potential but with less wound healing capacity.



1. INTRODUCCION

La piel es el primer escudo entre el cuerpo y el ambiente (Valdivia-Silva, 2014). Ademas
de proporcionar un recubrimiento para los tejidos blandos, la piel desempefia muchas
funciones adicionales que incluyen: 1) proteccion contra lesiones, invasion bacteriana y
desecacion; 2) regulacion de la temperatura corporal; 3) recepcion de sensaciones
continuas del ambiente (tacto, temperatura y dolor); 4) excrecion por las glandulas
sudoriparas; y 5) absorcion de la radiacion ultravioleta del Sol para la sintesis de vitamina
D (Gartner y Hiatt, 2002).

La piel consiste en varias capas: la epidermis externa y una capa profunda de tejido
conectivo conocida como dermis. La epidermis es un epitelio escamoso estratificado
queratinizado derivado del ectodermo. Justo abajo e interdigitada con la epidermis se
encuentra la dermis, derivada del mesodermo y compuesta de tejido conectivo denso,
irregular y colagenoso (Gartner y Hiatt, 2002). La dermis es la que recibe el mayor
suministro de sangre para la piel y contiene los apéndices epidérmicos, incluidos las
glandulas apocrinas, las glandulas ecrinas y los foliculos pilosos. Este tejido se divide en
dermis superficial o papilar y la dermis reticular mas profunda. Como regla general,
cualquier dafo que se extienda a la capa reticular mas profunda invariablemente causara
cicatrices y puede requerir reparacion con injertos para asegurar una cicatrizacion
adecuada (Gantwerker y Hom, 2012). La hipodermis es un tejido conectivo laxo que
contiene cantidades variables de grasa y sustenta la piel. La hipodermis no es parte de la
piel sino que constituye la fascia superficial que recubre la totalidad del cuerpo y se

encuentra en la parte mas profunda a la piel (Gartner y Hiatt, 2002).

Cuando se interrumpe la continuidad de la piel se provoca una herida. Las heridas son el
resultado visible de una lesibn o muerte de las células en los tejidos y pueden ser
ocasionadas por agentes fisicos, quimicos, biolégicos y mecanicos e incluso por la
respuesta inmune o inflamatoria exacerbada (Salem et al, 2000). Las heridas se
clasifican en agudas y crénicas. Una herida aguda es aquella que sigue un proceso de
reparacion ordenado, dentro de un tiempo adecuado, que restaura la integridad anatémica
y funcional del érgano. Por otra parte, una herida cronica es aquella que no sigue un

proceso ordenado o que no restaura la integridad de la piel (Andrades et al., 2004).

La curacién de heridas es un proceso complejo y dinamico que da como resultado la

restauracion de la continuidad y la funcién anatomica (Sathyanarayanan et al., 2017). Una



herida se considera curada cuando se ha restablecido la continuidad del 6rgano y se ha
alcanzado un grado de fuerza tisular que se aproxima al normal. La superficie se adquiere
por epitelizacion y por contraccién de la herida, mientras que la continuidad se restablece
mediante la produccion de nuevo tejido conectivo. La fuerza a la tension, es decir la
fuerza necesaria para volver a abrir la herida surge del depdsito de cantidades suficientes
de colageno nuevo y adecuadamente organizado. Cada uno de estos procesos se miden
de forma diferente y el progreso de cada uno varia con la localizacion, la profundidad, el

tamano y la configuracién de la herida (Fitzpatrick et al., 1987).

El proceso de curacion de heridas es conocido como cicatrizacion, el cual esta dividido en
varias etapas: a) inicia con la hemostasia o formacién de un coagulo, b) inflamacién, c)
proliferaciéon y d) termina con la maduraciéon o remodelacion (Werner y Grose, 2003; Teller
y White, 2009).

La hemostasia es un conjunto de mecanismos aptos para evitar la pérdida de sangre tras
una ruptura vascular, donde la vasoconstriccién y la formacion del coagulo hacen que se
detenga la hemorragia (Teller y White, 2009). Después de una lesién en la piel, el sub-
endotelio expuesto, el colageno y el factor tisular activaran la agregacion plaquetaria, lo
que produce desgranulacion y liberacion de factores quimiotacticos (quimiocinas) vy
factores de crecimiento para formar el coagulo (Gauglitz et al.,, 2011). Con la hemostasia

se inicia de inmediato la etapa de inflamacion (Gantwerker y Hom, 2012).

La inflamacién tiene como objeto el remover el tejido muerto o dafiado y desbridar la
herida para prevenir infecciones. La inflamacion representa una dilatacion de los vasos
sanguineos, con aumento de su permeabilidad y el reclutamiento de los leucocitos hacia
el foco de lesién. Los episodios inflamatorios de cicatrizacion de la herida estan
dominados secuencialmente por dos poblaciones leucocitarias: los neutrofilos y los
macréfagos que se dedican del desbridamiento de la herida (Teller y White, 2009;
Ramirez, 2010). Los neutréfilos son las primeras células que aparecen en el sitio de la
lesion, limpian los desechos y las bacterias para proporcionar un buen ambiente para la
cicatrizacion de heridas. A continuacion, los macréfagos se acumulan y facilitan la
fagocitosis de las bacterias y el tejido dafiado (Berman et al., 2017). Estos grupos
celulares logran esta funcibn mediante la produccion de especies reactivas de oxigeno

(ERO), cuando se activan estas células incrementan el consumo de oxigeno, que se debe



a la rapida reduccién de oxigeno a superéxido (O,”) por una NADPH oxidasa unida a la
membrana plasmatica. El resultado neto es la liberacién de grandes cantidades de ERO
extracelularmente. Este proceso es critico para el funcionamiento normal del sistema
inmune. Los fagocitos también generan éxido nitrico (NO’) (Moncada y Higgs, 1993).
Entonces, si no se concluye de manera normal la fase de inflamacion puede retrasar la

curacion de la herida (Sathyanarayanan et al., 2017).

Una vez que se desbrida la herida comienza la fase proliferativa. Esta se caracteriza por
diversas etapas: angiogénesis, formacion de tejido de granulacion, depésito de colageno,
epitelizacién y contraccion de la herida. La matriz extracelular, que incluye proteoglicanos,
acido hialurénico, colageno y elastina, constituyen el tejido de granulacion que reemplaza
la formacién original del coagulo (Su et al., 2010). Muchos tipos de citoquinas y factores
de crecimiento participan en esta fase, como la familia del factor de crecimiento
transformante B (TGF-B, que incluye TGF-f1, TGF-f2 y TGF-f3), la familia de
interleucinas (IL) y los factores de angiogénesis, entre otros (Su et al, 2010). La
angiogénesis también llamada neovascularizacion, ocurre al tiempo que los fibroblastos
proliferan y las células endoteliales migran a la herida (Devika y Koilpillai, 2014). En la
epitelizaciéon, el objetivo es la restauracion de la barrera funcional que ofrece la piel y
aumenta la resistencia a la traccion de la cicatriz, a través de los fibroblastos, los cuales
producen fibronectina, acido hialurénico, proteoglicanos y colageno (Freinkel y Woodley,

2001). Esta fase puede durar dias y/o semanas (Su et al., 2010).

La fase de remodelacién comienza cuando la matriz extracelular provisional y el colageno
de tipo Il se reemplazan con colageno de tipo | y los tipos de células restantes (neutréfilos
y fibroblastos) de las fases previas sufren apoptosis (Gantwerker y Hom, 2012). El ultimo
acontecimiento en la cicatrizacién de la herida, y el mas largo, es la maduracién del
colageno. Durante el proceso de cicatrizacion predominan dos tipos de colageno, el tipo |
que es una proteina fibrilar rigida que proporciona resistencia a la tension y el tipo Il que
tiene propiedad contractil (Barnes et al., 1976). El colageno del tipo Il se presenta en la
etapa inicial de la cicatrizacion de heridas y en la etapa de maduracién es remplazado
gradualmente por colageno del tipo | (Geever et al., 1965; Wang et al., 2018). El tejido de
granulacion comienza a involucionar y el exceso de vasos sanguineos se retrae. Esta fase
dura mas tiempo y da como resultado la apariencia final de la herida después de la

cicatrizacion. La fase de remodelacion exitosa implica un delicado equilibrio entre la



produccion y lisis de fibras de colageno y grupos celulares. Esta sintesis depende en gran
medida de la energia disponible, cualquier disminucion de nutrientes empujara la balanza
hacia la lisis y afectara el proceso de curacion (Gantwerker y Hom, 2012). Cualquier
alteracion en esta fase puede provocar una cicatrizacion queloide o una herida crénica
(Plikus et al., 2017; Tsai et al., 2018).

Las heridas se curan normalmente mediante la participacion de estas fases superpuestas
temporalmente: Hemostasia/inflamacion, proliferaciéon y remodelacion (Komarcevic, 2000).
Las funciones fisiol6gicas de las tres fases se producen en la secuencia adecuada en un
momento y duracidén especificos a una intensidad 6ptima (Mathieu et al, 2006) La
cicatrizaciéon, al ser tan compleja, puede alterarse por diversos factores, tales como la
presencia de radicales libres, inflamacion crénica, infeccidbn microbiana, varias patologias

e incluso la edad (Houghton et al., 2005).

Algunas de las patologias que pueden afectar los procesos de cicatrizacion son la
diabetes y la obesidad moérbida. Las heridas cronicas se presentan con mayor incidencia
en pacientes diabéticos, esto es debido a que el exceso glucosa promueve la formacién
de ERO produciendo estrés oxidante (Soneja et al., 2005), también afecta la migracion y
funcion de los fibroblastos retrasando el proceso de cicatrizacion (Xuan et al., 2014).
Mientras, en la obesidad mérbida, la presencia de acidos grasos libres promueve la
estimulacion de receptores 3-adrenérgicos, éstos a su vez promueven el incremento de
citocinas pro-inflamatorias y al mismo tiempo se da una reducciébn de enzimas
antioxidantes (Mottillo et al., 2010).

Otra situacion que afecta el transcurso de la cicatrizacibn es la exposicion a
contaminantes oxidantes como el ozono, ademas de la edad, los cuales al interactuar
interrumpen el proceso normal. A mayor edad existe una mayor posibilidad de
cicatrizacion queloide de la herida (Lim et al., 2006). En cambio la cicatrizacién de heridas
fetales se caracteriza por la regeneracion de la arquitectura dérmica normal, que incluye
la restauracion de la neurovasculatura y los apéndices dérmicos (Leung et al., 2012). La
curacion de heridas en la piel fetal implica un perfil de factores de crecimiento distinto, una
respuesta inflamatoria inferior, poco estrés biomecanico, los fibroblastos producen a una

tasa mas alta una matriz extracelular rica en acido hialurénico, colageno tipo lll, asi como



un papel potencial de las células madre (Tsai et al., 2017). En comparaciéon con la piel

fetal, el adulto tiene un mayor riesgo de formacion de cicatrices (Leung et al., 2012).

La inflamacion crénica se caracteriza por una respuesta continua a lo largo del tiempo
(Ptaschinski et al., 2017) y la hiperproduccion de los radicales libres, los cuales conducen
a la inhibicion de los mecanismos responsables de las etapas posteriores del proceso de

la cicatrizacion de la herida (Sathyanarayanan et al., 2017).

El estrés oxidativo es un desbalance entre los pro-oxidantes y los antioxidantes que
resulta en dafio macromolecular, alteracion de la sefalizacion y el funcionamiento celular
(Jones, 2007). Las sustancias pro-oxidantes, dentro de las cuales se encuentran las ERO
son resultado de la reduccion del oxigeno molecular por diversas actividades como: el
metabolismo, la radiacién, la contaminacion, etc. Entre las ERO se encuentran radicales
libres, que son: atomos, moléculas o iones con electrones no apareados y sustancias no
radicales (Carocho y Ferreira, 2013). En cuanto a los antioxidantes Halliwell y Gutteridge
(2015) lo definen: “Antioxidante” como cualquier sustancia que retrasa, previene o elimina
el dafo oxidativo de una molécula”. Los organismos tienen un sistema de defensa
antioxidante capaz de prevenir o eliminar el dano oxidativo de las biomoléculas. Estos
pueden ser clasificados como a) antioxidantes endégenos enzimaticos, b) enddégenos no

enzimaticos y c) antioxidantes exdégenos (Carocho y Ferreira, 2013).

El estrés oxidativo estd asociado a diversas patologias debido al dafio ocasionado a las
macromoléculas y por lo tanto el dafio celular. Se da por tres formas basicas: la
peroxidacion lipidica (LPO) de las membranas, modificacién oxidativa de las proteinas y el
dafio del ADN (Kudryavtseva et al., 2016).

La LPO hace referencia a la degradaciéon oxidativa de los lipidos. Es el proceso a través
del cual los radicales libres capturan electrones de los lipidos. Los productos mas
comunes de la LPO son el malondialdehido (MDA) y el 4-hidroxinonenal (4-HNE) y ambos
son muy reactivos ya que pueden reaccionar con otros componentes celulares como las
proteinas o el DNA (Nam, 2011). El 4-HNE es también una molécula capaz de modular la
expresion de varios genes y por lo tanto, puede alterar importantes funciones como el
crecimiento celular, la diferenciacion y la angiogénesis; procesos involucrado en la

cicatrizacion de heridas (Leonarduzzi et al., 2004).



El dafo a proteinas se da principalmente mediante la oxidacion de los aminoacidos, lo
cual puede producir entrecruzamientos de cadenas peptidicas, fragmentacion de la
proteina y por ende un cambio conformacional que deriva en la disminucion o perdida de
funcion proteica (Berlett y Stadtman, 1997). En las heridas durante el proceso de
cicatrizaciéon, se ha planteado que el dafo oxidativo en los inhibidores tisulares de las
metaloproteinasas de matriz TIMP-1 y TIMP-2, de naturaleza proteica, condicionaria su
pérdida de actividad con el consecuente incremento de la actividad proteolitica de las
metaloproteinasas (MMPs) y el entorpecimiento de los procesos de cicatrizacion (Ashcroft
etal., 1997).

El dafio oxidativo al DNA se da tanto en las bases nitrogenadas y como en el azucar,
llegando a producir mutaciones y la ruptura de las cadenas nucleotidicas (Evans et al.,
2004). Una de las alteraciones mas estudiadas es el 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (8-
OHdG) comunmente se utiliza para medir el dafo oxidativo y se encuentra relacionada
con el envejecimiento y diversas patologias (Evans et al., 2004; Starr y Starr, 2014). El
incremento de 8-OHAG en plasma esta relacionado con envejecimiento y fragmentacion
del colageno (Starr y Starr, 2014). La mutacién o expresion alterada de genes a menudo
resultan en un envejecimiento prematuro y disminucion de las defensas antioxidantes

endogenas (Barja, 2004; Kregel y Zhang, 2007).

Hay que tener en cuenta que las ERO son fundamentales durante el proceso de
cicatrizacion, porque los neutrdéfilos, los macréfagos y otros tipos celulares los producen
en el lecho de la herida. Estas actuan contra microorganismos invasores y regulan
diversas vias de sefalizacion celular necesarias para que ocurra el cierre de la herida
(Demianenko et al.,, 2010). Sin embargo, también el estrés oxidativo inducido por otras
patologias, provocan elevadas concentraciones de ERO que afectan de forma negativa el
proceso de cicatrizaciéon normal (Auf dem keller et al., 2006; Bickers y Athar, 2006; Sen y
Roy, 2008).

La aplicacion de preparaciones antioxidantes en la superficie de la herida se utilizan para
la normalizacion del proceso de cicatrizacion, tanto en la medicina clinica como en la
experimental (Hallberg et al., 1996). El desarrollo de cubiertas para heridas con actividad
antioxidante es un tratamiento importante en la terapia de heridas, ya que esta provoca el

cese de la inflamacién en los eventos tempranos y estimula los procesos regenerativos en
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la fase posterior de la cicatrizacion de la herida (Demianenko et al., 2010). Los polifenoles
actuan de manera protectora, ayudando a prevenir o atenuar la progresion de ciertos
trastornos de la piel (acné, arrugas, cancer, etc.), disminuir el envejecimiento, las
enfermedades dermatolégicas, las heridas y quemaduras (Dzialo et al., 2016). Algunos
otros estudios indican que los compuestos fendlicos desempefian un papel importante en

la curacion de heridas por su actividad antioxidante y antimicrobiana (Song et al., 2017).

Los tratamientos con base en hierbas han sido la plataforma para los métodos en la
curacion de heridas e inflamacién (Chitra et al.,, 2009). Se ha informado que las plantas
medicinales son muy beneficiosas para el cuidado de las heridas, promoviendo la tasa de

cicatrizaciéon y disminuyendo la formacién de cicatriz para el paciente (Kumar et al., 2007).

En trabajos realizados para evaluar la actividad cicatrizante de algunas especies
vegetales se ha observado que los compuestos fendlicos (flavonoides y taninos), cuentan
con actividad cicatrizante (Guillermo et al., 2005). Recientemente se ha relacionado la
capacidad antioxidante con la actividad cicatrizante en el estudio de diversas plantas. El
extracto metanolico de Pterolobium hexapetalum -que es utilizada para el tratamiento y
curaciéon de heridas por grupos tribales en la India-, cuenta con una gran actividad
antioxidante (DPPH, ABTS% y Superoxido), a su vez presenté un mayor porcentaje de
contraccion de la herida y el menor tiempo para la epitelizacion, en comparaciéon con el
grupo control (Sathyanarayanan et al., 2017). Por otro lado, el extracto acuoso de
Cynodon dactylon -conocida en México como Zacate bermuda- se evalu6 de manera
tépica en animales y humanos con heridas crénicas. Los resultados respaldaron su uso
para la curacion de heridas; y ademas relaciona la actividad antioxidante que presenta
con su potencial cicatrizante por aumento de la colagenogénesis (Biswas et al., 2017). Un
estudio realizado con la aplicacion de una pomada con el extracto fendlico de la orquidea
Bletilla striata demostr6 capacidad antioxidante y una reparacién tisular superior en

heridas en comparacion con el control (Song et al., 2017)

En el Valle de Tehuacan-Cuicatlan se han registrado cerca de 3,000 especies de plantas,
de éstas el 30% son endémicas de la region (Davila et al, 1993). Alrededor de 808
especies son aprovechadas por la poblacion y 243 son utilizadas con fines medicinales
(Casas et al., 2001). Rosas en 2003 realizd un estudio etnobotanico en el pueblo de San

Rafael, Coxcatlan, donde se identificaron un total de 374 especies, de las cuales 368
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fueron registradas con uno o mas usos y 39 de ellas utilizadas con fines medicinales. Las
plantas medicinales reportadas para tratar afecciones dermatolégicas son 14 especies.
De estas las mas usadas para el tratamiento de heridas y quemaduras son: Verbesina
crocata (Cav.) Less (Arnica), Acalypha monostachya Cav. (Hierba del pastor) y Viguiera
dentata (Cav.) Sprengel (Chimalacate).

1.1. Descripcion Botanica

Viguiera dentata (Cav.) Sprengel (Chimalacate).
(Rzedowski y Rzedowki, 2001)

Reino: Plantae;

Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares);
Superdivision: Spermatophyta (plantas con semillas);
Division: Magnoliophyta (plantas con flor);

Clase: Magnoliopsida (dicotiledéneas);

Subclase: Asteridae;

Orden: Asterales.

Familia: Asteraceae

Género: Viguiera

Epiteto especifico: dentata

V. dentata es una planta que se distribuye desde el suroeste de Estados Unidos hasta a
Honduras y Cuba. Es una planta herbacea perenne y erecta con un tamano de hasta 2.5
m de alto, con tallo glabro a piloso o hispido y hojas opuestas o alternas en la parte
superior, sobre peciolos de 0.5 a 5.5 cm de largo, limbos generalmente ovados a
romboideo-ovados, de 3.5 a 12 cm de largo, de 1 a 8 cm de ancho, acuminados en el
apice, enteros a aserrados en el margen, cuneados a truncados en la base, finamente
estrigosos a pilosos en el haz, esparcidamente estrigosos a subcanescentes en el envés,
trinervados. La inflorescencia estd formada por cabezuelas numerosas agrupadas en
paniculas cimosas bracteadas, sobre pedunculos hasta de 15 cm de largo; involucro
anchamente campanulado a subhemisférico, de 5 a 10 mm de alto, sus bracteas
dispuestas en 2 a 3 series, graduadas o de tamario igual, endurecidas en la base y con la

parte distal herbacea, linear o linear-oblonga; paleas dorsalmente pubescentes, de 6 a 7
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mm de largo. Cabezuelas/ Flores liguladas 10 a 13, elipticas u oblongas, amarillas, de 7 a
15 mm de largo; flores del disco mas de 50, sus corolas amarillas, de 3 a 4 mm de largo.
Los frutos y semillas son aquenios obovado-oblongos, de 3.5 a 4 mm de largo, negruzcos
0 abigarrados, pubescentes, aristas del vilano de 2 a 3 mm de largo, escamas 4, de 0.5 a

0.8 mm de largo y de ancho.

Acalypha monostachya Cav. (Hierba del pastor)
(eFloras, 2018)

Reino: Plantae;

Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares);
Superdivision: Spermatophyta (plantas con semillas);
Division: Magnoliophyta (plantas con flor);

Clase: Magnoliopsida (dicotiledéneas);

Subclase: Rosidae

Orden: Malpighiales

Familia: Euporbiaceae

Género: Acalypha

Epiteto especifico: monostachya

A. monostachya es una planta herbacea monoica o dioica con un tamafio de 15 a 40 cm,
con tallos postrados a ascendentes cortos pubescentes. Las hojas orbiculada o reniforme
con tamafo de 0.7-2.5 por 0.8-2.5 cm, base cordada o redondeada, margenes poco
profundos, apice redondeado y con peciolo de 0.5-2.5 cm. Las inflorescencias son
unisexuales o bisexuales, terminales (estaminadas, pistiladas y bisexuales) y axilares
(pistiladas); con pedunculo estaminado de 0.8 a 3 cm, porcion fértil de 1 a 4 cm;
pedunculo pistilado 0.4-1.5 cm, porcion fértil 1-2 por 0.8—-1.2 cm; bisexual similar al
estaminado, con 1-3 bracteas pistiladas cerca de la base. Las flores pistiladas alomorfas
ausentes. Tiene bracteas pistiladas apifiadas (eje de inflorescencia no visible entre
bracteas), 6-8.5 por 8-12 mm, superficie abaxial hirsuta, sésil y estipitante glandular;
I6bulos (8—) 10-12 (—14), redondeados, 1/4 de longitud bractea. Las flores pistiladas tiene
pistilo 3-carpelo. Los frutos son capsulas lisas y pubescentes, con semillas de 1.5-1.8

mm.
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Verbesina crocata (Cav.) Less (Arnica)
(Olsen, 1988)

Reino: Plantae;

Subreino: Traqueobionta (plantas vasculares);
Superdivision: Spermatophyta (plantas con semillas);
Division: Magnoliophyta (plantas con flor);

Clase: Magnoliopsida (dicotiledoneas);

Subclase: Asteridae;

Orden: Asterales.

Familia: Asteraceae

Género: Verbesina

Epiteto especifico: crocata

V. crocata es una planta endémica de México restringida al occidente del pais. Es un
arbusto extendido, con un tamafo de 1 a 8 m de alto, con tallo alado con cuatro alas
foliaceas de 1 a 4 mm de ancho, ramas opuestas de 75 a 150° con respecto al eje
principal en la inflorescencia con pelos suaves gruesos en la base. Tiene hojas
principalmente opuestas de 8 a 16 cm de largo por 5 a 13 cm de ancho, ovadas a
deltoides, usualmente pinnadas o hastadas. La inflorescencia esta formada por paniculas
de 1-5 cabezuelas con un pedunculo de hasta 20 cm de largo. Las cabezuelas son
generalmente grandes, hemisféricas a subglobosas, discoides, 2-3.5 cm de ancho, 1.5-2.5
cm de alto; pedunculos cuando jévenes blanquecinos por la gran cantidad de pelos
rigidos de 2 a 7.5 cm de largo por 1 a 2 mm de grueso, el color del involucro es grisaceo,
con las bracteas desiguales y graduadas, las exteriores mas cortas, linear-lanceoladas.
Las flores del disco van de 100 a 200 o mas, naranjas, mas o menos hipidulas, tubulares
de 9 a 10 mm de largo, tubo de 1 a 1.7 mm de largo, garganta cilindrica a ligeramente
expandida hacia arriba, de 1 mm de ancho, lébulos agudos de 1 a 1.3 mm de largo,
anteras sin pigmentacion oscura, amarillas a naranjas, de 2.5 a 2.7 mm de largo, ramas
del estilo de 2 a 2.7 mm de largo, disminuyendo el apice. El fruto es un aquenio ovado de
5.5 a 8 mm de largo por 3.5 a 4.5 mm de ancho, gris, sin pelos o con pocos, alas
blanquecinas, ciliadas, de 0.7 a 1.5 mm de ancho, prologada hacia las dos aristas cortas y

adnada en la base.
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1.2. Planteamiento del problema

Debido a la informacién recabada es importante realizar estudios que permitan analizar si
V. dentata, A. monostachyay V. crocata, cuentan con actividad antioxidante y cicatrizante,
asi como reconocer los principales grupos de metabolitos secundarios que pueden estar
involucrados en estas actividades biologicas. Lo cual permitira avalar cientificamente su
uso medicinal para curar lesiones de la piel y distintos problemas dermatologicos. Asi
como conservar el conocimiento de los pueblos originarios. Por lo anterior la pregunta

cientifica que se planteo fue:
¢Las plantas V. dentata, A. monostachyay V. crocata utilizadas en el Valle de Tehuacan-

Cuicatlan para tratar afecciones dermatologicas, tendran actividad cicatrizante y/o

antioxidante?
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2. HIPOTESIS

Las plantas Viguiera dentata (Cav.) Sprengel (Chimalacate), Acalypha monostachya Cav.
(Hierba del pastor) y Verbesina crocata (Cav.) Less (Arnica), son las mas utilizadas por
los habitantes del Valle de Tehuacan-Cuicatlan para el tratamiento de heridas y
quemaduras, asi como para tratar otras afecciones de la piel como la apariciéon de granos
y ronchas. Estas propiedades se deben a los metabolitos secundarios que poseen las
especies mencionadas, los cuales promoveran la cicatrizacion de heridas incisionales en
ratones CD-1. Por lo cual, al usarlas como tratamiento tépico ayudaran en el proceso de
cicatrizacion de los ratones, mediante la reduccion del tiempo para el cierre de la herida,
el incremento en la resistencia de la piel a la fuerza de tension y a nivel histolégico habra

epitelizaciéon, asi como un aumento en la sintesis y organizacion del colageno cutaneo.
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3. OBJETIVOS

Objetivo General

e FEvaluar el efecto antioxidante y cicatrizante de Viguiera dentata, Acalypha

monostachyay Verbesina crocata.

Objetivos particulares:

e Identificar los principales componentes quimicos presentes en los extractos de V.

dentata, A. monostachyay V. crocata.

e Determinar el efecto antioxidante in vitro de los extractos de V. dentata, A.

monostachyay V. crocata.

e Evaluar el efecto cicatrizante de los extractos de V. dentata, A. monostachyay V.
crocata en un modelo de ratones CD-1, mediante el método del tensibmetro, medir
el tiempo/velocidad de cierre total de la herida y el andlisis histolégico de las

cicatrices.
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4. ANTECEDENTES
4.1. Viguiera dentata (Cav.) Sprengel (Chimalacate)

4.1.1. Etnobotanica

V. dentata cuenta con antecedentes de uso medicinal. Los cuales se describen a

continuacion (Tabla 1).

Tabla 1. Estudios etnobotanicos de V. dentata.

AUTOR ANTECEDENTE

Escalante, 1986. Antiséptico en Sonora y como antitusivo en Quintana Roo.

Para tratar afecciones de la piel, para parturientas, chincual
Rosas, 2003. (enfermedad del pafal) y piquetes de hormiga en San Rafael

Coxcatlan.

4.1.2. Actividades bioldgicas

V. dentata cuenta con pocos estudios sobre sus actividades bioldgicas y estos se han

enfocado a la actividad antimicrobiana de sus diferentes extractos (Tabla 2).

Tabla 2. Investigaciones de las actividades biolégicas de V. dentata.

AUTOR ANTECEDENTE

Evalué el extracto acuoso y los aceites esenciales los cuales
mostraron actividad antibacteriana. El extracto acuoso presenté

Gijon, 2003. actividad sobre Bacillus subtilis, S. aureus, S. epidermidis'y
Vibrio cholerae. Los aceites esenciales B. subtilis, S. aureus, S.

epidermidis, V. cholerae, Escherichia coliy Salmonela typhi.

Determinaron que el extracto hexanico tiene actividad sobre S.

., 2005. . .
Canales et al., 2005 aureusy S. epidermidis.
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4.1.2. Composicion quimica de V. dentata

V. dentata se ha estudiado para conocer algunos de sus compuestos quimicos, dentro de

los cuales se ha identificado principalmente el acido kaurénico (Tabla 3).

Tabla 3. Compuestos quimicos identificados hasta el momento en V. dentata.

AUTOR COMPUESTO QUIMICO

Bohlman et al., 1981. Acido kaurénico y 9,11-dihidro-ent-acido kaurénico.

Manool, acido kaurénico, ent-kauranol, acido grandiflorico,
Gao et al., 1987. acido angeloilgrandiflorico, acido 15-oxo-ent-acido kaurénico,

acido traquilobanico, spatulenol y diversifolina.

Gao et al., 1989. Compuestos derivados de cicloartanona.

Gijon, 2003. Terpenos y acido kaurendico.

4.2. Acalypha monostachya Cav. (Hierba del pastor)

4.2.1. Etnobotanica

Acalypha monostachya cuenta con antecedentes etnobotanicos, dentro de la flora
medicinal del Valle del Mezquital, Hidalgo y del Valle de Tehuacan-Cuicatlan que se

encuentra entre Puebla y Oaxaca (Tabla 4).

Tabla 4. Estudios etnobotanicas de A. monostachya.

A. monostachya se utiliza en el bafio para parturientas, granos,
infeccion de heridas, quemaduras e inflamacion en el Valle de

Rosas, 2003. Tehuacan-Cuicatlan.

A. monostachya se utiliza para lavar heridas con sangre y
granos con pus y para desinfectar la garganta en forma de té
Dzib y Moo, 2009. sin tomarselo, se hacen gargaras por 20 min, en el Valle del

Mezquital.
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4.2.2. Actividades biologicas

En A. monostachya solo se ha evaluado la actividad antimicrobiana y antioxidante. Sin
embargo, el género cuenta con una amplia investigacibn en cuanto a sus diversas

actividades biolégicas (Tabla 5).

Tabla 5. Investigaciones de las actividades biolégicas de A. monostachya
Report6 que el extracto hexanico y metandlico de las partes
aéreas tienen actividad antibacteriana en S. aureus y cuenta
Canales et al., 2011. con actividad antioxidante por la presencia de &cido benzoico.
Ademas, se detectaron mediante HPLC-DAD UV compuestos

flavonoides del tipo flavona, flavanona y flavonol.

Realizaron un resumen de la etnofarmacologica y fitoquimica

del género. Varias especies cuentan con diversas actividades
Seebaluck et al., 2015.

biol6gicas como: antimicrobiana, antidiabética, antioxidante,
(Género Acalypha)

antiinflamatoria, larvicida, anticancerosa, analgésica y

cicatrizantes entre otras.

4.2.3. Compuestos quimicos reportados del género Acalypha

En A. monostachya se han identificado la presencia de compuestos fendlicos. Sin
embargo, hasta el momento no se han aislado o dilucidado sus estructuras. No obstante,

en el género se han aislado algunos metabolitos (Tabla 6).
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Tabla 6. Compuestos quimicos identificados hasta el momento en el género Acalypha.

Rascon-Valenzuela et al.,

2015. B-sitosterol A. californicay A. australis

Seebaluck et al., 2014. B-sitosterol A. alnifolia, A. brachystachya
y A. pheoides

Nahrstedt, 1982. A. fructicosa

Kaempferol y sus formas

Nahrstedt, 2006. A. indica

glicésiladas
Noumedem et al., 2013. A. hispidina
Nahrstedt, 1982. Quercetina se encuentra A. californica
frecuentemente en sus formas A australis v A. hispidina

Nahrstedt, 2006. glicosiladas ’ y A hisp
Reiersen et al., 2013. A. fructicosa
Hungeling et al., 2009. Acalifina A. indica
Seebaluck et al., 2014. A. siamensis
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4.3. Verbesina crocata (Cav.) Less (Arnica)

4.3.1. Etnobotanica

Verbesina crocata cuenta con reportes de estudios etnobotanicos de su uso para el

tratamiento de afecciones de la piel y ginecolégicas (Tabla 7).

Tabla 7. Estudios etnobotanicos de V. crocata.

AUTOR ANTECEDENTE
Standley 1920-1926 La planta es reportada para el tratamiento de heridas en la piel
(Biodiversitylibrary,

2018) y varias afectaciones dermatologicas.

El uso medicinal de esta planta al que mas se hace referencia,

. es contra afecciones ginecolégicas como la retencién de la
Avilés, 1985; Baytelman,
1980; Del Amo, 1979; placenta en el postparto (Morelos). Para limpiar la matriz, se

Ochoa, 1989; Soto, 1987.  5gministra el cocimiento de la raiz por via oral y en ayunas
(Biblioteca digital de la

medicina tradicional
mexicana, 2009) se le practican bafios con la infusion y se le da de beber una

(Michoacan). Asimismo, “para curar por dentro a la parturienta”

tacita de ésta (Guerrero).

En el Valle de Tehuacan-Cuicatlan el uso que se le da

principalmente es para el tratamiento de aftas mediante
gargaras, utilizada para tratar parturientas y restaurar la cadera,

Rosas, 2003. infeccién de heridas, garganta irritada, tratamiento para
ronchas, quemaduras y curacion de los granos provocados por

la varicela.

4.3.2. Actividades bioldgicas

La planta V. crocata ha sido evaluada anteriormente en sus actividades antimicrobianas,

cicatrizantes y antiinflamatoria (Tabla 8).

22



Tabla 8. Investigaciones de las actividades biologicas de V. crocata.

AUTOR ANTECEDENTE

Reportaron que el extracto hexanico de las partes aéreas

Canales et al., 2005. tienen actividad antibacteriana sobre S. aureus.

Evalué el extracto acuoso y su actividad antiinflamatoria en
fase aguda, utilizando el modelo de induccién de edema en
Rodriguez, 2014. cojinete plantar por carragenina en raton CD-1. El tratamiento
se administré via sonda gastrico y se observé el mayor efecto a

concentracion de 50 mg/K.

Estimaron la toxicidad del extracto acuoso de V. crocata en

modelo de raton CD-1 bajo un ensayo agudo y sub-crénico con

Guerrero, 2016. una administracion de 100mg/K/dia via oral. Los resultados
indican que no produce efectos evidentes de toxicidad.
Reporta que el extracto acuoso no tiene actividad cicatrizante
en raton CD-1 y tampoco es antimicrobiano. Sin embargo, no
Garcia, 2016.

se indica la procedencia de la planta y de qué érgano se obtuvo

el extracto.

4.3.3. Compuestos quimicos reportados para el género Verbesina

V. crocata hasta el momento de la revisién y a pesar de contar con diversos antecedentes
de la evaluacién de sus actividades bioloégicas, no hay estudios sobre la quimica de la

planta. Sin embargo, el género si ha sido investigado (Tabla 9).
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Tabla 9. Compuestos quimicos identificados en el género Verbesina.

AUTOR

COMPUESTO QUIMICO

ESPECIES

Herz y Kumar, 1981.

Ortega et al., 1985.

Wagner et al., 1974;

Glennie y Jain, 1980.

Glennie y Jain, 1980

Mora et al., 2013

Verbensindiol
(sesquiterpeno)

Lactonas sesquiterpénicas

Ramnocitrina
(Flavonoide)

Quercetina
(Flavonoide)

Sesquiterpenos
(eudesmanos,
germacranos y lactonas
sesquiterpénicas)

Alcaloides
(Derivados de guanidina)

Flavonoides
(Glucésidos de quercetina
y glucésido ramnocitrina-

3-glucuroénido)

V. virginica

V. astricta y V. coahuilensis

V. myriocephala

V. encelioides

Revision del género: se han

componentes. Siendo los mas

seguidos de los aromaticos
(12.8%), flavonoides (3.5%),

alcaloides (2.9%), acetilenos

(2.5%) y otros (2.9%).

caracterizado alrededor de 200

abundantes los terpenos (75.4%),
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5. METODOLOGIA

5.1. Metodologia en general

MATERIAL VEGETAL

V. dentata (2531 IZTA), V. crocata (2528 IZTA) y
A. monostachya (2530 IZTA).

San José Tilapa, Mpio. Coxcatlan, Puebla.

9 de julio de 2016

~

. | J
Extractos crudos MeOH
(Cru)
Fraccién hexanica (FHex) Fraccién metandlica (FMeOH)
CARACTERIZACION QUIMICA ] ACTIVIDADES BIOLOGICAS
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Fig. 1. Metodologia en general.
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5.2. Material vegetal, extractos y sus fracciones.

Las partes aéreas de las plantas V. crocata (tallos y hojas), V. dentata (tallos y hojas) y A.
monostachya (tallos, hojas y flores) se recolectaron en la comunidad de San José Tilapa,
Coxcatlan, Puebla, que se encuentra dentro del Valle de Tehuacan-Cuicatlan. La
recolecta se llevd a cabo el 9 de julio del 2016. Un kilogramo de material fresco
aproximadamente se secd a temperatura ambiente. El material seco y molido se puso a
macerar en frio con metanol. Después, se concentro el extracto a presion reducida con un
equipo Heidolph Mod. Laborota 4000. De este extracto metandlico concentrado se separ6
una parte para hacer las pruebas que se llamara de aqui en adelante extracto crudo (Cru).
Después el extracto restante fue sometido a un fraccionamiento con hexano y metanol, de

aqui se obtuvieron las fracciones hexanica (FHex) y la metandlica (FMeOH).

También, se prepararon ejemplares para herborizarlos para su identificaciéon y registro en
el herbario IZTA de la FES-Iztacala de la UNAM.

5.3. Caracterizacion fitoquimica de los extractos y las fracciones

5.3.1. Deteccidén preliminar de los principales grupos de metabolitos por pruebas

colorimétricas

La deteccion de los principales grupos de metabolitos secundarios presentes en los
extractos y fracciones se llevo a cabo mediante reacciones colorimétricas y el revelado de
cromatografia de capa fina. Para la deteccién de terpenos se realizd una cromatografia en
capa fina que posteriormente fue revelada con vainillina-acido sulfurico. Los alcaloides
fueron identificados con los reactivos de Dragendorff y Mayer. Los glicosidos fueron
detectados con el reactivo de Molish. Para fenoles se utiliz6 una solucién de cloruro
férrico. El reactivo de Baljet se utilizé para detectar lactonas sesquiterpénicas. Mientras
que para los esteroides se uso el reactivo de Liebermann-Buchard. Para la deteccion de
saponinas se agité una solucién de cada muestra en agua y se observo la persistencia de

la espuma por un minuto (Nolasco, 2014).

Para realizar las pruebas se usaron soluciones del extracto o las fracciones a una

concentracion de 1mg/mL (Tabla 10).
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Tabla 10. Pruebas de deteccion de los principales grupos de metabolitos secundarios.

REVELADOR/AGENTE .
GRUPO DE METABOLITOS CROMOGENO METODO
Terpenos Vainillina-acido sulfurico Revelado de cromatografla en
capa fina
. Reactivo de Dragendorff Precipitado o color naranja
Alcaloides . -
Reactivo de Mayer Precipitado color blanco
Glucosidos Molish Halo color morado
Fenoles Cloruro férrico Coloracion de verde-azul
Saponinas Espuma Persistencia de espuma
Lactonas sesquiterpénicas Reactivo de Baljet Coloracion naranja o roja obscura
Esteroides Liebermann-Burchard Color verde intenso

5.3.2. Anadlisis quimico de las FHex por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG/EM)

Las FHex de V. dentata, A. monostachya y V. crocata fueron sometidas a un analisis de
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GC/EM). El equipo utilizado
fue un cromatoégrafo (Agilent Technologies) modelo 6850, cuya columna HP-5MS (Aligent
Technologies) presenta medidas de 30 m de largo, 0.25 mm de diametro y pelicula de
0.25 ym que a su vez esta acoplada a un espectrometro de masas (Aligent Technologies
modelo HP-5MS). El gas utilizado como fase moévil fue helio (He). El tipo de inyeccién fue
Split. Se inyectaron 2 pL de muestra (1.2 mg/200 pL). El tiempo de analisis fue de 25
minutos para cada una de las muestras y la identificaciéon de compuestos se llevo a cabo

por medio de la base de espectros de la biblioteca NIST, versién 8.0.

5.3.3. Analisis quimico de los Cru y las FMeOH por cromatografia de liquidos de alta
resolucion (HPLC)

5.3.3.1. Analisis quimico de los Cru y las FMeOH por HPLC (DAD-UV)
Las FMeOH y los Cru se sometieron a un analisis de HPLC DAD UV. Se emple6 un
equipo Hewlett-Packard modelo 1100 donde se utilizdé una columna C18 (4.6 mm x 2 x 50

mm). La fase movil isocratica fue de metanol (25%), acetonitrilo (25%), agua (50%), con

acido ortofosforico al 0.1%. Cada corrida duro 30 min y el flujo fue de 1mL/min. Se obtuvo,
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el espectro de absorcion DAD-UV de los compuestos encontrados y se compararon con lo

reportado para compuestos de por Mabry y colaboradores (1970) y Harborne (1973).

5.3.3.2. Analisis quimico de los Cru y sus FMeOH por HPLC (TOF LC/EM)

Se inyectaron 10 pL de las FMeOH y los Cru que se sometieron al analisis de HPLC (TOF
LC/EM). Se empled un equipo HPLC 1260 Infinity y TOF LC/MS modelo 6230. Columna
Kinetex 2.6y C18100 A, largo 150 x 2.1 mm de diametro. La fase movil que se utiliz6 es:
A) agua 89%, acetonitrilo 10% y acido férmico 1%. (150 mL); B) metanol 89%, acetonitrilo
10% y acido férmico 1% (100 mL). Con un gradiente de |) Fase A 100% del 0 a 3 minutos;
Il) Fase A 65% y Fase B 35% del minuto 3 al 11; Ill) Fase A 55% y Fase B 45% del minuto
11 al 20; IV) Fase B 100% del minuto 20 al 60. Flujo constante de 0.2 mL/min. Cada

corrida duro 60 min.

El método de analisis fue el establecido por el Laboratorio Nacional en Salud: Diagnéstico
Molecular y Efecto Ambiental en Enfermedades Crénico-degenerativas de la FES-Iztacala
de acuerdo al procedimiento de PEMO04 analisis de compuestos fendlicos. Se obtuvo la
masa molecular (m/z) de los compuestos y se comparoé con patrones de referencia que se

encuentran en la biblioteca del equipo.

5.4. Actividades evaluadas

5.4.1. Evaluacion de la actividad antioxidante de los Cru y las FMeOH sobre el
radical DPPH

La actividad antioxidante se evalu6 mediante la capacidad de reduccién del radical 2,2-
difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) (Guija-Poma et al., 2015). Este método esta basado en la
reduccién del radical DPPH por los extractos a evaluar. EI DPPH es un radical que
presenta una coloracion purpura con un maximo de absorcién a 515 nm, cuando este es
reducido por el compuesto antioxidante la coloracion se torna amarilla. Para llevar a cabo
dicho método, se realizaron diluciones de cada uno de los extractos crudos, asi como las
FMeOH (10-500 pg/mL). En una placa de 96 pozos se agregaron 50 yL de cada dilucion

de las muestras a evaluar a 150 pL de una solucion de DPPH (250 uM) en metanol. La
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mezcla se incubd a temperatura ambiente por 30 minutos en obscuridad. Finalmente, se

midié la absorcion a 515 nm. Como control positivo se utilizé quercetina (1-10 pg/mL).

Los datos se expresaron como porcentaje de decoloracion, obtenido mediante la siguiente
formula:

% de decoloracion= Absorbanciamgestra/ Absorbanciapppy X 100

Con el porcentaje de decoloracion, a partir de un analisis de regresién, se obtuvo la
concentracion eficaz media (CAs), es decir, la cantidad necesaria de una antioxidante
para reducir en un 50% los radicales libres, por lo tanto, un valor bajo de (CAs)
representa una alta capacidad antioxidante. Se realizaron ocho repeticiones de cada

medicion en tres experimentos independientes.

5.4.2. Cuantificacion de fenoles totales (Folin-Ciocalteu) de los Cru y las FMeOH.

El reactivo de Folin-Ciocalteu tiene una coloracion amarilla que en presencia de un fenol,
se reduce tomando una coloracion azul, lo cual permite medir a 760 nm (Mufioz-Bernal et
al., 2017). Los resultados se expresan como equivalentes de acido galico que es utilizado
como estandar de referencia. Para lo cual, se realiza una curva patrén con diferentes

concentraciones de acido galico (2-10 ug en un volumen final de 3 mL).

Para el analisis de los extractos crudos y las FMeOH, se prepararon soluciones estandar
(1000 pg/mL) en agua. Las fracciones primero se suspendieron en 100 yL de metanol,
para posteriormente aforar los 5 mL de agua. Para realizar la determinacién se coloc6 una
alicuota de 100 pL (100ug de extracto) de dichas suspensiones a 1150 yL de agua
destilada, posteriormente se agregan 250 pL del reactivo de Follin a cada tubo. Después
de cinco minutos se adicionan 1500 pL de solucién de Na,CO; (200 g/L). Los tubos se
incubaron durante dos horas a temperatura ambiente y protegidos de la luz. Transcurrido
ese tiempo se determiné la absorbancia a 750 nm. Cada concentracién se determiné por

triplicado.

Con la curva patrén de acido galico, se realizé un analisis de regresion lineal y se
interpolaron las absorbancias obtenidas de las muestras. Dichos resultados se expresaron

como miligramos equivalentes de acido galico por gramo de extracto seco.
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5.4.3. Actividad cicatrizante de los extractos crudos de V. dentata, A. monostachya
y V. crocata.

5.4.3.1. Método del tensiometro y cierre total de la herida

Un parametro empleado para evaluar la actividad cicatrizante es la resistencia de la piel a
la fuerza de tensién necesaria para abrir la herida expresada en (g), es una medida
importante, ya que refleja la organizacion subdérmica de las fibras de colageno recién

sintetizadas y por lo tanto el avance en el proceso de cicatrizacion (Razaini et al., 2004).

Ratones machos procedentes del Bioterio de la FES Iztacala-UNAM de la especie Mus
musculus cepa CD-1 de 6 a 8 semanas de edad, se utilizaron para evaluar la actividad
cicatrizante de los extractos crudos de las tres especies vegetales. Los ratones fueron
separados en grupos de cinco animales cada uno con los siguientes tratamientos
experimentales: 1) control negativo (vehiculo-Vaselina), la Vaselina es el vehiculo del
medicamento de referencia y por ende de los tratamientos; 2) control positivo Recoverén®
(Acexamato de sodio) en ungiento, este es un medicamento indicado para el tratamiento
de heridas sin infecciéon, donde se desea acelerar el proceso de cicatrizacion tales como
las generadas por traumatismos, procesos quirurgicos, ulceras varicosas, asi como
quemaduras de primero y segundo grado; 3) Extracto crudo de V. dentata; 4) Extracto
crudo de A. monostachya; 5) Extracto crudo de V. crocata; Para preparar los extractos se
mezclaron al 5% en Vaselina; 6) testigo, a estos ratones no se les realizé ninguna herida y

no se aplicé ningun tratamiento.

Durante el periodo de experimentacion los animales se mantuvieron en condiciones
estandar de temperatura, humedad e iluminacién (22 + 1°C, alternando ciclos de 12 horas

luz-obscuridad), con alimento y agua ad libitum.

A los ratones se les depild el dorso con crema Nair® piel sensible. 24 horas después
fueron anestesiados con isoflurano aproximadamente 100uL (99.9%) por individuo y se
les realiz6 una herida incisional de 1.5 cm. La herida se mantuvo sin ninguna clase de
cubierta. Posteriormente, se aplicaron los diferentes tratamientos cada 24 horas, durante

14 dias consecutivos.
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La longitud de la herida se midié durante los 14 dias de tratamiento e incluyendo el dia del
sacrificio, con ayuda de un vernier digital (SURTEK®) (Gupta y Jain, 2011). Este
parametro permitié determinar la velocidad y el tiempo del cierre de total de la herida a lo

largo del proceso de cicatrizaciéon. Los resultados se expresaron en mm.

Al concluir el experimento los ratones se sacrificaron en una camara de CO,. Después, se
midié la fuerza de tensidén (g) necesaria para abrir las heridas. Para ello se utilizaron
dinamdmetros calibrados en 100, 500 y 1000 gramos. Los resultados se reportaron en

fuerza de tension representada en gramos.

Todos los procedimientos experimentales con los animales se efectuaron de acuerdo a la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999, referente al uso y manejo de animales de
laboratorios usados en investigacion cientifica y se encuentra aprobado por el Comité de

Bioética de la FES-Iztacala.

5.4.3.2. Analisis histolégico

Con la finalidad de estudiar la evolucion de la cicatrizacion en los grupos experimentales a
nivel histolégico se realizd un protocolo paralelo al del tensidmetro con las mismas
caracteristicas: grupos experimentales, tamafio de la herida, aplicacién de tratamientos
(extractos crudos), medidas de la longitud de la herida y sacrificio con CO,. Para el
analisis histolégico se tomd la muestra de piel de la herida y piel adyacente como se

muestra en la figura 2 y se procesaron de acuerdo a la técnica histolégica estandar.
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Fig. 2. Montaje en parafina para obtener la parte distal y media de la herida. A=la parte distal y B=la
parte media.

Las muestras de piel se fijaron con para-formaldehido al (10%) en buffer de fosfatos (0.1
M) pH 7.2. 24 horas después se lavaron con agua corriente y se deshidrataron mediante
un tren de alcoholes al 70, 80, 90, 96 y 100%. Después se aclararon con dos bafios de
xileno y se incluyeron en parafina. Durante la inclusién, la muestra de piel que se fij6 se
corté a la mitad para obtener la parte distal de la herida la cual se consideraria con la
parte mas cicatrizada y la parte media como la regibn menos cicatrizada (Fig. 2).
Posteriormente, se cortaron secciones de 3 ym en un micrétomo (Leica) y se montaron en
un bafio de flotacidbn con gelatina. Las laminillas se desparafinaron con xilol y se
realizaron las tinciones con Hematoxilina-Eosina y tricromica de Masson para la
observacion de colageno. Finalmente, se aplicd entellan, para obtener preparaciones

permanentes.

Los tejidos se examinaron en un microscopio 6ptico (Leica modelo DM 5000) con camara
digital, se observaron a distintos aumentos reales (40X, 100X y 400X). Para el diagnéstico
histolégico se determiné el tamafo de la herida como regenerada, chica, mediana y
grande en la zona de cicatrizacion de la herida (ZCH). También, la neoformacion de
epidermis y en la zona de la dermis se evalué el tejido de granulacién, en el que se

considero la cantidad de vasos de neoformacion, fibras de colageno (grosor y disposicion)
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e identificacion de tipos celulares como neutréfilos y fibroblastos (Gantwerker y Hom,
2012).

Tabla 11. Caracteristicas analizadas para el diagndstico histolégico (Gantwerker y Hom, 2012).

PROCESO PARAMETRO

e Normal

°

E Re-epitelizacion e Hiperplasia

[}

o e Costra

o

w

e Contraccioén de la herida
e Vasos de neoformacion
. . e Congestion de vasos sanguineos
Tejido de granulacién
¢ Neutrdfilos
e Fibroblastos

e Colageno Tipo |y Tipo lll

Dermis

e Colageno Tipo Il
_ e Disminucion de vasos sanguineos
Matriz extracelular . .
e Ausencia de neutréfilos y

fibroblastos.

Los cortes y el analisis histologico se hicieron en el Laboratorio de Histologia de la Unidad
de Morfofisiologia y Funcién de la FES lIztacala, con la colaboracion del Bidl. José del

Carmen Benitez Flores y la M. en C. Maria del Rosario Gonzalez Valle.

5.5. Analisis estadistico

El andlisis de los resultados de la actividad antioxidante y cicatrizante con el método
tensiométrico; primero se realizé una prueba de Shapiro-Wilk para evaluar si los datos son
normales o0 no con un 95% de confianza. Posteriormente, para determinar si habia
diferencias significativas entre los tratamientos se aplicé un analisis de varianza de un
factor (ANOVA >0.05). Para el cierre de la herida se efectu6 un analisis de varianza de un
factor de medidas repetidas (ANOVA >0.05) y ademas se aplic6 una prueba de Tukey’s

del 95% de confianza.
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6. RESULTADOS

6.1. Material vegetal y extractos

La determinaciéon de las especies fue realizada por la Dra. Ma. Edith Lopez Villafranco,
responsable del Herbario IZTA de la FES-lztacala. Los datos con los que fueron

integradas a la Coleccion Etnobotanica del Herbario IZTA, son los siguientes (Tabla 12):

Tabla 12. Datos registrados en el Herbario IZTA de la FES-Iztacala

Nombre cientifico Familia Botanica Nombre popular No. de registro
Verbesina crocata (Cav.) ASTERACEAE “Arnica” 2528 IZTA
Less. Ex DC.

Acalypha monostachya EUPHORBIACEAE “Hierba del pastor” 2530 IZTA
Torr.

Viguiera dentata (Cav.) ASTERACEAE “Chimalacate” 2531 IZTA
Spreng.

Los rendimientos de los extractos se obtuvieron por diferencia de peso tomando en
cuenta el material vegetal utilizado. Posteriormente, se realizé una fraccion hexanica y
metandlica a partir del extracto crudo. El peso (g) y los rendimientos (%) del Cru, la

FMeOH y la FHex se muestran a continuacion (Tabla 13):

Tabla 13. El peso del extracto y el rendimiento de los Cru, FMeOH y FHex. Se determiné el porcentaje
con respecto al peso seco.

o 5
Planta Peso seco (g) Peso del extracto (g) y rendimiento (%)

Crudo FMeOH FHex
V. crocata 424.5 73.759 (17%) 30.5g (7.2%) 20.5g (4.8%)
V. dentata 497.7 50.4g (10.1%) 359 (7%) 49 (0.8%)
A. monostachya 432.5 77.19 (17.82%) 40.5g (9.6%) 209 (4.6%)

A partir de 1 Kg de planta seca.

Dentro de los resultados de los rendimientos, el que obtuvo mayor contenido de sélidos
totales, fue A. monostachya con un 17.82%, seguida de V. crocata con el 17% y con el

menor rendimiento V. dentata con un 10.1%.
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6.2. Caracterizacion fitoquimica de los Cru, FMeOH y FHex

6.2.1. Deteccion preliminar de los principales grupos de metabolitos secundarios

por pruebas colorimétricas

En los Cru, la FHex y la FMeOH de las plantas V. dentata, A. monostachya y V. crocata
se identificaron la presencia de fenoles, alcaloides, glicésidos, saponinas, terpenos,

lactonas sesquiterpénicas y esteroides, como se observa en las tablas 14,15y 16.

6.2.1.1. V. dentata

La especie V. dentata dio reaccion positiva en el Cru y la FMeOH a la prueba de cloruro
férrico, la cual indica la presencia de fenoles. En la prueba de alcaloides sélo dio positivo
a la prueba de Dragendorff en la FHex. En cuanto a la reaccién de Molish dio positivo a la
presencia de compuestos glicésilados en mayor cantidad en el Cru, seguido de la FMeOH
y finalmente con poca reaccion en la FHex. Para saponinas sélo hubo una ligera
formacion de espuma en el Cru. La reaccion de vainillina-acido sulfurico indicé que tanto
la FHex y el Cru tiene terpenos. Ademas con la reaccion de Baljet la reaccion indicé que
cuenta con lactonas sesquiterpénicas con mayor presencia en el Cru, con poca reacciéon
en las dos fracciones. Finalmente, la reaccion de Liebermann-Buchard reveld la presencia
de esteroides con mayor reaccion en FHex, poca reaccion en el Cru y su FMeOH (Tabla
14).

Tabla 14. Reacciones colorimétricas del Cru, la FHex y la FMeOH de V. dentata.

V. dentata
METABOLITO REACTIVO FMeOH FHex Cru
Fenoles FeCl; ++ - ++
Mayer - - -
Alcaloides
Dragendorff - + -
Glicosidos Molish +++ + ++
Saponinas Espuma - - +
Terpenos Vainillina - + +
Lacton_as -~ Baljet + + +++
Sesquiterpénicas
Esteroides Liebermann-Buchard + +++ +

* El sigo (+) significa que el resultado es positivo, (+++) mayor reaccion positiva (++) media, (*) poca y (-) es negativo.
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6.2.1.2. A. monostachya

A. monostachya en su extracto crudo y la FMeOH dio reaccion positiva en la prueba con
cloruro férrico, la cual indica la presencia de fenoles. En la prueba de alcaloides dio una
ligera reaccién positiva con la prueba de Dragendorff en el Cru y la FMeOH. En cuanto a
la prueba de Molish dio positivo a la presencia de compuestos glicésilados en mayor
reaccion en el extracto FMeOH, después en el Cru y finalmente con poca reaccion en la
FHex. Para la prueba de saponinas no hubo formacién de espuma por lo cual la prueba
se considera negativa. La reaccion de vainillina-acido sulfurico indicé que tanto la FHex y
el extracto crudo tienen terpenos. Ademas con la reaccion de Baljet la reaccion indicé que
cuenta con lactonas sesquiterpénicas con mayor presencia en el Cru y con poca reaccion
en la FHex. Finalmente, la reaccion de Liebermann-Buchard revel6 la presencia de

esteroides en el Cru y su FHex (Tabla 15).

Tabla 15. Reacciones colorimétricas del Cru, la FHex y la FMeOH de A. monostachya.

Fenoles FeCls +++ - +++
Mayer - - -

Alcaloides

Dragendorff - + +
Glicosidos Molish +++ + ++
Saponinas Espuma - - -
Terpenos Vainillina - + +
Lactonas Baljet . + o+

Sesquiterpénicas

Esteroides Liebermann-Buchard + - +++

* El sigo (+) significa que el resultado es positivo, (+++) mayor reaccién positiva (++) media y (-) es negativo.

6.2.1.3. V. crocata

En V. crocata |la prueba con cloruro férrico para determinar la presencia de fenoles tuvo
una reaccién positiva en mayor medida en la FMeOH y en menor cantidad en el Cru. La
prueba de alcaloides en V. crocata dio positivo con el reactivo de Mayer y Dragendorff en
el Cru y la FHex. La identificacidbn de compuestos glicésilados con la prueba de Molish fue
positiva en la FMeOH, el Cru y la FHex. La prueba de persistencia de la espuma nos

indica que no hay presencia de saponinas. En cuanto a la identificacion de compuestos
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terpénicos, la prueba de vainillina tuvo resultados positivos en el Cru y la FHex. La prueba
de Baljet indica que V. crocata no cuenta con lactonas sesquiterpénicas. Mientras que la
prueba para esteroides por la reaccion de Liebermann-Buchard indica que estos

compuestos estan presentes de manera abundante en la FHex (Tabla 16).

Tabla 16. Reacciones colorimétricas del Cru, la FHex y la FMeOH de V. crocata.

V. crocata
METABOLITO REACTIVO FMeOH FHex Cru
Fenoles FeCls ++ - +
Mayer - + +
Alcaloides

Dragendorff - + +
Glicosidos Molish +++ + ++
Saponinas Espuma - - -
Terpenos Vainillina - + +
Lactonas Baljet - - .

Sesquiterpénicas
Esteroides Liebermann-Buchard - +++ -

* El sigo (+) significa que el resultado es positivo: (+++) mayor reaccion positiva, (++) media, (+) baja y (—) es negativo.

6.2.2. Analisis quimico de las FHex por CG/EM.

Para identificar y cuantificar los principales componentes volatiles y semivolatiles
presentes en las FHex de V. dentata, V. crocata y A. Monostachya, se llevé a cabo la
técnica de CG/EM. A continuacién se describen los compuestos identificados en las

siguientes secciones.

6.2.2.1. Compuestos de la FHex de V. dentata detectados por CG/EM

En V. dentata se tomaron en cuenta los compuestos con mayor abundancia del
porcentaje total de la fraccidbn hexanica y sus patrones de fragmentacion. El lupeol es el
compuesto mas abundante con un 28.09% del total con un tiempo de retencién (TR) de
16.360, seguido de escualeno con un 10.67% con un TR de 22.230, acido palmitico
2.37% con un TR de 14.731 y vitamina E 2.29% con un TR de 17.322 (Tabla 17).
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Tabla 17. Compuestos quimicos detectados por CG/EM en la FHex de V. dentata.

TR Compuesto quimico Porcentaje del total (%)
Acido hexadecandico o
14.731 Acido palmitico 2.37%
16.360 Lupeol 40.42%
17.322 Vitamina E 2.29%
22,230 Escualeno 10.67%

TR=tiempo de retencion.

6.2.2.2. Compuestos de la FHex de A. monostachya detectados por CG/EM

En cuanto a la fraccion hexanica de A. monostachya el compuesto detectado con mayor
abundancia fue a-amirina 30.89% con un TR de 26.11, seguida de escualeno con un

14.21% un TR de 22.14 y acido palmitico 3.85% con un TR 14.75 (Tabla 18).

Tabla 18. Compuestos quimicos detectados por CG/EM en la FHex de A. monostachya.

TR Corppuesto quimico Porcentaje del total (%)
14.75 Acido palmitico 3.85
2294 Escualeno 14 21
26.11 a-Amirina 30.89

TR= tiempo de retencion.

6.2.2.3. Compuestos de la FHex de V. crocata detectados por CG/EM

En la fraccidbn hexanica de V. crocata se identificaron pocos compuestos, siendo el mas
abundante la vitamina E con un 31.16% del total y un TR 17.261 y 3,7,11,15-tetrametil-2-

hexdecan-1-ol con un 15.43% un TR de 14.108 (Tabla 19).

Tabla 19. Compuestos quimicos detectados por CG/EM en la FHex de V. crocata.

TR Compuesto quimico Porcentaje del total (%)
14.108 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexdecan-1-ol 15.43
17.261 Vitamina E 31.16

TR= tiempo de retencion.
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6.2.3. Analisis quimico de los Cru y las FMeOH por HPLC

Para determinar la presencia de compuestos fendlicos en los extractos crudos y las
FMeOH de V. dentata, A. monostachyay V. crocata, se llevo a cabo la técnica de HPLC
DAD UV y HPLC ESI TOF/MS.

6.2.3.1. Analisis quimico de los Cru y las FMeOH por HPLC-DAD-UV

6.2.3.1.1. Compuestos detectados en la FMeOH de V. dentata por HPLC-DAD-UV.

En la FMeOH de V. dentata se detectaron nueve compuesto con caracteristicas tipo
fendlico/flavonoide por HPLC-DAD-UV. Seis de ellos no fueron identificados debido a su
baja concentracion lo cual hizo que la interpretacion del espectro no fuera posible. El
tiempo de retencion (TR), el posible tipo de compuesto, los An.x (NM) y el porcentaje del

area se muestran en la Tabla 20.

Tabla 20. Compuestos detectados por HPLC-DAD-UV en la FMeOH de V. dentata por su Anay.
Posible tipo de

TR compuesto Amax (nm) b
2.39 Fendlico 276 51.440
3.093 Flavonol 270, 354 25.541
4.025 Flavonol 254,360 15.915

TR=Tiempo de retencion.

El primer compuesto con un Apn.x 276 nm (TR= 2.39 min), probablemente sea un
compuesto fendlico simple, ya que estos cuentan generalmente con un A,.x de entre 269
a 290 nm (Harborne 1973). Siendo los mas cercanos el catecol que cuenta con un Anu

279 nm y el acido galico con Anax 272 (Harborne 1973).

El compuesto con TR= 3.093 probablemente se trate de un flavonol debido a que cuenta
con dos Anax Y ademas cuenta con un Ao entre 350-390 nm que caracteriza a este grupo
(Harborne 1973). El Anax- 354 nm es igual al compuesto quercetagetina 3',4°,5,6, 7-
pentametil éter (Mabry et al., 1970). El compuesto con Ay de 254 nm y 360nm
(TR=4.025), puede tratarse de un flavonol glicésilado el arabindsido de quercetina (260,
360 nm) o la isoquercitina (258, 360 nm) (Mabry et al., 1970).
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6.2.3.1.2. Compuestos detectados en Cru de V. dentata por HPLC-DAD-UV

En el extracto crudo de V. dentata se detectaron doce compuestos con caracteristicas del
tipo fendlico/flavonoide por HPLC-DAD-UV. Siete de ellos no fueron identificados. El
tiempo de retencién, el posible tipo de compuesto, Anax (NM) y el porcentaje del area se

muestran en la tabla 21.

Tabla 21. Compuestos detectados por HPLC-DAD-UV en el Cru de V. dentata por su Amayx
Posible tipo de

Ul compuesto Amax (nm) %Area
2.404 Fenolico 276 48.326
3.129 Flavonol 268, 350 22.196
3.904 Flavonol 254, 360 17.697
5.737 Flavonol 268, 350 (365nm)
6.452 Flavona 272, 302 3.385

TR=Tiempo de retencion.

El primer compuesto con un Apax 276 Nnm (TR=2.404), probablemente sea un fenol simple
que se encuentra en la FmeOH ya que tiene la misma Ay ¥ tiempo de retencién similar
(Tabla 20).

Los metabolitos con TR= 3.129 y 5.737y tienen las mismas Anax 268 y 350 nm por lo cual
posiblemente sea el mismo flavonol, ya que este grupo cuenta con el Ao entre 350-390

nm (Harborne 1973).

El pico con Anax 302 nm (TR=6.452) esta cerca del rango caracteristico de flavonas que
van de los 304 a los 350 nm (Mabry et al., 1970).

6.2.3.1.3. Compuestos detectados en FMeOH de A. monostachya por HPLC-DAD-UV
En la FMeOH de A. monostachya se detectaron cinco compuestos con caracteristicas tipo

fendlico/flavonoide por HPLC-DAD-UV. El tiempo de retenciéon, el posible tipo de

compuesto, Amax (M) y el porcentaje del area se muestran en la Tabla 22.
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Tabla 22. Compuestos detectados por HPLC-DAD-UV en la FMeOH de A. monostachya por su Anay.
Posible tipo de

TR compuesto Amax (nm) %Area
2.408 Flavona 248, 296, 330 50.839
3.146 Flavona 246, 298, 328 34.739
4.359 Flavona 282, 326 9.917
6.082 Fendlico 274 4.331
12.645 Flavanona 238, 286 0.174

TR=Tiempo de retencion.

Las sustancias que se detectaron probablemente sean flavonas. El primer compuesto
tiene una A, de 330 (TR=2.408) y es similar a 7-hidroxi-3',4'-dimetoxiflavona que tiene
Amax 330. Mientras, en el caso del segundo TR=3.146 tiene el mismo al Apax 328 de la 4'7-
dihidroxiflavona. El metabolito con TR=4.359 tiene una A, 326 similar a la flavona

sciadopitisina (Mabry et al., 1970).

En cuanto al Anax 274 (TR=6.082) probablemente sean del tipo fendlico, ya que tienen un
Amax de entre 230-276 nm (Harborne 1973).

Por ultimo, la posible flavanona (TR=12.645) tienen un A,.x de 286 que coincide con el

rango de 275-290 nm propuesto por Harborne (1973) para identificar flavanonas.
6.2.3.1.4. Compuestos detectados en el Cru de A. monostachya por HPLC-DAD-UV
En el extracto crudo de A. monostachya se detectaron diez compuesto de caracteristicas

tipo fendlico/flavonoide por HPLC-DAD-UV. El tiempo de retencién, el posible tipo de

compuesto, Anax (M) y el porcentaje del area se muestran en la tabla 23.
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Tabla 23. Compuestos detectados por HPLC-DAD-UV en el Cru de A. monostachya por su Amax
Posible tipo de

TR compuesto Amax (nm) %Area
2.370 Fenolico 276 32.869
2.942 Fendlico 276 7.814
3.174 Flavona 268,352 8.690
3.515 Flavona 254,354 7.495
3.941 Flavona 254,354 25.340
4.475 Flavona 254,354 11.609
7.087 Fenolico 272 5.056

TR=Tiempo de retencion.

Las sustancias con Ay 276 (TR=2.370 y TR=2.942) y Anax 276 (TR=7.087)
probablemente sean del tipo fendlico, ya que tienen un A,. de entre 230-276 nm
(Harborne 1973).

Los compuestos con Apax 352 nm (TR=3.174) y con Ay 354 nm este rango es cercano al

caracteristico de flavonas que van de los 304 a los 350 nm (Mabry et al., 1970).

6.2.3.1.5. Compuestos detectados en la FMeOH de V. crocata por HPLC-DAD-UV

En la FMeOH de V. crocata se detectaron diez compuesto con caracteristicas tipo
fendlico/flavonoide por HPLC-DAD-UV. Cuatro de ellos no fueron identificados debido a
su baja concentracion lo cual hizo que la interpretacion del espectro no fuera posible. El
tiempo de retencion, el posible tipo de compuesto, Anax (nm) y el porcentaje del area se

muestran en la tabla 24.

Tabla 24. Compuestos detectados por HPLC-DAD-UV en la FMeOH de V. crocata por su Anax

™ PR Mnexlom  hen
2.423 Flavona 298, 328 35.664
3.143 Flavona 246, 296, 328 28.247
3.764 Flavona 286, 326 5.681
5.497 Fendlico 264 3.491
6.094 Fendlico 266 7.804
8.226 Flavona 240, 274, 306 4.337

TR=Tiempo de retencion.
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Las sustancias con TR= 2.423 y 3.143, y los mismos Anax 328 nm probablemente sean
flavonas, ya que este grupo cuenta con el Ay entre 304 a 350 y son iguales al Apax 328
de la 4’7-dihidroxiflavona. También, el compuesto con Anax 326 (TR=3.764) es el mismo
que la de la flavona sciadopitisina y el pico que tiene Apox 306 (TR=8.226) es similar al de
7-hidroxiflavona Anax 307 (Mabry et al., 1970). .

El constituyente con Anax 264 (TR=5.497) y Anax 266 (TR=6.094) probablemente sean del
tipo fendlico (Bholmann et al, 1980) ya que tienen un A, de entre 230-276 nm
(Harborne, 1973).

6.2.3.1.6. Compuestos detectados en el Cru de V. crocata por HPLC-DAD-UV

En el extracto Cru de V. crocata se detectaron once compuestos con caracteristicas tipo
fendlico/flavonoide por HPLC-DAD-UV. Cuatro de ellos no fueron identificados, debido a
su baja concentracion lo cual hizo que la interpretacion del espectro no fuera posible. El
tiempo de retencién, el posible tipo de compuesto, Ay (M) y area se muestran en la
tabla 25.

Tabla 25. Compuestos detectados por HPLC-DAD-UV en el Cru de V. crocata por su Amax
Posible tipo de

Ul compuesto Amax (nm) %Area
2.422 Flavona 296, 326 34.898
3.144 Flavona 236, 300, 328 27.364
3.756 Flavona 284, 326 5.326
5.53 Fendlico 264 3.784
6.148 Fendlico 266 5.323
6.96 Flavona 330 2.598
8.099 Flavona 240, 272, 302 5.275

TR=Tiempo de retencion.

Los compuestos detectados en el extracto crudo de V. crocata (Tabla 24) son los mismos
que se encuentran en su FMeOH ya que cuentan con Ana Y TR sumamente similares y en
algunos casos iguales. Sin embargo, se muestra un compuesto diferente con una A de
330 (TR=6.96) el cual probablemente sea un flavona que ya que es similar a 7-hidroxi-
3',4'-dimetoxiflavona que tiene Anox 330 (Mabry et al., 1970).
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6.2.3.2. Analisis quimicos de los Cru y las FMeOH por HPLC/EM

6.2.3.2.1. Compuestos detectados en la FMeOH de V. dentata por HPLC/EM

En la FMeOH de V. dentata, se detectaron nueve sustancias del tipo fendlico/flavonoide
por HPLC-ESI-TOF-MS. Siete de ellos no fueron identificado (N.I), puesto que no
coinciden con la base datos que tienen el equipo utilizado. El tiempo de retencion, el

posible compuesto y masa del ion molecular (m/z) en la tabla 26.

Tabla 26. Compuestos detectados por HPLC-ESI-TOF-MS en la FMeOH de V. dentata por la masa del
ion molecular.

Posible
TR compuesto lon Molecular (m/z)
2.045 Ac. galico 169.0101
Baicaleina o
27.99 o 269.0381
apigenina*
5.39 N.I. 183.0246
9.2 N.I. 633.063
17.69 N.I. 609.1362
29.268 N.I. 389.0781
30.33 N.I. 329.2242
30.87 N.I. 343.0735
31.37 N.I. 470.9775

N.I. No identificado, TR=Tiempo de retencién. *Compuestos con masa similar presentes en especies del

género.

Se encontraron dos posibles compuestos los cuales fueron: acido galico (170.12 g/mol) y
baicaleina (270.24 g/mol) cuyas masas de sus iones moleculares son iguales a las

registradas en la base de datos del equipo.
6.2.3.2.2. Compuestos detectados en el Cru de V. dentata por HPLC/EM
V. dentata en su extracto crudo se detectaron nueve constituyentes del tipo

fendlico/flavonoide por HPLC-ESI-TOF-MS. Pero, no fueron identificados (N.I) con la
base de datos del equipo (Tabla 27).
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Tabla 27. Compuestos detectados por HPLC-ESI-TOF-MS en el Cru de V. dentata por la masa del ion

molecular.

TR . o'::l’::::'set . lon Molecular (m/z)
16.21 N.1. 609.131
39.86 N.I. 299.2475

N.I.
*Hispidulina’
40.03 *Sorbifolina’ 299.2478
(flavona

[6n molecular: 299.266)

*Luteolina7,4’-metileter’
40.48 (flavona 313.2631

[6n molecular: 313.293)
41.155 N.1. 327.2786
41.65 N.1. 341.2941
42.85 N.1. 981.56
43.85 N.I. 758.5243
44.69 N.I. 815.4783

N.I. No identificado, TR=Tiempo de retencién. *Compuestos con masa similar presentes en especies del
género. 1) Schilling y Panero, 1988 y 2) Schilling, 1989.

Dentro de los compuestos detectados en el extracto Crudo de V. dentata, se encuentran
metabolitos con masa similar a flavonas identificadas previamente en otras especies del
género. Por ejemplo, en V. greggii se han identificado dos flavonas con la misma masa
del ibn molecular 299.266: hispidulina y sorbifolina, es una masa muy similar a la que se
detect6 con un TR=40.03 y 299.2478 (Schilling y Panero, 1988). También, se encontr6é un
compuesto con masa de 313.2631 (TR=40.48) similar a la flavona luteolina 7,4’-metil éter

con masa de del ion molecular 313.293 presente en V. laciniata (Schilling, 1989)

6.2.3.2.3. Compuestos detectados en la FMeOH de A. monostachya por HPLC/EM

A. monostachya en su FMeOH se detectaron cinco metabolitos del tipo fendlico/flavonoide
por HPLC-ESI-TOF-MS. Pero, no fueron identificados (N.l) (Tabla 28).
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Tabla 28. Compuestos quimicos detectados por HPLC-ESI-TOF-MS en la FMeOH de A. monostachya
por la masa del ion molecular.

TR co?;lijbelzto lon Molecular (m/z)
15.33 N.1. 289.0991
15.87 N.I. 353.0734
17.35 N.I. 537.0841
18.36 N.I. 515.1024
30.1 N.I. 329.2195

N.I. No identificado, TR=Tiempo de retencion.

6.2.3.2.4. Compuestos detectados en el Cru de A. monostachya por HPLC/MS

A. monostachya en su extracto Cru se detectaron nueve constituyentes del tipo
fendlico/flavonoide por HPLC-ESI-TOF-MS. Pero, nueve no fueron identificados (N.I) con
la base de datos del equipo. ElI unico que mostré similitud con masa de 609.1269
(TR=16.34) similar al flavonol glicésilado rutina (quercetin-3-rutinésido) encontrado en A.
australis (Dong et al., 1994) y A. hispida (Noumedem et al., 2013). El tiempo de retencion,

posible compuesto y masa del ion molecular (m/z) se muestran en la tabla 29.

Tabla 29. Compuestos detectados por HPLC-ESI-TOF-MS en el Cru de A. monostachya por la masa del
ion molecular.

TR (min) c ol:l:::::lt::t o lon Molecular (m/z)
NLL.
16.34 *Rutina "2 609.1269
(609.521)

39.88 NI 409.2468
40.06 N.I. 299.245
40.49 N.I. 313.26

40.91 N.I. 381.2438
41.11 NI 327.2753
41.29 NLI. 395.275
41.7 NI 409.275
46.6 NI 487.3615

N.I. No identificado. TR=Tiempo de retencion. *Compuestos con masa similar presentes en especies del

género. 1) Dong et al., 1994 y 2) Noumedem et al., 2013.
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6.2.3.2.5. Compuestos detectados en la FMeOH de V. crocata por HPLC/EM

V. crocata en su FMeOH se detectaron catorce sustancias con caracteristicas del tipo
fendlico/flavonoide por HPLC-ESI-TOF-MS. Pero, no pudieron ser identificados (N.I). Solo
se logré establecer que el compuesto con masa 195.9911 podria corresponder a un
metabolito similar al acido siringico (masa del i6n molecular: 197.174) el cual fue
identificado en V. sublobata y V. myriocephala (Herz y Kumar 1980). El tiempo de

retencion, posible compuesto y masa del ion molecular (m/z) se muestran en la tabla 30.

Tabla 30. Compuestos detectados por HPLC-ESI-TOF-MS en la FMeOH de V. crocata por la masa del
ion molecular.

Posible

TR compuesto lon Molecular (m/z)
17.304 N.I 537.0852
23.54 N.I 447.2356
28.49 N.I 327.2049
30.068 N.I 329.2201
31.81 N.I 1249.5632
32.24 N.I 1087.5137
33.039 N.I 955.4717
33.388 N.I 1291.5744
33.53 N.I 925.4619
33.73 N.I 1129.5232

*Ac. Siringico’
34.18 195.9911
(197.174)

34.4 N.I 997.4816
42.89 N.I 981.5576
44.908 N.I 815.4775

N.I. No identificado, TR=Tiempo de retencion, *Compuestos con masa similar presentes en especies del
género. 1) Herz y Kumar 1980.

6.2.3.2.6. Compuestos detectados en el Cru de V. crocata por HPLC/EM

V. crocata en su extracto Cru se detectaron diez sustancias del tipo fendlico/flavonoide
por HPLC-ESI-TOF-MS. Pero, ninguno pudo ser identificados (N.I) (Tabla 31).
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Tabla 31. Compuestos detectados por HPLC-ESI-TOF-MS en el Cru de V. crocata por la masa del ion

molecular.
23.614 N.I. 447.2359
28.47 N.I. 327.2049
30.06 N.1. 397.2041
31.81 N.I. 1249.5626
32.25 N.I. 1087.5119
33.056 N.1. 655.4700
33.38 N.1. 1291.5683
33.55 N.1. 925.4586
33.75 N.I. 1129.5058

N.l. No identificado, TR=Tiempo de retencion.

6.3. Actividad antioxidante de los Cru y de las FMeOH por el método DPPH

La actividad antioxidante de los extractos crudos y las FMeOH de cada una de las plantas
fue evaluada por el método de reduccion del DPPH. Dentro de los resultados siguientes
se omiten los CAsp de las fracciones hexanicas ya que fueron mayores a 640 ppm, este

resultado indica que no cuentan con actividad antioxidante frente al radical DPPH.

6.3.1. Actividad antioxidante del Cru y la FMeOH V. dentata

La actividad antioxidante del Cru y de la FMeOH de V. dentata fue evaluada frente al
radical DPPH (Fig. 3). El extracto crudo tuvo una capacidad antioxidante media (CAsp) de
45.89 £ 1.63 pg/mL y la fraccion metanolica fue de CAsy de 53.01 £ 2.25 pg/mL. Como
control positivo se utilizd quercetina con una CAsy, de 5.01 £ 0.1 pg/mL. Este es un
antioxidante conocido. El analisis estadistico indico que no tuvieron diferencias

significativas el Cru y FMeOH en la actividad antioxidante.
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Figura 3. Comparacién de la actividad antioxidante de V. dentata del Cru, FMeOH y el control positivo
Quercetina. CAsp=Capacidad antioxidante media, Cru=extracto crudo, FMeOH=fraccién metandlica y
Quercetina=control positivo. Promedio de ocho repeticiones con tres experimentos independientes.

6.3.2. Actividad antioxidante del Cru y la FMeOH A. monostachya

El analisis de su capacidad para reducir el radical DPPH de A. monostachya mostré que
el extracto crudo tuvo una CAs, de 33.55 + 1.32 ug/mL y la FMeOH present6 una CAs, de
150.66 + 15.57 pg/mL (Fig. 4). Existen diferencias significativas ya que se encontrd una

mayor actividad antioxidante en el extracto crudo, comparado con la FMeOH (p<0.05).
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Figura 4. Comparacion de la actividad antioxidante de A. monostachya del Cru, de la FMeOH y el
control positivo Quercetina. CAsp=Capacidad antioxidante media, Cru=extracto crudo, FMeOH=fraccion
metanodlica y Quercetina=control positivo. Promedio de ocho repeticiones con tres experimentos
independientes.
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6.3.3. Actividad antioxidante del Cru y la FMeOH V. crocata

Para V. crocata el analisis de su capacidad para reducir el radical DPPH mostré que el
Cru tuvo una CAsy de 464.66 ug/mL, mientras que la FMeOH tuvo una CAsy de 417.6 +
28.65 pg/mL (Fig. 5). El analisis estadistico indica que no hay diferencias significativas en

la reduccion del radical DPPH entre el extracto crudo y la fraccién metandlica.
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Figura 5. Comparacion de la actividad antioxidante de V. crocata del Cru, de la FMeOH y el control
positivo Quercetina. CAsp=Capacidad antioxidante media, Cru=extracto crudo, FMeOH=fraccion
metandlica y Quercetina=control positivo. Promedio de ocho repeticiones con tres experimentos
independientes.

6.4. Cuantificacion de fenoles totales mediante Folin-Ciocalteu de los Cru y las

FMeOH de V. dentata, A. monostachyay V. crocata.

Como se mencioné anteriormente, la capacidad antioxidante se le atribuye principalmente
a los compuestos fendlicos como: los flavonoides, fenilpropanoides o derivados del acido
hidroxicinamico (Rice-Evans et al., 1995). Dados los resultados del HPLC, las tres plantas
en su extracto crudo o FMeOH cuentan con compuestos fendlicos. Por lo cual, se decidié

cuantificar el contenido de dichos compuestos.

Una curva patrén a distintas concentraciones de acido galico (Fig. 6) se elabor6 para
interpolar absorbancias de concentraciones conocidas de los extractos crudos y las
FMeOH de V. dentata, V. crocatay A. monostachya, estos nos permitié cuantificar los mg
EAG/ g de extracto.
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Fig. 6. Curva patron a diferentes concentraciones de acido galico, para la cuantificacion de los fenoles
totales en la muestra y obtener los mg de equivalentes de acido galico/g de extracto.

En esta seccidon se mostraran en conjunto los resultados de la cuantificacion de fenoles
totales representados en mg EAG/g de extracto de los extractos crudos y las FMeOH de

cada una de las plantas: V. dentata, A. monostachyay V. crocata (Fig. 7).

En V. dentata, el extracto crudo tuvo 126.2 + 9.36 mg EAG/g y la FMeOH fue de 131.75 £
6.25 mg EAG/g. No existen diferencias significativas entre el extracto crudo y su fracciéon

metandlica. Este es el primer reporte sobre el contenido de fendlicos totales en V. dentata.

El extracto crudo A. monostachya se determind una concentracion de fendlicos totales de
107.56 + 4.68 mg EAG/g de extracto y en la FMeOH fue de 32.26 £ 1.5 mg EAG/g (Figura

7). Existen diferencias significativas entre el extracto crudo y la FMeOH (p<0.05).

Con respecto a V. crocata el contenido de fendlicos totales del extracto crudo fue de 19.82
1+ 0.77 mg EAG/g y su FMeOH fue de 18.12 mg £ 0.49 EAG/g (Figura 7). No existen
diferencias significativas entre el extracto crudo y la FMeOH. Este es el primer reporte

sobre el contenido de fenodlicos totales en V. crocata
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Fig. 7. Cuantificacion de fenoles totales de los Cru y las FMeOH de las plantas V. dentata, A.
monostachyay V. crocata. Promedio de tres repeticiones * Desviacion estandar. Diferencias
significativas*.
6.5. Comparativo de la actividad antioxidante y cuantificacion de fenoles totales
entre especies.

En las tres plantas tanto en su extracto crudo y sus respectivas fracciones la actividad
antioxidante se puede relacionar con la cuantificacion de fenoles, ya que a mayor
concentracion de fenoles presentaran mas actividad antioxidante (Tabla 32). En el analisis
de las tres plantas indica que V. dentata es la que cuenta con una mayor concentracion
de compuestos fendlicos 126.2 mg EAG/g, seguida de A. monostachya con su extracto
crudo 107.56 mg EAG/g y finalmente V. crocata con su extracto crudo 19.8 mg EAG/g.
Mientras que en las FMeOH la que tuvo un mayor contenido de fenoles fue V. dentata
131.75 mg EAG/g, seguida de A. monostachya 32.36 mg EAG/g y finalmente V. crocata
18.2 mg EAG/g.

Existen diferencias significativas en la actividad antioxidante de las tres plantas donde la
mas antioxidante fue A. monostachya, seguida V. dentata y finalmente V. crocata. V.
dentata a pesar de que en este extracto se cuantificé un mayor nimero de fenoles, no se
encontré correlacion entre el contenido de fenoles y la actividad antioxidante de las
especies estudiadas, ya que V. dentata es menos antioxidante que el Cru de A.

monostachya, el cual tiene un menor numero de compuestos fendlicos (p<0.05). Mientras,
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V. crocata presentd menor cantidad de fenoles y también fue la menos antioxidante frente
al radical DPPH.

Tabla 32. Relacion de la capacidad antioxidante con la cuantificacién de fenoles totales en los
extractos y las fracciones de V. crocata, A. monostachyay V. dentata.

V. dentata A. monostachya V. crocata
Cru FMeOH Cru FMeOH Cru FmeOH
Antioxidante
CA;5 53.01 45.89 33.55 150.66 432.56 417.6
(ng/mL)
Fenoles
totales mg
de EAG/g de 126.2 131.75 107.56 32.36 19.82 18.12
extracto

Por todo lo anterior, para la siguiente fase se propuso evaluar solo los extractos crudos ya
que presentan mayor actividad antioxidante o no hay diferencias significativas entre ellos
y las FMeOH. También, considerando que los Cru cuentan con los compuestos polares y
no polares de las dos fracciones detectados por CG/EM y HPLC, y esto podria mejorar la

capacidad cicatrizante.

6.6. Actividad cicatrizante

Con la finalidad de presentar de forma mas clara los resultados se mostraran los datos de
las tres plantas (V. dentata, A. monostachya y V. crocata) y los controles (Vaselina y
Recoveron®) de la actividad cicatrizante evaluada por métodos fisicos como: el método

tensiométrico, dias y velocidad (mm/dia) para el cierre total de la herida.

6.6.1. Método tensiométrico

La evaluacion de la actividad cicatrizante considerando la fuerza necesaria para abrir la
herida (g) dio los siguientes resultados: en los ratones tratados con el vehiculo/Vaselina
necesitaron 526 + 140.3 g de fuerza para abrir la herida. Mientras, que los animales a los
que se les aplicd el Recoveron® fue de 640 + 259.9 g. Los individuos a los que se les
aplicé el tratamiento de V. dentata fue de 490 + 80.9 g. Para los ratones tratados con A.
monostachya la fuerza necesaria fue de 386 + 103.0 g. Finalmente, los animales tratados

con V. crocata necesitaron 700 £ 148.3 g para abrir la herida. No existen diferencias
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significativas entre los tratamientos (Figura 8). No obstante, si se observa la tendencia la
aplicacion topica de V. crocata incrementa la fuerza de tension necesaria para abrir la

herida, la cual es ligeramente mayor que la registrada con Recoverén®.
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900 640 + 259.9 700 +148.3

800 T
&D 700 526 +140.3
:§ 600 T 490 +80.9
§ 500 T 386 £ 103.0
3 |
o 400
o
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Vaselina Recoverdn® V. dentata A. monostachya V. crocata

Fig. 8. Actividad cicatrizante evaluada mediante el método tensiométrico donde la fuerza de tension se
midié en gramos con los diferentes tratamientos: Vaselina, Recoveréon®, V. dentata, A. monostachyay
V. crocata. Promedio de cinco repeticiones + Desviacién estandar.

6.6.2. Velocidad y dias para el cierre total de la herida

En la parte dorsal de los ratones CD-1 el tamafo inicial de la herida fue de 15.83 + 0.54
mm. A partir del dia uno y hasta los quince dias en que se aplicaron los tratamientos se
midio la longitud de la herida con la finalidad de evaluar la velocidad a la que se cierra
(mm/dia) y los dias necesarios para el cierre total de la misma. En esta seccion también

se describiran juntos los resultados de las tres plantas y los controles.

La velocidad del cierre de la herida (mm/dia) en los ratones a los que se les aplico el
vehiculo/Vaselina fue de 1.15 £ 0.47 mm/dia. Mientras, que los individuos a los que se les
aplicé Recoverén® fue de 1.168 + 0.74 mm/dia. Los animales tratados con V. dentata la
velocidad de cierre fue de 1.169 + 0.75 mm/dia. Para los organismos tratados con A.
monostachya fue de 1.24 + 0.50 mm/dia. Finalmente, los ratones tratados con V. crocata
la velocidad de cierre fue de 1.264 + 0.90 mm/dia. Existen diferencias significativas entre
los tratamientos ya que V. crocata fue el tratamiento que tuvo la velocidad de cierre mas

alta con respecto al resto de los tratamientos (p<0.05) (Figura 9).
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Fig. 9. Actividad cicatrizante por velocidad del cierre de la herida (VCH) obtenida mediante la longitud
de la herida (mm) por 15 dias de tratamiento. Los diferentes grupos experimentales: Vaselina,
Recoveron®, V. dentata, A. monostachyay V. crocata. Diferencias significativas * (p<0.05). n=10

A los quince dias las heridas se cerraron para la mayoria de los tratamientos, con
excepcion de V. crocata que fue a los doce dias. Ademas, existen diferencias
significativas entre los tratamientos, ya que V. crocata tiene una mayor VCH y un menor
periodo de cierre total de la herida mayor en comparacién con el resto de los tratamientos
(p<0.05).

6.6.3. Resumen de los resultados de las pruebas fisicas de cicatrizacion.

El resumen de los resultados con los tratamientos topicos al 5% de V. crocata, V. dentata,
A. monostachya, los controles Vaselina y Recoverén® para la actividad cicatrizante por el
método del tensibmetro, velocidad y periodo de cierre total de la herida se indican a

continuacién (Tabla 33).
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Tabla 33. Resumen de los resultados de las evaluaciones fisicas con los diferentes tratamientos:
Vaselina, Recoveron®, V. dentata, A. monostachyay V. crocata. Modelo de ratones CD-1.

TX’s Vaselina Recoveron® V. dentata A. monostachya V. crocata
Fuerza de

tension (g) 526+140.37 644+259.9 490+80.99 386+103.7 700£148.32
Cierre total de la *
herida (dias) 15 15 15 15 12
Velocidad del

cierre de la 1.15£0.47 1.168+0.74 1.169+0.75 1.24+0.50 1.264+0.90*

herida (mm/dia)

* Diferencias significativas (p<0.05)

El tratamiento tdpico con Vaselina fue el que presentd la menor velocidad de cierre de la
herida (1.15 + 0.47 mm/dia) en comparacién con los otros tratamientos. Ademas, durante
la medida de la longitud de la herida se pudo observar que 60% de los individuos tratados
con Vaselina presentaron inflamacién/supuraciéon a partir del tercer dia, fueron
disminuyendo hasta el dia doce y no hubo costra evidente. A pesar de que no hay
diferencias significativas los resultados indican que los animales que recibieron el
tratamiento con Vaselina no fueron los que presentaron la menor fuerza de tension para
abrir la herida (526 + 140.379).

La aplicacion topica de Recoverdn® en los ratones provoco un proceso de cicatrizacion
que necesito mayores fuerzas de tensiéon (644 + 259.99g) para abrir la herida, aunque no
hay diferencias significativas. No obstante, la velocidad del cierre de la herida (1.168 *

0.74 mm/dia) y el periodo de cierre fue a los quince dias.

El tratamiento de los individuos con V. dentata tuvo una velocidad de cierre de la herida
(1.169 £ 0.75 mm/dia) similar al Recoverén® (1.168 + 0.74 mm/dia). Pero, la fuerza de
tension (490 + 80.99 g) es menor que la de Recoverdn® y es mas cercana a la obtenida
con Vaselina (526 + 140.379).

En el caso de los ratones a los que se les aplico A. monostachya como tratamiento de la
herida se observd mayor velocidad de cierre (1.24 + 0.50 mm/dia) que el Recoveré6n®
(1.168 £ 0.74 mm/dia). Sin embargo, es el tratamiento que presenté la menor fuerza de
tension necesaria para abrir la herida (386 + 103.7 g). También, en este caso el cierre de

la herida en el 100% de los animales fue al dia quince.
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Finalmente, de acuerdo a los resultados la aplicaciéon tdpica de V. crocata sugiere que
promueve la cicatrizacion, ya que tuvo la mayor velocidad de cierre (1.264 + 0.90
mm/dia), el menor nimero de dias (doce) necesarios para el cierre total de las heridas en
todos los individuos y la mayor fuerza de tensiéon necesaria para abrir la herida (700 *
148.32 g).

Dias de tratamiento
TX’s

V. dentata Recoverén (C+) Vaselina (C-)

A. monostachya

V. crocata

Fig. 10. Proceso de cierre de las heridas a diferentes dias de los tratamientos. Tx’s=tratamientos.
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6.6.4. Analisis histolégico

Para el examen histolégico de la piel de ratones a los que se les aplicaron los
tratamientos topicos se obtuvieron tres secciones histologicas de la piel de cada individuo
por cada tratamiento Vaselina, Recoveron®, V. dentata, A. monostachya, V. crocata 'y piel
intacta. Para el diagnostico de epidermis y dermis, las preparaciones se tifieron dos con

HE y una para observar el colageno se tilo con Masson.

Para poder distinguir los cambios en la piel durante el proceso de cicatrizacion, se
tomaron muestras de piel intacta que permitieron observar los diferentes estratos de la
piel: epidermis, dermis, hipodermis, tejido muscular y sus diferentes anexos, pelos,

glandulas sebaceas y nervios, asi como la organizacion y tipo de colageno (Figura 11).

Fig. 11. Micrografia de piel intacta de raton CD-1. Epidermis (E), dermis papilar (DP), dermis reticular
(DR), glandula sebacea (GS), pelo (P), hipodermis (HD) y musculo (M). Note la organizacion paralela de
las fibras de colagena (C) y una poblacion homogénea de fibroblastos (F). Tincion H-E. Aumento real
100X.

En los cortes histologicos de las muestras de piel de raton a los que se les aplicé de
manera tépica los diferentes tratamientos se obtuvieron dos regiones de la zona de

cicatrizacion de la herida (ZCH): media y distal (Fig. 2). Se hizo una revision en la parte
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media de la ZCH, la cual es considerada como la parte con el menor porcentaje de
cicatrizacion, ya que como se menciono anteriormente este proceso comienzan de los

extremos hacia el centro.

En el analisis histologico de las ZCH’s se realiz6 tomando en cuenta los siguientes
parametros: A) epidermis: epitelizacion presencia de costra e hiperplasia; B) dermis: tejido
de granulacioén, contraccion de la herida, vasos sanguineos (neoformacion y congestion),
infiltrados inflamatorios (neutréfilos), abundancia de fibroblastos y colageno tipo | y I
(Tabla 11). Estos datos permitieron determinar la fase del proceso de cicatrizacion de

cada individuo.

Para evaluar la contraccion de la herida de las muestras se les asigné a las ZCH’s una
escala de manera cualitativa considerando la longitud de ésta con respecto a las demas,
dando los valores de chica, mediana, grande y regenerada (cuando ya se observa una
dermis con sus estratos caracteristicos). La contraccion de la herida es un proceso en el
cual el tejido dérmico sobreviviente en el borde de la herida se desplaza para disminuir el
tamanio del defecto. También, se da de esta manera el proceso de epitelizacion
(epidermis), pero hay que considerar que ambos eventos son independientes; uno puede
producirse sin el otro. Pero la regeneracién epidérmica y la reparacion de la dermis con
mayor frecuencia se producen simultaneamente, ya que si se altera la reparacion
dérmica, la epidermis no migrara facilmente (Fitzpatrick et al., 1987) Por lo cual, aunque
las ZCH’s pueden tener tamafios similares no necesariamente se necesita la misma

fuerza de tensioén para abrir la herida.
En esta seccion se evaluaran por separado cada uno de los tratamientos Vaselina,

Recoveron®, V. dentata, A. monostachya y V. crocata. Posteriormente se realiza la

comparacion del analisis histolégico de los diferentes tratamientos.
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6.6.4.1. Analisis histolégico de las heridas en la piel de ratones tratadas de manera
tépica con Vaselina (C-)

De primera instancia se observo y se clasificaron las preparaciones de acuerdo al tamafio
la contracciéon de la ZCH. En la piel de los ratones tratados de manera tépica con Vaselina
tuvieron heridas que van de medianas (40%) a grandes (40%) y solo una chica (20%)
(Figura 12 Ay B).

En cuanto al proceso de epitelizacion en los ratones cuyas heridas fueron tratadas con
Vaselina todas tenian epidermis (Figura 12 C y D), pero generalmente se presentd un
engrosamiento debido al aumento del numero de células que podria ser hiperplasia 80% y
solamente en un caso, se presentd la ZCH chica, donde la epidermis fue similar a la

normal.

En la zona de la dermis se observd tejido de granulacidbn con abundantes vasos
sanguineos algunos congestionados y aun se puede ver la migracién activa de neutrdfilos.

y pocos fibroblastos sin ordenamiento evidente (Figura 12 E y F).

El colageno maduro del Tipo | se puede observar en las partes adyacentes de la ZCH’s,
se encuentra en mayor proporcion en el tejido intacto y en la parte media se puede
observar un colageno de apariencia laxa que probablemente sea del Tipo Il ya que se

encuentra en mayor medida en la ZCH (Figura 12 G y H).

Es importante mencionar que durante el tiempo en el que se midié la longitud de la herida
a lo largo de los dias de tratamiento, se observaron individuos con inflamacién evidente
(60%) a partir del tercer dia y estos fueron disminuyend6 hasta el dia doce (10%). Esto
concuerda con el infiltrado inflamatorio que se puede observar en la mayoria de los

individuos.
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Fig. 12. Micrografias de pieles de raton tratados con la aplicacion tépica de Vaselina. A) y B)
Contraccion en la ZCH, C) y D) Epidermis en la ZCH, E) y F) Tejido de granulacion; G) Cambio del
colageno en la zona adyacente a la ZCH, H) Acercamiento que permite ver la diferenciacion del tipo de
colageno en la zona adyacente de la ZCH. CH=chica, G=grande, E=epidermis, TG= Tejido de
granulacion, VS=vaso sanguineo, F=fibroblasto, N=neutroéfilo, ZCH=zona de cicatrizacion de la herida,

CTli=colageno del tipo | y CTlll=colageno del tipo lll. A, B, C, D, E y F tinciéon HE. G y H tincién Masson.
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6.6.4.2. Analisis histolégico de las heridas en la piel de ratones tratadas de manera
tépica con Recover6on® (C+)

Las secciones de la piel de los ratones tratados con Recover6on® que se observaron a
nivel histolégico tuvieron ZCH generalmente grandes (60%) (Figura 13 A), ZCH mediana

(20%) y un individuo presento6 regeneracion de la piel (20%) (Figura 13 B).

La epitelizacién de las secciones revisadas es normal en la mayoria de los casos (80%),
es decir la epidermis tiene un grosor similar a la piel sana (Figura 13 D). Sélo en un

individuo (20%) se observd un ligero engrosamiento de la epidermis (Figura 13 E).

En cuanto al tejido de granulacion se observaron pocos vasos sanguineos. En la mayoria
de los individuos habia pocos neutréfilos (Figura 13 C, E y F), sélo en un caso se observé
un proceso inflamatorio (Figura 13 D). Los fibroblastos estan en cantidad intermedia y con
un alineamiento evidente (Figura 13 E y F). Ademas, de que un individuo present6
neodermis con la estratificacion caracteristica de la dermis normal, la presencia de

glandulas y foliculos pilosos (Figura 13 A)

De acuerdo a la tincion de Masson de las pieles de ratdn tratadas de manera tdpica con
Recoveron® se pudo observar la maduracion del colageno en las partes distales de la
ZCH donde se ve la diferencia entre el colageno Tipo | y Tipo lll. También, es importante
mencionar que hay una disminucion de la presencia de neutrdfilos, fibroblastos y vasos

sanguineos en estas zonas con colageno del Tipo lll (Figura 13 Gy H).
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Fig. 13. Micrografias de pieles de raton tratados con la aplicacion topica de Recover6n®. A) y B)
Contraccion en la ZCH. C) y D) Epidermis en la ZCH. E) y F) Tejido de granulacién. G) Cambio del
colageno en la zona adyacente a la ZCH, H) Acercamiento que permite ver la diferenciacion del tipo de
colageno en la zona adyacente de la ZCH. CH=chica, G=grande, ZCH=zona de cicatrizacion de la
herida, E=epidermis, TG= Tejido de granulacion, VS=vaso sanguineo, F=fibroblasto, N=neutroéfilo,
CTli=colageno del tipo | y CTlll=colageno del tipo lll. A, B, C, D, E y F tincion HE. G y H tincion Masson.
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6.6.4.3. Analisis histolégico de las heridas en la piel de ratones tratadas de manera
tépica con V. dentata

Los animales tratados de manera topica con V. dentata cuentan con ZCH generalmente
medianas (80%) y solo una chica (20%) (Figura 14 Ay B).

Los ratones cuyas heridas incisionales fueron tratadas con V. dentata presentaron un
ligero engrosamiento es decir con hiperplasia (40%) (Figura 14 C) y el resto tuvo una

epidermis similar a la normal (60%) (Figura 14 D).

Los ratones cuyas heridas incisionales fueron tratadas con V. dentata presentaron
epidermis similar a la normal (60%) con un ligero engrosamiento es decir hiperplasia
(40%) (Figura 14 Cy D)

Los ratones que después del tratamiento con V. dentata presentaron un grosor normal en
la epidermis (60%), también se observo en la zona de la dermis el tejido de granulacion
con pocos vasos sanguineos, neutrofilos y presencia de fibroblastos (14 E). A diferencia
de la piel de los ratones en los que se observo hiperplasia (40%), en los cuales se pueden
observar vasos sanguineos congestionados en los que aun hay migracion activa de

neutrdfilos y pocos fibroblastos (14 F).

En todas las secciones histoldgicas de piel de ratdon tratadas con V. dentata también se
puede observar la disposicion del colageno con una diferenciacién notable en su
maduracion en las regiones adyacentes a la ZCH (Figura 14 G). Ademas, se observd que
en donde hay colageno del Tipo | hay una disminucion considerable de neutréfilos y
fibroblastos (Figura 14 H).
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Fig. 14. Micrografias de pieles de raton tratados con la aplicacion topica de V. dentata. A) y B)
Contraccion en la ZCH. C) y D) Epidermis en la ZCH. E) y F) Tejido de granulacién. G) Cambio del
colageno en la zona adyacente a la ZCH, H) Acercamiento que permite ver la diferenciacién del tipo de
colageno en la zona adyacente de la ZCH. CH=chica, G=grande, E=epidermis, ZCH=zona de
cicatrizacion de la herida, TG= Tejido de granulacion, VS=vaso sanguineo, F=fibroblasto, N=neutrofilo,
CTli=colageno del tipo | y CTlll=colageno del tipo lll. A, B, C, D, E y F tincion HE. G y H tincion Masson.
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6.6.4.4. Analisis histolégico de las heridas en la piel de ratones tratadas de manera
topica con A. monostachya

Las secciones histolégicas de piel de ratones en los cuales las heridas fueron tratadas
con A. monostachya se clasificaron de la siguiente forma: una herida chica (20%) (Figura
17 A), mientras, el resto fueron ZCH’s grandes (80%) y en dos casos se observd aun

presencia de costra y hemorragia (Figura 15 B).

En cuanto a la epidermis que se observd en las secciones histoldgicas de los ratones
tratados con A. monostachya en 60% de los casos era de apariencia similar a la de tejido
sano (Figura 15 C). Sin embargo, en el 40% restante presentan aun vestigios de costra y

no hay presencia de epidermis (Figura 15 D).

El tejido de granulacion presenté diferencias importantes, los ratones que tuvieron
epidermis normal (60%) tienen abundantes fibroblastos, pocos neutréfilos y pocos vasos
sanguineos (Figura 15 E), incluso un individuo presenté neodermis con la estratificacion
caracteristica de la dermis normal, la presencia de glandulas y foliculos pilosos (Figura 15
G). No obstante, aquellos ratones que aun presentan costra cuentan con infiltrado
inflamatorio y la abundancia de vasos sanguineos congestionados que nos indica que

posible hemorragia (Figura 15 F).

El colageno en las ZCH’s que presentan epidermis normal (60%) se ve una mayor
maduracion del colageno ya que se observa de manera mas abundante el colageno
denso y ordenado similar al del tejido sano el cual podria ser del tipo | (Figura 15 Gy H).
Mientras, en las que aun presentan costra (40%), se ve de manera homogénea colageno
laxo el cual podria del tipo lll ya que el colageno denso presenta una coloracion azul mas

fuerte que el laxo como se puede ver en la figura 15 B.
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Fig. 15. Micrografias de pieles de ratén tratados con la aplicacion tépica de A. monostachya. A) y B)
Contraccion de la herida en la ZCH. C) Epidermis en la ZCH. D) Re-epitelizacion de epidermis debajo de
la costra en la ZCH. E) Tejido de granulacion. F). Costra y Hemorragia en la ZCH. G) Colageno del tipo |
en la ZCH, H) Acercamiento que permite ver el ordenamiento y homogeneidad del colageno del tipo |
en la ZCH. CH=chica, G=grande, ZCH=zona de cicatrizacion de la herida, E=epidermis, TG= Tejido de
granulacion, VS=vaso sanguineo, F=fibroblasto, N=neutréfilo, C= costra, H= hemorragia y
CTli=colageno del tipo I. A, C, y E tincion HE. B, D, F, G y H tincion Masson.
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6.6.4.5. Analisis histoldgico de las heridas en la piel de ratones tratadas de manera
tépica con V. crocata

Las heridas de los animales tratadas con V. crocata revelaron en el analisis histolégico
que el 80% de los individuos presentan ZCH’ chicas (Figura 16 A) y una present6 signos

de regeneracion 20% por la presencia de dermis similar a la de piel intacta (Figura 16 B).

La epidermis se observo en todos los ratones tratados con V. crocata. En el 60% de los
individuos es similar a la normal (Figura C) y en el 40% restante presenta un ligero

engrosamiento (Figura 16 D).

El tejido de granulacién los individuos de las ZCH’s chicas (80%) cuentan con pocos
vasos sanguineos, pocos neutrofilos y fibroblastos (Figura 16 E). Ademas, con este
tratamiento un individuo también presentdé neodermis similar a la normal con la

estratificacion caracteristica y la presencia de glandulas y foliculos pilosos.

En las ZCH’s se puede observar la maduracién del colageno tipo | que se encuentra en
las regiones adyacentes y el colageno del tipo Ill de la parte media (Figura 16 G y H).
También, se puede ver que donde se encuentra el colageno del tipo | hay una disminucion

considerable de neutrofilos y fibroblastos (Figura 16 H).
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Fig. 16. Micrografias de pieles de raton tratados con la aplicacion topica de V. crocata. A) y B)
Contraccion en la ZCH. C) y D) Epidermis en la ZCH. E) y F) Tejido de granulacién. G) Cambio del
colageno en la zona adyacente a la ZCH, H) Acercamiento que permite ver la diferenciacion del tipo de
colageno en la zona adyacente de la ZCH. CH=chica, G=grande, ZCH=zona de cicatrizaciéon de la
herida, E=epidermis, TG= Tejido de granulacion, VS=vaso sanguineo, F=fibroblasto, N=neutroéfilo,
CTli=colageno del tipo | y CTlll=colageno del tipo lll. A, B, C, D, E y F tincion HE. G y H tincion Masson.
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6.6.4.6. Comparacion del analisis histologico de los diferentes tratamientos.

Todos los tratamientos que se aplicaron en las heridas incisionales de los ratones CD-1
afectaron de forma diferencial el tamano de la ZCH (Tabla 33), presentandose en el
siguiente orden de mayor a menor tamafio: A. monostachya (grande 80%), Recoverén®
(grande 60%), V. dentata (mediana 80%), Vaselina (mediana 40%) y V. crocata (chica
80%).

La epidermis en la ZCH se observd en casi todos las secciones de piel de ratén
analizadas a las que se le aplic6 de manera topica los diferentes tratamientos con

excepcion de algunos individuos de A. monostachya (Tabla 34).

Los animales tratados de manera tépica con V. crocata presentaron pocos vasos
sanguineos, neutréfilos y fibroblastos. Ademas, fueron los que tuvieron la mayor
contraccion de la ZCH y un individuo con neodermis que tenia estratificacion
caracteristica de dermis normal, presencia de glandulas y foliculos pilosos. Por lo cual, se

puede considerar que se encuentran en la fase de remodelacion de la matriz extracelular.

Las heridas incisionales en piel de raton tratadas con Recoveron® se observaron pocos
vasos sanguineos de neoformacién, neutréfilos escasos y fibroblastos activos con un
alineamiento evidente. Sin embargo, fueron los que presentaron una menor contracciéon
de la herida en la mayor parte de los individuos y un individuo con neodermis. Por lo cual,
estos resultados nos indican que se encuentran entre la fase proliferativa y la fase de

remodelaciéon de la matriz extracelular.

Los organismos tratados de manera tépica con V. dentata tuvieron observaciones
dispares a nivel histolégico. Cuenta con un grupo (60%) que presentas pocos vasos
sanguineos, neutrofilos y fibroblastos con un ordenamiento evidente; mientras que el otro
grupo (40%) tiene vasos sanguineos congestionados, migracion activa de neutréfilos y
pocos fibroblastos sin ordenamiento. Estos resultados nos podrian estar indicando que se

encuentran entre la fase inflamatoria y la fase de proliferacion.

Los individuos tratados de manera tdpica con Vaselina presentan abundantes vasos

sanguineos de neoformacion generalmente congestionados, neutréfilos abundantes y
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pocos fibroblastos que no se encuentran alineados de manera evidente. Probablemente

por estas caracteristicas se encuentren al final de la fase de inflamacién.

El grupo de ratones que presentaron una cicatrizacion mas lenta en comparacién con los
otros tratamiento fueron a los que se les aplic6 A. monostachya. Se observaron dos
grupos caracteristicos: a) los que aun presentaban costra (40%) y b) los que cuentan con
epidermis regenerada (60%). Los individuos del grupo con costra probablemente estan en
las fases iniciales del proceso de cicatrizaciéon hemostasia-inflamacioén, ya que por lo visto
anteriormente, presentan hemorragia e infiltrado inflamatorio. Mientras, en el grupo b se
puede observar fibroblastos alineados de manera ordenada pocos vasos sanguineos y
neutrdfilos, incluso uno de los individuos presenta una herida chica muy cercana a las que

son valoradas como regeneradas por la presencia de neodermis.

En todos las secciones de la piel de ratén analizadas el cambio del tipo de colageno fue
evidente, ya que el que esta en las zonas adyacentes a la ZCH es un colageno mas
abundante formando fibras mas gruesas, este colageno probablemente sea del tipo I,
mientras que el que se encuentra en la parte media de la ZCH son fibras mas delgadas y

laxas, el cual podria ser del tipo Ill (Tabla 34).

Tabla 34. Resumen del analisis histoldgico en las secciones analizadas de la piel de los ratones a los
que se les aplicé de manera tépica los diferentes tratamientos y piel intacta. n=5

Tejido de granulacion

Tx’s ZCH Epidermis VS N F cT Fase

Piel intacta NA NA + + + CTI NA
. Mediana Engrosamiento CTly .
Vaselina (40%) Hiperplasia +++ +++ + CTIl Inflamatoria

Proliferativa y
CTly remodelacion de

4 0,
Recoverén® Grande (60%) Normal + + +++ STl la matriz
extracelular
Mediana CTly Inflamatoria y
V. dentata (80%) Normal oM o proliferativa
cTI Remodelacion de
Chica (20%) Normal ++ ++ ++ CTIIXII la matriz

extracelular
A. monostachya

Grande (80%)  Presencia de costra ++++ ++++ ++ CTIl Hemostasia e

inflamatoria
CTl Remodelacién de
V. crocata Chica (80%) Normal + + + CTIISI/ la matriz

extracelular

Los signos (+) representan: poco (+), Intermedio (++), abundante (+++) y sumamente abundantes (++++). ZCH=zona
de cicatrizacion de la herida, NA=no aplica, VS=vasos sanguineos, N=neutréfilos y F=fibroblastos, CT= Tipo de
colageno, CTl=colageno tipo | y CTlll=colageno tipo Ill.
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Los resultados histolégicos sugieren que el tratamiento que mejor6 el proceso de
cicatrizaciéon en los ratones con heridas incisionales fue V. crocata, seguido de
Recoveron®, V. dentata, Vaselina 'y A. monostachya como el que probablemente tuvo el

proceso de cicatrizaciéon mas lento (Figura 17).

Perdida de funcién &° -
Q
o
$G
/\ Qe

V. crocata

Proceso de Aplicacion topica de
- - -, tratamientos
cicatrizacion

Recoveron®
\ / A. monostachya
- o
V. dentata

Fig. 17. Etapas del proceso de cicatrizacion en las que probablemente estén las secciones de piel tratadas de manera
topica con los diferentes tratamientos.
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7. DISCUSION

7.1. V. dentata

V. dentata es una planta que cuenta con diversos reportes etnobotanicas sobre su uso:
antiséptico en Sonora; antitusivo en Quinta Roo (Escalante, 1986); se utiliza para tratar
afecciones de la piel, tratar parturientas, aliviar la picadura de hormiga y el chincual
granitos por rozadura del pafal en San Rafael Coxcatlan, Puebla (Rosas, 2003). Hay
varios estudios en los que se ha reportado la actividad antibacteriana de esta especie en
lo referente a bacterias que causan enfermedades intestinales e infecciones de la piel,
principalmente se estudi6 la fraccion hexanica y el aceite esencial (Gijon, 2003: Canales
et al., 2005, Canales et al., 2008). Sin embargo, las actividades antioxidante y cicatrizante

no habian sido reportadas hasta esta investigacion.

Para este estudio se obtuvo el extracto metandlico de V. dentata; su rendimiento fue del
10.1%, el cual fue menor al obtenido por Gijon (2003) de 15.72%. Esta diferencia puede
estar dada en la cantidad de hojas o tallos utilizados en cada extracto. Gijon obtuvo los
extractos de las partes aéreas, también solo de hojas y solo tallos, obteniendo

rendimientos diferentes, ya que reporté mayor rendimiento en hoja que en tallo.

En cuanto a la caracterizacidbn quimica de V. dentata se han descrito en la literatura
sesquiterpenos, lactonas sesquiterpénicas y esteroides, como el acido kaurenoico,
espatulenol, diversifolina y derivados de la cicloartanona (Bohlmann et al., 1980; Gao et
al., 1987; Gao et al, 1989; Gijon, 2003). Esto concuerda con los resultados de este
estudio, ya que la reaccién con vainillina y acido sulfurico indica que hay compuestos
terpénicos en el extracto crudo y la FHex. Ademas, los resultados de la FHex de V.
dentata en la CG/EM indican que tiene lupeol y vitamina E que son compuestos del tipo
terpenoide. También, se han identificados terpenos en varias especies del género (Romo
et al., 1975; Box et al., 1977; Bohlmann et al, 1980; Delgado 1982; Liu et al., 1984;
Alvarez et al., 1985;: Gao et. al., 1986; Gao 1987; Gao et al 1989; Meragelman et al.,
1995; Da Costa 1996; Spring et al., 2000; Marquina et al., 2001; Spring et al., 2003;
Ambrosio et al 2004; Ambrosio et al 2006; Taylor et. al., 2008; Nicolete et al., 2009).

Los resultados de la FMeOH vy el extracto crudo de las pruebas coloridas con cloruro

férrico y Molisch, asi como los resultados del HPLC indican que V. dentata cuenta con
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compuestos del tipo fendlico. En el HPLC-DAD UV se detectaron un fenol simple,
flavonoles y flavonas, algunos de ellos probablemente glicosilados. También, los
resultados de HPLC-MS de la FMeOH indican que probablemente contenga acido galico y
apigenina. Lo anterior, concuerda con lo reportado para V. lanata, V. microphyla, V.
parishii, V. reticulata, V. subincisa, V. tomentosa, V. chenopodina, V. deltoidea y V.
tirangularis donde se describen principalmente flavonas del tipo apigenina y luteolina
(Shilling, 1989). Ademas, dentro del género Viguiera se han descrito en diversas
investigaciones compuestos fendlicos, destacan las formas glicdsiladas de luteolina,
quercetina y apigenina (Glennie y Jain, 1980; Delgado et al., 1984; Schilling et al., 1988;
Shilling y Panero 1988; Schilling, 1989).

Los compuestos detectados por las pruebas cualitativas en V. dentata, nos indican que
tiene saponinas en el Cru pero hasta el momento de la revisibn so6lo se encontrd
referencia de presencia de saponinas en un extracto de raiz de V. decurrens (Marquina et
al., 2001). En cuanto, los resultados para alcaloides en V. dentata en la fraccién hexanica
fueron negativos con el reactivo de Mayer y positivo con el reactivo de Dragendorff, esto
podria ser debido a que estos reactivos pueden dar falsos positivos, ya que pueden
reaccionar con otras sustancias o incluso algunos alcaloides necesitan de reactivos mas
especificos para ser identificados (Ringuelet y Vifia, 2013). Hasta el momento de esta
revision no se encontraron estudios sobre la presencia de alcaloides en V. dentata o

alguna especie del género.

En el extracto y la FMeOH de V. dentata la actividad antioxidante (Cru 53.01 y FMeOH
45.89 CAsg) y la cuantificacion de fenoles totales (Cru 126.2 y FMeOH 131.75 mg de
EAG/g de extracto) no tuvieron diferencias significativas. La actividad antioxidante esta
relacionada principalmente con los compuestos fendlicos como flavonoides, dicha familia
incluye flavonoles, flavanonas, antocianinas, flavonas vy flavonoles, junto con
fenilpropanoides o derivados del acido hidroxicinamico (Rice-Evans et al., 1995). Ademas,
el acido galico tiene actividad antioxidante y efecto antiinflamatorio relacionado con el
TNF-a (Karimi-Khouzani et al., 2017). La flavona apigenina esta relacionada a una mejora
en el proceso de cicatrizacion de heridas debido a su capacidad antioxidante (Shukla et
al., 2016) y antiinflamatoria (Lopez-Jornet et al., 2012). En el género Viguiera también se
han aislado predominantemente chalconas, asi como el flavonol quercetina y su variantes

glicosiladas. A su vez, la quercetina se considera un fuerte antioxidante debido a su
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capacidad para eliminar los radicales libres y unir los iones metalicos de transiciéon
(Sakanashi et. al., 2008; Young y McEneny, 2001). Sin embargo, Schilling et al., (1989)
indica que individuos de V. dentata del norte del pais, no cuenta con quercetina y sus
variantes glicosiladas. Cabe destacar que en el presente estudio tampoco se detectd

quercetina.

En cuanto a la actividad cicatrizante podemos indicar que la fuerza de tension necesaria
para abrir la ZCH de la piel de ratones tratados con V. dentata fue similar a la del control
negativo Vaselina y menor comparada con el control positivo Recoveron®. La fuerza en
gramos necesaria para romper la herida refleja la organizacion subdérmica de las fibras
de colageno recién creadas (Razaini et al, 2004). Ademas, la organizacion esta
determinada por la cantidad y calidad del colageno recién sintetizado y depositado por los
fibroblastos. En la dermis durante el proceso de cicatrizacion predomina el colageno tipo |,
que es una proteina fibrilar rigida que proporciona resistencia a la tension, y el tipo Ill que
tiene propiedad contractil (Barnes et al., 1976). El colageno del tipo Il se presenta en la
etapa inicial de la cicatrizacién de heridas y en la etapa de maduracién es remplazado
gradualmente por colageno del tipo | (Wang et al., 2018). Por lo cual, podemos suponer
que con la evaluacién de este método el tratamiento con el control positivo Recoveré6n®
es mejor que V. dentata ya que esta mejorando la organizacion y maduracién del

colageno.

La tasa de cierre de la herida de V. dentata fue mucho mas cercana al Recover6on® y
ambas fueron superiores a la velocidad de cierre de Vaselina. Sin embargo, en los tres
tratamientos la herida cerr6 a los quince dias. Por lo cual, se debe considerar que durante
la contraccion, el tamafio de una herida disminuye por el movimiento de la epidermis y
dermis en el borde de la herida ya que se desplazan para disminuir el tamafio del defecto.
Sin embargo, los proceso de epitelizacién (formacién de epidermis o cierre total de la
herida) y contraccién son independientes, ya que uno puede producirse sin el otro. La
epitelizacién puede ser considerada como un mecanismo temporario de reparacion con el
objeto de proporcionar una barrera contra la infeccidon desde el exterior y contra la perdida
de liquido desde el interior (Fitzpatrick et al., 1987). Esto nos indicaria porque a pesar de
que la velocidad de cierre de la herida difiere en los tratamientos, el tiempo de cierre de la
herida es igual para los tres tratamientos, ya que la formacion del epitelio protegera el
resto del tejido permitiéndole seguir con el proceso de cicatrizacion, aunque este se esté

llevando de manera diferente en los individuos tratados con cada uno de los tratamientos.
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Los resultados histologicos reafirman lo mencionado anteriormente. Todas las ZCH'’s
presentaron epidermis en las secciones analizadas para cada uno de los tratamientos.
Ademas, al observar la contraccion de la ZCH, la piel tratada con Recoveré6n® tuvo ZCH
generalmente grandes (60%), V. dentata medianas (80%) y Vaselina medianas (40%),
siendo Recoverdn la que presento una menor contraccion de la herida. Es importante
resaltar que la contraccion incluye el movimiento de tejido existente en el margen de la
herida, no la formacion de tejido nuevo, por lo tanto puede apreciarse a que a medida que
la contraccién avanza el tejido que rodea la herida se encuentra adelgazado, estirado y
bajo tension (Fitzpatrick et al., 1987), lo cual no se observa en las heridas tratadas con
Recover6on® esto podria suponer la formacion de tejido nuevo, incluso en las ZCH

grandes.

La reparacion de heridas es una serie coordinada de fases que tienen tipos de células
predecibles (Childs y Murthy, 2017), por lo cual al observar el tejido de granulacién nos
permitid conjeturar en que parte del proceso de cicatrizacion se encontraban. El control
negativo Vaselina se caracterizd por presentar individuos con inflamacion evidente
durante el tiempo del tratamiento, lo cual concuerda con lo que se observé en el tejido de
granulacion, ya que la mayoria de las heridas tenian una gran cantidad de neutréfilos y
vasos sanguineos abundantes (angiogénesis) con una presencia escasa a regular de
fibroblastos. Estas caracteristicas indican que aun se encuentran entre la fase inflamatoria
y proliferativa; ya que la primera se caracteriza por la abundancia de neutroéfilos que se
encargan de desbridar la herida pero que a menudo tarda 72 horas en terminar (Childs y
Murthy, 2017; Wang et al., 2018). La segunda se caracteriza por durar entre 4 a 21 dias,
la presencia de tejido de granulacién, angiogénesis, epitelizacion, la formacion de la
matriz extracelular y presencia de fibroblastos (Wang et al., 2018). Cuando la herida se
encuentra en una etapa intermedia se puede observar a ambos grupos celulares
neutréfilos y fibroblastos (Gantwerker y Hom, 2012). También, se tiene que considerar
que a pesar de que exista una superposicion considerable entre las fases de la
cicatrizaciéon e incluso diferentes areas de la herida pueden estan en diferentes fases de
curacion (Gantwerker y Hom, 2012), la capacidad de transicion a la siguiente fase puede
determinar si una herida sana adecuadamente (Childs y Murthy, 2017). Entonces, en los
ratones tratados con Vaselina a pesar de que se llevd un proceso de cicatrizacion
significativo este podria ser claramente deficiente. Mientras, en comparaciéon los

individuos tratados con V. dentata se encuentren mas cercanos a la fase proliferativa ya
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que se pudieron observar un menor numero de neutrofilos, vasos sanguineos y una

mayor presencia de fibroblastos en comparacion con los tratados con Vaselina.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio las secciones histologicas de piel
de ratén tratadas con Recoveron® se encuentran entre la fase proliferativa y la fase de
remodelacion. Estas fases tienen una duracion de 3 semanas a un afio. La contraccion y
remodelacién de la herida se caracteriza por la maduracion del colageno tipo 11l al tipo I,
asi como por una cantidad importante de fibroblastos (Childs y Murthy, 2017). Esto explica
el hecho de que los individuos tratados con Recoveron® necesitaran mayor fuerza de

tension para abrir la herida en comparaciéon con Vaselina y V. dentata.

La maduracién del colageno del tipo Il al tipo | es una caracteristica de la etapa de
remodelacion que durar de meses a afios (Wang et al., 2018). Se puede observar en las
zonas adyacentes de los tres tratamientos la maduracién del colageno. Sin embargo, por
lo mencionado anteriormente y de acuerdo al analisis histolégico es evidente que con el
tratamiento de Recoveron® hay una mayor maduracién del colageno, lo cual concuerda
con la mayor fuerza de tensién necesaria para abrir la ZCH, en comparaciéon de los

tratamientos de Vaselina y V. dentata.

Algunos de los compuestos detectados en V. dentata podrian estar ayudando a mejorar el
proceso de cicatrizacion, como el lupeol detectado por CG/EM que tiene la capacidad de
mantener la textura y la integridad de la piel promoviendo la regeneracion epidérmica y
reponiendo las enzimas antioxidantes cutaneas (Gallo y Sarachine, 2009), ademas, se ha
le han atribuido actividades cicatrizantes (Patel et al, 2017) y hay diversas
investigaciones sobre su actividad antiinflamatoria (Saleem et al., 2015; Sanchez-Burgos
et al, 2015). También, hay que considerar que la aplicacion de preparaciones
antioxidantes en la superficie de la herida se usa para la normalizacion del proceso de
cicatrizaciéon tanto en medicina clinica como experimental (Hallberg et al., 1996). El lupeol
también cuenta con actividad antioxidante, ya que fue evaluado con diferentes pruebas
(DPPH, H,0O,, HOe, ABTSe, B-caroteno y superdxido), donde concluyeron que tenia
mejores actividades antioxidantes en altas concentraciones (Tchimene et al, 2016).
También, se detectdé en la FHex de V. dentata vitamina E por CG/EM, el cual es un
potente antioxidante liposoluble debido a la accién de un captador de radicales peroxilo,

donde la importancia de esta funcion es mantener la integridad de los acidos grasos
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poliinsaturados de cadena larga en las membranas de células y asi mantener su
integridad (Traber y Atkinson, 2007).

Estas aseveraciones nos indican que existe un mejor proceso de cicatrizacion en los
individuos tratados con Recoverdn®, seguidos por los tratados con V. dentata y
finalmente los tratados con el vehiculo Vaselina (Figura 19). Esto concuerda con el uso
etnobotanica de V. dentata como tratamiento de afecciones de la piel como son las

heridas.

7.2. A. monostachya

De acuerdo a la biblioteca de Medicina Tradicional Mexicana (Dzib y Moo, 2009) A.
monostachya es utilizada en el Valle del Mezquital, Hidalgo, para el tratamiento de heridas
con sangre y granos con pus. Se pone un manojo de esta hierba a hervir en 1 L de agua,
después se aplica utilizando una gasa, algodon, etc., para lavar las heridas echando
constantemente el agua. La cantidad de lavadas depende de lo grande o gravedad de la
herida. Para desinfectar la garganta se utiliza esta misma coccién para hacer gargaras sin
tomar el liquido, por lo menos 20 min antes de acostarse y diario hasta que se alivie la
infeccion. De manera similar, en el Valle de Tehuacan es utilizada en el bafo para
parturientas, granos, infeccion de heridas, quemaduras e inflamacion (Rosas, 2003;
Canales et al., 2006).

Las propiedades biologicas de A. monostachya se han estudiado con el extracto
hexanico, el cual es activo sobre S. aureus, S. epidermidis, V. cholerae y S. thyphi.
Mientras, el extracto metandlico también es activo en S. lutea y B. subtilis, pero no en S.
thypi. También, reportan que el extracto metandlico cuenta con una potente actividad
antioxidante. Ademas, se determin6 que el extracto metandlico es tdxico en el modelo de
Artemia salina con una concentracion letal media de (CLsp) de 4.5 ug/mL (Canales et al.,
2011). Sin embargo, a pesar de que se ha relacionado su capacidad antioxidante como
probable anti-inflamatorio, hasta el momento de esta revisibn no se ha reportado la

validacion de su actividad como cicatrizante.

Para A. monostachya se ha reportado el rendimiento del extracto hexanico de 1.96 g y
11.14 g para el metandlico, obtenido de 100 g la parte aérea con flores y semillas

(Canales et al., 2011). En este trabajo también se utilizd la parte aérea incluyendo las
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flores y semillas. Sin embargo el rendimiento de la FHex fue mayor al reportado (4.6 g) y

en cuanto a la FMeOH los rendimientos fueron similares.

Las pruebas para terpenos y lactonas sesquiterpénicas dieron positivo en la FHex y el Cru
de A. monostachya. Hasta el momento de la revisidn no se encontrd informaciéon de
dichos compuestos para esta especie. Asimismo, los resultados de CG/EM de la FHex
determinaron al triterpeno a-amirina como el mas abundante, lo cual concuerda con la
prueba realizada de Liebermann-Buchard para esteroides detectados en el extracto crudo
y la FMeOH. Ademas, para otras especies del género se han reportado compuestos de
este tipo como en A. californica a-sitosterol y estigmasterol (Rascén-Valenzuela et al.,
2015), A. australis B-sitosterol y daucosterol (Wang et al., 2008), A. brachystachya el
acido ursdlico y en A. brachystachya espinasterol (Seebaluck et al., 2015). En pruebas
cualitativas se han reportado en las hojas de A. alnifolia (Noumedem et al., 2013; Revathi
et al.,, 2013). En otras especies del género se han identificado diversos terpenos como en
A. ornata el viridifloreno, aplopanona, ledol, apiol y cis-erolidol (Onocha et al., 2011) y A.

segetalis contiene a-pineno y 1,8-cineol (Aboaba et al., 2010).

En el Cru y la FMeOH de A. monostachya se detectaron compuestos del tipo
fendlico/flavonoide, con la prueba de cloruro férrico y por el analisis por HPLC-DAD UV,
en este ultimo se identificaron constituyentes del tipo fenol, flavonona y flavonas.
Anteriormente en A. monostachya se han reportado compuestos del tipo flavona,
flavanona y acidos fenolicos por HPLC DAD UV (Canales et al., 2011). También, en otras
especies como A. hispidina se han identificado algunos flavonoles como kamferol y
quercetina (Noumedem et al., 2010). En A. indica se ha descrito que tiene kamferol
(Nahrstedt et al., 2006). En A. fructicosa se han identificados apigenina (Reiersen et al.,
2003) y compuestos del tipo fendlico/flavonoide como taninos, flavononas y antraquinonas
(Gopalakrishnan et al., 2010). También, en A. californica se han identificado quercetina y
acido elagico (Rascén-Valenzuela et al., 2015). A su vez, A. alnifolia tiene taninos vy
flavonoides; A. australis tiene acido galico y rutina; A. wilkesiana acido galico, corilagina y
geranina; y A. hispidina cuenta con acido galico corilagina y geranina (Seebaluck et al.,
2014).
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Por otro lado, la prueba para saponinas fue negativa en el Cru, la FMeOH y FHex de A.
monostachya. No obstante, se han encontrado presentes en A. fructicosa
(Gopalakrishnan et al., 2010).

La prueba de Dragendorff tuvo resultado positivo para la deteccion de alcaloides en la
FHex, lo cual es factible, ya que algunas especies del género Acalypha cuentan con
acalifina como en el caso de A. indica (Nahrstedt, 1981), A. fructicosa (Reiersen et al.,
2003) y A. siamensis (Kambara et al., 2006). Ademas, se ha reportado la presencia en
general de alcaloides como en A. fructicosa (Gopalakrishnan et al., 2010). El alcaloide
acalifina esta en forma de glicosido cianogénico en A. indica (Nahrstedt et al., 1981), esto
es coincidente con la reaccién positiva de la prueba de glicésidos en el Cru, la FMeOH y
la FHex. También, el resultado positivo de esta prueba puede ser debido a que,
anteriormente han sido identificadas en el género sustancias como la rutina que es la

forma glicésilada de la quercetina en A. australis (Wang et al., 2008).

A. monostachya en su FMeOH y el Cru tuvieron diferencias significativas en la actividad
antioxidante, ya que este ultimo fue mas activo frente al radical DPPH. Esto es debido
probablemente a que en el momento de la particién, se obtuvo una fraccién insoluble en
metanol y hexano, que probablemente contenga compuestos con actividad antioxidante,
los cuales estan presentes en el extracto crudo pero no en la FMeOH. A su vez, se debe
considerar que estos resultados nos podrian indicar que en este caso no soélo los
compuestos polares como los fenoles estan actuando como antioxidantes, sino también

otros sustancias como los terpenos (Evans et al., 2000; Grassman et al., 2002).

La actividad antioxidante tan diferente entre el Cru y la FMeOH se clarifica con la
cuantificacién de fenoles totales ya que en el Cru tiene una mayor cantidad de fenoles
(107.56 mg de EAG/g de extracto) y comparacién con la FMeOH (32.36 mg de EAG/g de
extracto). Aproximadamente es la tercera parte de lo que contiene el Cru, por lo cual a
pesar de ambos cuentan con compuestos fendlicos, en uno hay una mayor concentracion

de estos.

La cantidad de fenoles totales investigados en otras especies del género, en algunos
casos se acercan mas a los obtenidos en la FMeOH de A. monostachya por ejemplo en A.

alnifolia en el extracto metandlico de hojas tuvo 24.33 mg EAG/g y el extracto de acetona
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fue de 35.97 mg EAG/g (Revathi et al., 2013). Pero en otros casos se puede observar que
hay una variante importante entre los compuesto polares y de polaridad intermedia. En A.
indica en los extractos de la parte aérea en MeOH contiene 41 mg EAG/g y en Acetona
tiene 61 mg EAG/g (Perera et al, 2016). Por lo anterior, se podria considerar que el
extracto crudo puede contar con compuestos fendlicos de diferente polaridad que
potencialicen su actividad antioxidante. Esta caracteristica de diferente polaridad se ve en
compuestos fenolicos como los flavonoides, en los cuales muchas veces los mas polares
no necesariamente cuentan con mas grupos hidroxilos, ya que estos pueden estar
glicésilados, lo cual disminuye su actividad antioxidante pero se incrementa su polaridad.
También, se debe considerar que las propiedades de los flavonoides se ven favorecidas
por varios aspectos: 1) la sustitucion en orto de los grupos hidroxilo en el anillo B, 2) la
sustitucion en meta de grupos hidroxilo del anillo A; y 3) la presencia de un doble enlace,
la combinacién de un grupo ceto y un grupo hidroxilo en el anillo C (Carlaya y Reynaldo,
2001).

Canales y colaboradores (2011) evaluaron la capacidad antioxidante del extracto
metandlico de A. monostachya mediante la reduccion del radical DPPH, observando una
pronunciada acciéon con un CAs, = 3.45 ug/mL, la cual es mucho mayor a la que se obtuvo
en este estudio del Cru con una CAsy = 33.55 pg/mL y de la FMeOH con una CAs, = 150
pg/mL. También, otras especies de Acalypha han sido evaluadas frente al radical DPPH,
entre ellas se encuentra A. racemosa (Cameroon, Africa), la cual mostro una CAs, de
2.11+ 1.13 ug/mL en el extracto metanodlico de hojas y en el extracto metandlico de tallos
fue de CAsy de 2.28 + 0.98 pg/mL (Djacbou et al., 2014). Mientras tanto en A. fructicosa
(India) en la prueba de DPPH el extracto metandlico de hojas mostré una CAs, de 92 +
0.81 pg/mL (Thambiraj et al., 2012). Incluso hay variaciones en la misma especie como en
A. indica con sus extractos metandlicos frente al radical DPPH se han obtenido valores de
CAso desde 0.4 mg/mL (Pragada et al.,, 2011) hasta 7.79 mg/mL (Sanseera et al., 2012).
La variacion en los resultados dentro de la misma especie pueden estar influenciados por
la forma en que los investigadores preparan la muestra y de dénde proviene la planta
(Zahidin et al., 2017) e incluso la fecha de colecta. Esto puede ser debido a la sintesis
especie especifica de metabolitos secundarios, o que es parte de una estrategia
adaptativa de las plantas, ya que se modifica de acuerdo a las condiciones ambientales
(Sepulveda et al.,, 2003). Por otro lado, también se tiene que considerar que en este

estudio se evaluo el extracto crudo de toda la parte aérea de la planta y en las otras
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especies se evaluaron sélo las hojas (A. racemosa y A. fructicosa) o los tallos (A.
racemosa), lo cual también es importante, ya que los metabolitos por lo general no se
encuentran distribuidos de manera homogénea dentro de la planta. Tomando en cuenta
estos valores, podemos ver que existen diferencias claras en la capacidad antioxidante

entre las especies del género e incluso entre la misma especie.

La evaluacion de la actividad cicatrizante por el método del tensidmetro indica que los
ratones cuyas heridas fueron tratadas de manera tépica con A. monostachya presentaron
un proceso de cicatrizacidn mas lento en comparacién con que Vaselina y Recoveron®.
Esto a pesar de que de acuerdo a las tendencias la velocidad de cierre de la herida fue
mas rapida con la aplicacion de A. monostachya que con la de Recoverén®. Esto
probablemente se deba como se menciond anteriormente, a los procesos de epitelizacion
(formacion de epidermis o cierre total de la herida) y contraccién son independientes, ya
que uno puede producirse sin el otro (Fitzpatrick et al., 2014). Ademas, de acuerdo al
analisis histologico algunos de los individuos presentaban costra, abundante presencia de
neutrdéfilos, vasos sanguineos, presencia intermedia de fibroblastos y mayor abundancia
del colageno del tipo lll, por lo cual podrian estar aun en las etapas iniciales del proceso
de cicatrizacion, es decir en la fase inflamatoria donde existe una respuesta vascular
(hemostasia), que en primera instancia evita la hemorragia a través de la formacién de
tapén plaquetario (costra) y posteriormente aumenta la permeabilidad que permite la
respuesta inmune (neutréfilos) (Childs y Murthy, 2017). Sin embargo, los demas
individuos cuentan con cantidad intermedia de vasos sanguineos, neutréfilos, fibroblastos
y se observa la maduracion del colageno del tipo Il al | en las zonas adyacentes. Debido
a estas premisas se podria considerar que se encuentran en la fase proliferativa: tejido de
granulacion en el que se encuentran depdsitos de colageno, angiogénesis y epitelizacion
(Childs y Murthy, 2017; Shrivastav et al., 2018). Incluso en individuos con la ZCH chica
(20%), se puede ver procesos de regeneracion de la dermis donde se puede observar la

estratificacion similar a la de piel intacta.

Como se menciond anteriormente, la actividad antioxidante esta relacionada a una mejora
en los procesos de cicatrizacion y en A. monostachya se encuentra el compuesto
triterpénico a-amirina, el cual esta relacionado con el funcionamiento de enzimas
enddgenas antioxidantes que ayudan a modular el estrés oxidativo hepatico (Singh et al.,

2015). Este compuesto también cuenta con actividad antiinflamatoria dependiente de la
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dosis, aplicado de manera topica en edema de oreja de raton (Otuki et al, 2005).
Ademas, se ha determinado que cuenta con otras actividades biolégicas como: citotdxico
(Wang et al., 2010) y antinociceptivo (Oliveira et al., 2005; Pinto et al., 2008).

Los resultados de la actividad cicatrizante no coinciden con el uso etnobotanico de la
planta. Sin embargo se debe considerar que debido a la alta capacidad antioxidante de A.
monostachya, podria funcionar en patologias que afectan los procesos de cicatrizacion
como la diabetes, en la cual el estrés oxidativo esta exacerbado y se presentan con mayor
incidencia heridas crénicas, debido al exceso de glucosa que promueve la formacion de
radicales libres produciendo estrés oxidante (Soneja et al, 2005), o en la obesidad
morbida, donde hay un incremento de citocinas pro-inflamatorias y al mismo tiempo se da
una reduccion de enzimas antioxidantes (Mottillo et al., 2010). Incluso, al modificar la el
vehiculo o la dosis aplicada del Cru de A. monostachya podria generar resultados
distintos, ya que los antioxidantes pueden retrasar o inhibir los procesos oxidativos,
siempre que sean utilizados en concentraciones O6ptimas (Islam et al., 2016). La
concentracion elevada de antioxidantes podria inhibir el mecanismo de accién que tienen
neutréfilos y macrofagos que desbridan la herida mediante la producciéon de ERO
(Moncada y Higgs, 1993). Por lo cual, si no se concluye de manera normal la fase de

inflamacién puede retrasar la curacion de la herida (Sathyanarayanan et al., 2017).

Bajo estos modelos de evaluacidén (evaluaciones fisicas y analisis histoldgico) podemos
aseverar que el tratamiento que promovié un mejor proceso de cicatrizacidon es
Recoveron® que se encuentra entre las fases proliferativa-remodelacién y ademas cuenta
con mayor fuerza de tensién para abrir la ZCH; seguido por Vaselina que se encuentra
entre la fase inflamatoria y proliferativa; finalmente A. monostachya debido a la presencia
de individuos aun en la fase inflamatoria, falta de epitelizacién, menor fuerza de tensiéon
para abrir la ZCH y a pesar de tener una mayor tasa de cierre total de la herida fue el que

menos promovid el proceso de cicatrizacion (Figura 19).
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7.3. V. crocata

V. crocata de acuerdo a la biblioteca de Medicina Tradicional Mexicana (2009) en Morelos
se emplea para tratar afecciones ginecolégicas como la retencion de la placenta en el
postparto. En Michoacan se utiliza para limpiar la matriz, se administra el cocimiento de la
raiz por via oral y en ayunas. También, en Guerrero se utiliza “para curar por dentro a la
parturienta” se le practican bafos con la infusion y se le da de beber una tacita de ésta.
Mientras, en el Valle de Tehuacan-Cuicatlan (Puebla-Oaxaca), el uso que se le da
principalmente a V. crocata es para el tratamiento de aftas mediante gargaras, utilizada
para tratar parturientas y restaurar la cadera, infeccion de heridas, garganta irritada,
tratamiento para ronchas, quemaduras y curacién de los granos provocados por la
varicela (Rosas, 2003). También, V. crocata ha sido reportada para el tratamiento de

heridas en la piel y afectaciones dermatolégicas (Biodiverstylibrary, 2018).

Las actividades biolégicas reportadas para V. crocata incluyen la actividad antiinflamatoria
con el modelo de induccion de edema en cojinete plantar por carragenina en ratén CD-1
(Rodriguez, 2014). Ademas, se evaluo la toxicidad de V. crocata en ensayo agudo y sub-
crénico con una administracién de 100mg/K/dia via oral en raton CD-1 y los resultados
indican que no produce efectos evidentes de toxicidad (Guerrero, 2016). También, Garcia
(2016) evalud la capacidad cicatrizante y antimicrobiana donde reporta que el extracto
acuoso de V. crocata no tiene actividad, sin embargo no indican la procedencia de la
planta y de que dérgano se obtuvo el extracto. La actividad antioxidante de V. crocata no

ha sido reportada hasta el momento de la revision.

Con V. crocata se obtuvo un rendimiento del 17% del extracto metandlico, resultado
similar al reportado por Guerrero (2016) que obtuvo un rendimiento del 17.5% mediante

extraccion acuosa del material seco y no menciona que partes se utilizaron.

Este es el primer estudio fitoquimico realizado sobre V. crocata, por lo cual se realizd una
comparacion con especies del género y tomando en considerando la revision quimica de
Mora y colaboradores (2013) del género Verbesina que indican que dentro de los
compuestos mas abundantes se encuentran los terpenos con un 75.5%, aromaticos

12.8%, flavonoides con solo un 3.5% y alcaloides 2.9%.
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El Cru y la FHex de V. crocata dieron positivo para la identificacion de terpenos con
vainillina y acido sulfurico. Ademas, en la FHex analizada por CG/EM se detect6 como
compuesto principal la vitamina E. Como se mencion6é anteriormente dentro de los
compuestos mas abundantes del género Verbesina se encuentran los terpenos del tipo
eudesmano, germacreno y elemendlido. Ademas, se han descrito diterpenos derivados
del tipo kaureno (Mora et al., 2013). La FHex de V. crocata contiene esteroides y se han
reportado en otras especies del género incluyendo los verbesindsidos A-F, sitosterol,
taraxasterol, lupeol y el copterésido E (Mora et al., 2013). Las lactonas sesquiterpénicas
son una caracteristica constituyente de la familia Asteraceae y también estan presentes
en especies del género Verbesina. En V. coahuilensis se han encontrado del tipo
elemendlido como verafinina, verafina B y verafina C (Mora et al., 2013) y en V. seattonni
zempoalinas A-D (Ortega et al., 1985). Sin embargo, en este trabajo la prueba de Baljet

en el Cru, FMeOH y FHex de V. crocata fue negativa.

El extracto Cru y la FMeOH de V. crocata dio positivo a la reaccion de cloruro férrico para
fenoles. También por HPLC-DAD-UV se detectaron compuestos del tipo flavona y fenol.
Lo cual concuerda con lo reportado en otras especies del género en las que se han
descrito compuestos fendlicos. Se detectd &acido siringico en V. sublobata V.
myriocephala. En V. gigantea se detect6 acido ferulico, en V. myriocephala 'y V. virginica
acido p-coumarico y verbesindiol (Herz y Kumar, 1980). En flores y hojas de V.
enceliodies se han aislado flavonoles glicésilados del tipo quercetina (Glennie y Jain,
1980). En V. myriocephala tiene ramnocitrina glicésilada (Wagner et al., 1973), lo cual
podria explicar que la FMeOH y el Cru dieran positivo a la prueba de Molish en los

resultados de este estudio.

No hubo resultados indicativos de presencia de saponinas. Sin embargo para otra especie

V. virginica si se ha reportado estos compuestos (Xu et al., 2010).

De acuerdo a las reacciones coloridas para la deteccion de los diferentes grupos de
metabolitos secundarios, V. crocata presenta alcaloides en la FHex y el Cru. En algunas
especies del género Verbesina se han extraido alcaloides derivados de la guanidina,
como la galegina presente en V. enceloides y las caracasanamidas de V. caracasana
(Mora et al., 2013).
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V. crocata en su extracto Cru presentd una CAs ante el radical DPPH de 464.66 ug/mL y
para la FMeOH fue de CAs, de 417.6 £ 28.65 ug/mL Tomando en cuenta que la FDA
(Food and Drug Administration, USA) considera como antioxidante aprobado a aquel que
presente un CAsy menor a 200 pg/mL (Gardziella et al., 2000). Esta aseveracién nos
permite considerar que V. crocata no tiene capacidad antioxidante frente al radical DPPH.
Aunque, la elevada concentracion de vitamina E detectada por CG/EM en la FHex deberia
ser evaluada su capacidad antioxidante mediante otros métodos, ya que el modelo de
DPPH solo permite evaluar antioxidantes muy polares y la vitamina E no es un compuesto
polar, pero, es un potente antioxidante soluble en lipidos (Traber y Atkinson, 2007). En
otras especies del género como V. encelioides fue evaluada su actividad antimicrobiana y
su capacidad antioxidante del extracto acuoso de raices con DPPH, en el cual se
encontré que el maximo de reduccion obtenido fue de 20% a una concentracién de 80
pg/mL (Satish et al., 2008). Sin embargo no evaluaron la CAsy, ademas se estudid el
extracto acuoso de raiz mientras en este trabajo se realiza con el extracto metandlico de
la parte aérea de V. crocata. Por lo tanto, puede existir diferencia en los metabolitos
presentes en ambos estudios dependiendo de la especie y la parte vegetal evaluada.
Ademas, en V. enceliodes también se ha determinado la cantidad de fenoles totales
donde el extracto de hojas contiene 22.5 mg EAG/g y en tallos 18.31 mg EAG/g (Jain et
al., 2015). El contenido de fenoles es similar a la que encontramos en V. crocata en donde
el Cru= 19.82 mg EAG/g de extracto y FMeOH=18.12 mg EAG/g de extracto.

En la evaluacion de la actividad cicatrizante del extracto Cru de V. crocata, se pudo
observar que se necesitd mayor fuerza de tension para abrir la ZCH, que en el tratamiento
con Vaselina e incluso que Recoveron®. Ademas, presentd una mayor velocidad de cierre
de la herida que la de Vaselina y Recoverdn®. A su vez, los individuos tratados con V.
crocata presentaron al dia doce el cierre total de la herida en comparacion con los quince
dias que tuvieron los controles antes mencionados. Asimismo, de acuerdo al analisis
histologico se observaron ZCH chicas o regeneradas, epidermis similar al tejido sano e
incluso hay un individuo que present6 regeneracion de la dermis con la estraficacion
caracteristica, la presencia de foliculos pilos y glandulas sebaceas. En la dermis de la piel
de los ratones tratados de manera tépica con V. crocata presentaron poco o nulo tejido de
granulacion, ya que tiene pocos neutrofilos, fibroblastos y vasos sanguineos
caracteristicos de dicho tejido. Ademas, presentd una mayor contraccion y colageno del

tipo | en lo que resta de la ZCH. Bajo estas premisas se puede considerar que las

86



cicatrices de los ratones cuyas heridas incisionales fueron tratadas con V. crocata estan
en la fase de remodelacion, ya que esta comienza cuando la matriz extra celular
provisional y el colageno de tipo Ill se reemplazan con colageno de tipo I, los tipos de
células restantes de las fases previas sufren apoptosis, con la colocacion del colageno
tipo I, la resistencia a la traccibn de la herida aumenta drasticamente, el tejido de
granulacion comienza a involucionar y el exceso de vasos sanguineos se retrae
(Gantwerker y Hom 2012).

La baja actividad antioxidante frente al radical DPPH de V. crocata no afecta su actividad
cicatrizante. Esto puede estar relacionado al tipo de compuestos que le dan dicha
propiedad, como por ejemplo el extracto hexanico de V. persicifolia es antiinflamatorio y
antiproliferativo, debido a los compuestos aislados, sesquiterpenos del tipo eudesmano
(Dalla et al., 2014). Ademas, la Vitamina E identificada por CG/EM en este trabajo se ha
reportado que su aplicaciéon tdpica en forma de emulsion (transferosomas) promueve la
proliferacién de queratinocitos y fibroblastos; la migraciéon celular y protege a las células
de la piel del dafo oxidativo inducido por el peroxido de hidrégeno, lo que da como
resultado una aceleracion del cierre de la herida en piel (Caddeo et al., 2018). También,
como se menciond anteriormente, el género cuanta con baja concentracion de
compuestos fendlicos, por lo que el efecto reportado y el uso etnobotanico de la planta tal

vez sean producto de compuestos de naturaleza no polar.

En comparacion con los grupos de ratones a los que se les aplicé Vaselina y Recoveron®
podemos aseverar que el tratamiento que promovidé un mejor proceso de cicatrizacion fue
V. crocata. Ya que Vaselina se encuentra entre la fase inflamatoria y proliferativa,
Recoveron® se encuentra aun entre las fases proliferativa-remodelacion y V. crocata

estaba en la fase de remodelacion que es la etapa final del proceso de cicatrizacion.

7.4. Comparativo de la actividad antioxidante y cicatrizante de las tres plantas y los
controles

La planta con mayor actividad antioxidante fue A. monostachya, seguida de V. dentata 'y
finalmente V. crocata. Sin embargo, en la cuantificacién de fenoles presenté una mayor
concentracion V. dentata, seguida de A. monostachya y finalmente V. crocata. Los
resultados de HPLC indican la presencia de compuestos fendlicos en las tres plantas.

Entonces, la diferencia en la capacidad antioxidante de las tres plantas debe de estar
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relacionada con el tipo de compuestos fendlicos y su estructura (Carlaya y Reynaldo,
2001).

En la actividad cicatrizante sobresale el tratamiento de V. crocata, ya que las secciones
analizadas nos indican que se encuentra en la fase de remodelacion, es seguida por
Recoveron® que se encuentra entre la fase proliferativa y la fase de remodelacion.
Posteriormente, se encuentra V. dentata que se encuentra en la fase proliferativa,
enseguida se encuentra Vaselina que esta entre la fase inflamatoria y proliferativa; y
finalmente se encuentra A. monostachya en la fase inflamatoria debido a la presencia de

costra, falta de epitelizacion, menor fuerza de tensién para abrir la ZCH.

Estos resultados indican que el estrés oxidativo no es el Unico factor que afecta al proceso
de cicatrizacién, pues no hay una relacion directamente proporcional entre la actividad
antioxidante y la cicatrizante, ya que V. crocata que tuvo la menor actividad antioxidante
frente al radical DPPH, pero fue el que tiene los mejores resultados en la evaluaciéon de
cicatrizacion y por lo contrario A. monostachya que tuvo la mayor actividad antioxidante
fue el que tuve el proceso de cicatrizacibn mas lento. Sin embargo, actualmente se ha
relacionado la capacidad antioxidante con la mejora del proceso de cicatrizacion. Como
en el caso de extracto de hojas de Clerodendrum infortunatum L. tienen como
compuestos principales componentes fendlicos a los que se les atribuye sus efectos
farmacoldgicos como la actividad cicatrizante en modelo de heridas excisional e incisional
en ratas albinas Wistar (Gouthamchandra et al. 2010). De igual forma, se ha demostrado
que los antioxidantes derivados de Chromolaena odorata ayudan a curar heridas a través
de su actividad antioxidante, ya que protege del peroxido de hidrogeno y de la
hipoxantina-xantina oxidasa a los fibroblastos y queratinocitos en cultivo (Parsaeimehr et
al., 2014). También, el latex de Jafropha neopauciflora con una alta capacidad
antioxidante y concentracion de fenoles totales mejord el proceso de curacion de heridas

en ratones CD-1 (Hernandez-Hernandez et al., 2017).

Dentro de esta relacidon antioxidante/cicatrizante se tienen que tener varias
consideraciones reportadas: 1) a pesar de que los compuestos fendlicos son los
antioxidantes por excelencia, hay otras sustancias como los terpenos que pueden tener
dicha actividad (Evans et al., 2000; Grassmann et al., 2002). 2) La bioactividad de los
fitoquimicos esta relacionada con sus estructuras moleculares, que les dan propiedades

especificas (Parsaeimehr et al., 2014). 3) Los antioxidantes pueden retrasar o inhibir los
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procesos oxidativos siempre que sean utilizados en concentraciones 6ptimas (Islam et al.,
2016). 4) La concentracion elevada de estos compuestos podria inhibir el mecanismo de
accion que tienen neutrofilos y macréfagos que desbridan la herida mediante la
produccién de especies reactivas de oxigeno (Moncada y Higgs, 1993). Asi, si no se
concluye de manera normal la fase de inflamacién puede retrasar la curacioén de la herida
(Sathyanarayanan et al., 2017). Estas premisas nos podrian llevar a considerar que los
fitoquimicos activos en V. crocata no necesariamente son compuestos fenélicos. Mientras,
que en A. monostachya el excedente de compuestos antioxidantes podria estar afectando

el proceso inflamatorio y por lo tanto retrasando la curacion de la herida.

Por lo cual podemos discernir que bajo las condiciones en las que se llevd la
investigacion, claramente tiene mejor capacidad cicatrizante V. crocata en comparacion
con el resto de los tratamientos, ya que permitié el cierre total de la herida en menor
tiempo, mayor contraccién de la herida y facilito el proceso de cicatrizacién, pues de

acuerdo al analisis histolégico se encontraba en la fase de remodelaciéon
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8. CONCLUSIONES

e La planta A. monostachya en su fraccion hexanica cuenta con a-amirina como
principal constituyente, este compuesto tiene reportadas actividades

antinflamatoria, antioxidante y antinociceptiva.

e La planta V. dentata en su fraccion hexanica cuenta con lupeol como principal
constituyente, este compuesto tiene reportadas actividades antinflamatoria,

antioxidante y cicatrizante.

e La planta V. crocata tiene vitamina E como el compuesto mas abundante en la

FHex, tiene reportadas actividades antioxidante y cicatrizante.

e Las tres plantas en su parte polar cuentan con compuestos fenélicos y flavonoides.

e La FMeOH de V. dentata tiene acido galico y baicaleina de acuerdo al andlisis de
HPLC-ESI-TOF/MS.

e A. monostachya present6 la mayor actividad antioxidante frente al radical DPPH,

seguida de V. dentata y finalmente V. crocata.

e V. dentata es la planta con mayor cantidad de compuestos fendlicos, seguida de

A. monostachyay V. crocata.

e Las pieles de raton tratadas de manera tépica con V. crocata son las que
requirieron mayor fuerza de tension para abrir la zona de cicatrizacion de la herida,

seguida de las tratadas con V. dentata y finalmente A. monostachya.

e Las heridas de los ratones tratadas con V. crocata cerraron de manera mas rapida

que las tratadas con V. dentatay A. monostachya.

e El andlisis histologico de las secciones de piel de ratdbn que se les aplicaron los
distintos tratamientos tdpicos nos indican que V. crocata mejora el proceso de
cicatrizaciéon, ya que las heridas estan en la fase de remodelacién de la matriz,

seguida de las tratadas con V. dentata que se encuentran al final de la fase
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inflamatoria y principio de la fase de proliferacion y las heridas tratadas con A.

monostachya se encuentran en la fase inflamatoria.

V. crocata fue el tratamiento que de acuerdo a las evaluaciones fisicas e

histol6gicas tuvo la mejor actividad cicatrizante.

Las plantas V. crocata, V. dentata 'y A. monostachya favorecen el proceso de

cicatrizacion. Lo cual concuerda con su uso etnobotanico.
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