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RESUMEN

La piel es nuestra principal defensa frente al medio, cuando esta se ve interrumpida
comienza un proceso conocido como cicatrizacion, el cual esta dividido en cuatro fases
interpuestas: a) hemostasia, b) inflamacion, c) proliferacion y d) remodelacion. Este proceso
generalmente es sumamente eficiente, no obstante, puede ser afectado por factores como
la infeccién de heridas y patologias previas como la diabetes, ambas relacionadas con
inflamaciéon sostenida e inhibicién de cierre de la herida. Por lo cual, es fundamental la
busqueda de tratamientos que permitan un proceso mas eficiente. Los productos naturales
siempre han sido fuente importante para el descubrimiento de farmacos. A. stellulata es una
planta utilizada en Tonatico Edo, de México para el tratamiento de heridas, por lo tanto,
podria tener actividad cicatrizante. Para evaluar si cuenta con dicha actividad se obtuvo el
extracto crudo metandlico (EMAS) de las partes areas de la planta y los aceites esenciales
de hojas y tallo (AEHT) e inflorescencia (AEIl), de estos ultimos solo se evalud su actividad
antibacteriana debido a su bajo rendimiento. Posteriormente, el EMAS fue particionado y
se obtuvieron cuatro particiones nombradas por el solvente en el que son miscibles: PHex,
PMeOH, PH,O y PDMSO. Debido a que los extractos son mezclas de compuestos que en
muchas ocasiones actlan de manera sinérgica, se determind el perfil fitoquimico de A.
stellulata con el fin de identificar cuéles eran sus componentes principales. Se realizaron un
screening de los principales grupos de metabolitos secundarios, cuantificacion de fenoles,
andlisis por HPLC-MS/MS y CG/MS. ElI EMAS y sus particiones se utilizaron para evaluar
las actividades biolégicas in vitro relacionadas con la cicatrizacion de heridas:
antibacteriana, antioxidante y antiinflamatoria. EI EMAS a diferentes concentraciones se
integré a la base Beeler para preparar la emulsiéon que sera usada en la evaluacion de la
actividad cicatrizante, se le realizaron pruebas de estabilidad e irritabilidad en ratones CD1

et/et. La emulsion con EMAS al 5% fue usado para la evaluacién de la actividad cicatrizante



in vivo en ratones CD1 et /et con heridas incisionales el tratamiento duro 13 dias. El perfil
fitoquimico de A. stellulata nos indica que cuenta con compuestos fendlicos y terpenicos,
probablemente glicosilados, pero no tiene alcaloides. El analisis del EMAS por HPLC-MS-
MS permitié identificar dos derivados de quercetina y un glucopiranésido de acido
rosmarinico. El analisis de CG/EM de los aceites esenciales el de AEHT mostr6 que tiene
como compuestos mayoritarios 0xido de cariofileno y a-bisabolol; el AEI fue méas diverso y
sus compuestos principales son germacreno D, cariofileno, a- bisabolol, a-cadinol y 6xido
de cariofileno. Los resultados de la actividades biolégicas, indican que tanto el EMAS y sus
particiones tienen actividad bactericida y/o bacteriostatica en cepas de S. aureus y S.
epidermidis. EI AEHT tiene actividad bactericida y/o bacteriostatica en cepas de S. aureus.
El EMAS, PMeOH, PH,O y PDMSO tienen actividad antioxidante frente al radical DPPH, la
PHex no tiene actividad. El EMAS y sus particiones inhiben in vitro la enzima inflamatoria
COX-2. En cuanto a la evaluacién in vivo se determind que el uso de la formulaciéon no es
irritante en ninguna concentracion y todas las formulaciones son estables. La aplicacion
tépica de EMAS en base Beeler mejoro el depésito y maduracién del colageno, formacion
de nueva epidermis similar a la normal, mayor contraccién de la herida, dermis con foliculos
pilosos y glandulas sebéceas, hipodermis y una capa de musculo de neoformacién. Por lo
tanto, podemos concluir que A. stellulata cuenta con metabolitos secundarios, que le dan
diferentes actividades bioldgicas que en conjunto permiten la regeneracion de tejidos en

heridas incisiones de ratones CD1 et/et.



ABSTRACT

The skin is the principal defense against the environment, and when this is interrupted, the
wound healing process begins, which is constituted by four interposed phases: a)
hemostasia, b) inflammation, c) proliferation, and d) remodeling. Although this process is
very efficient; nevertheless, it can be affected by factors such as infection and pre-existing
pathologies such as diabetes, both of which are related to sustained inflammation and
inhibition of wound closure. Whereby, is fundamental the search for treatments that promote
the process to be more efficient. Natural products have always been an important source of
inspiration for the discovery of new drugs. A. stellulata is a plant used in Tonatico Edo, de
México, for the treatment of wounds; therefore, it is probably an agent of wound healing.
Methanolic crude extract (EMAS) of aerial parts and essential oils of the stem/leaf (AEHT)
and inflorescence (AEI) were used to evaluate this activity. Because of essential oils low
yield, only antibacterial activity was evaluated. EMAS was patrtitioned, and four partitions
were obtained named by the solvent in which they are miscible: PHex, PMeOH, PH0O, and
PDMSO. Subsequently, the phytochemical profile of A. stellulata was determined to identify
the main groups of secondary metabolites. Screening phytochemicals, quantification of
phenols, HPLC-MS/MS, and CG/MS were performed. EMAS and partitions were used for
the evaluation of biological activities in vitro: antibacterial, antioxidant, and anti-
inflammatory. EMAS at different concentrations was integrated into Beeler base, and the
stability of the formulations was evaluated. Subsequently, emulsions were used to evaluate
dermal irritability. After, the dermal irritability of the emulsions was evaluated in CD1 et/et
mice to select the concentration that would be used in the evaluation of wound healing
activity. An EMAS emulsion of 5% was used for the evaluation in vivo of incisional wounds
in CD1 et/et mice, and treatment lasted 13 days. The phytochemical profile of A. stellulata

showed that it has phenolic and terpene compounds, probably glycosylates, but not



alkaloids. HPLC-MS/MS analysis of EMAS allowed the identification of two derivatives of
guercetin and a glucopyranoside of rosmarinic acid. CG/MS of AEHT identified the major
compounds germacrene D, caryophyllene, a-bisabolol, a-canadiol, and caryophyllene
oxide. Results of biological activities showed that EMAS and partitions are bactericides and
bacteriostatic against S. aureus and S. epidermidis. EMAS, PMeOH, PH-0, and PDMSO
had antioxidant activity against DPPH radicals, whereas PHex had no activity. EMAS and
partitions inhibit COX-2. In vivo evaluation showed that Beeler base and formulations at
different concentrations were nonirritant, and all were stable. Topical application of EMAS
in Beeler base enhanced many processes such as deposition and maturation of collagen,
formation of neo-epidermis similar to normal, better contraction of wound, neo-dermis with
hair follicles and sebaceous glands, neo-hypodermis, and muscle of neoformation. In
conclusion, A. stellulata has secondary metabolites with different biological activities and, in
combination, promotes the regeneration of tissues in the incisional wounds of mice CD1

et/et.



1. INTRODUCCION

La piel estd compuesta de dos capas principales: la epidermis y la dermis (Emming et al.,
2014); que estadn separadas por una membrana basal, en este 6rgano se albergan
estructuras especializadas como los foliculos pilosos, las glandulas sudoriparas y
sebiceas; la epidermis es un epitelio plano estratificado que se renueva constantemente,
mantiene un equilibrio entre la proliferacion de las células basales, la diferenciacion y
estratificacion de las células suprabasales. (Rognoni et al., 2018). La dermis se compone
de diferentes subcapas: a) papilar esta ubicada cerca de la membrana basal y muestra una
alta densidad de fibroblastos y fibras de coldgeno delgadas y desorganizadas, b) reticular
es la capa central con menor densidad celular, que cuenta con fibras de colageno gruesas

y organizadas, c) hipodermis que es un tejido formado por adipocitos (Lynch et al., 2018).

La piel es el érgano mas grande del cuerpo humano, mantiene la homeostasis y protege a
los érganos internos (Kim et al., 2019). Por lo cual, es propensa a sufrir dafios y que se
formen lesiones conocidas como heridas. Para restablecer la homeostasis se da el proceso
de cicatrizacion, el cual busca recuperar la integridad y funcién del tejido (Rodrigues et al.,
2019). La cicatrizacion es un fenomeno complejo y dindmico que esta dividido en cuatro
etapas superpuestas: a) hemostasia, b) inflamacién, c) proliferacién y d) maduracién o

remodelaciéon (Mi et al., 2022).

En condiciones fisioldgicas normales, el proceso de cicatrizacion es rapido y eficaz. Sin
embargo, el envejecimiento, las enfermedades cronicas como la diabetes, las
enfermedades vasculares y el cancer pueden disminuir la capacidad de curacién de los
tejidos (Bao et al., 2022). En consecuencia, esto promueve la cronicidad de las heridas,
caracterizada por la inflamacion excesiva y en ocasiones la infeccion (Sathyanarayanan et

al., 2017).



La inflamacion crénica se caracteriza por una respuesta continua a lo largo del tiempo
(Ptaschinski et al., 2017) y la hiperproduccién de radicales libres, los cuales conducen a la
inhibicién de los mecanismos responsables de las etapas posteriores del proceso de la
cicatrizacion de la herida (Sathyanarayanan et al., 2017). El exceso de radicales libres,
provoca estrés oxidativo que puede causar dafio a las macromoléculas y por lo tanto dafio
celular (Krudyavtseva et al., 2016; Sathyanarayanan et al.,, 2017). En parte esta
sobreproduccién esta relacionada con neutréfilos que presentan cambios fenotipicos, una
menor infiltraciéon y una permanencia mas prologada en la herida (Las Heras et al., 2020),
lo que induce una sobreproduccién de ROS y dafio a la MEC (Zhao et al., 2016). También,
existe un desequilibrio entre los macréfagos M1/M2 lo que mantiene el estado inflamatorio
(Baltzis et al., 2014). Durante este proceso hay una sobreproduccion de mediadores, uno
de estos es COX-2 que a través de la produccion de prostaglandinas (PG) contribuye a la
inflamacién (Romana-Souza et al., 2016). Por lo cual, COX-2 es uno de los principales
blancos farmacoldgicos para tratar la inflamacion. Actualmente, se aplican medicamentos
antiinflamatorios no esteroideos para su inhibicion, pero se ha reportado que pueden

retrasar la cicatrizacion de heridas (Zhao-Fleming et al., 2018).

La infeccion microbiana es otro fendmeno que inhibe la curacién de heridas, prolongando
la fase de inflamacién y dando origen a heridas cronicas (Zhao et al., 2016; Elzayat et al.,
2018). Es muy comun en lugares con malas condiciones de higiene (Kramer et al., 2018),
0 en pacientes con patologias preexistentes como el cancer (Zhou et al., 2019) o la diabetes
(Qiao et al.,, 2020). La invasion de tejido viable por bacterias patdogenas como
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli y algunas cepas resistente como S. aureus resistente a la meticilina
(MRSA), pueden provocar una serie de respuestas locales y sistémicas del huésped,

sumado a un control inadecuado de las heridas infectadas, puede retrasar el proceso de



curacion o en Ultima instancia, conducir a bacteriemia y septicemia, las cuales pueden ser
fatales (Catanzano et al., 2017; Rajoo et al., 2021). Ademas, las lesiones cutaneas afectan
a muchos pacientes en todo el mundo y cuestan miles de millones de délares a los sectores

publico y privado (Nussbaum et al., 2018; Chen et al., 2023).

Estos fendmenos conducen a la inhibicion de los mecanismos responsables de la sucesion
de etapas en el proceso de cicatrizacién (Sathyanarayanan et al., 2017). Lo cual da como
resultado la formacion de Ulceras o heridas crénicas que afectan la calidad de vida de los
pacientes e impacta econémicamente tanto al sistema de salud (Han y Ceilley, 2017; Meng
et al., 2018). Por lo tanto, es importante la basqueda de nuevos farmacos con actividad

curativa y menos efectos secundarios

Existen varias formulaciones herbales tradicionales que se aplican en la herida, en las que
la planta en forma de pasta, decoccién, extracto o polvo, mejora y acelera la curacion (Nour
et al., 2019). Incluso, se ha reportado que se disminuye la formacién de cicatrices en los
pacientes (Kumar et al., 2007; Chitra et al., 2009). Otras ventajas de plantas medicinales y
sus formulaciones son el bajo costo, la disponibilidad y menos efectos secundarios
(Bahramsoltani et al., 2014). Los productos naturales siempre han jugado un papel
importante en el descubrimiento de farmacos, ya sea por si mismos o como inspiracion para

compuestos sintéticos (Almeida et al., 2021).

La aplicacion de plantas medicinales como tratamiento, mejora el proceso de cicatrizacion
de heridas debido a la presencia de compuestos activos que pueden ser fenoles, alcaloides
y terpenoides. Por ejemplo, la quercetina inhibe la producciéon de TNFa, IL-1pB, IL-6, regulan
los niveles de IL-10 y/o aumentan los niveles de expresion de VEGF y TGF-a/3; promueve
la diferenciacion del fenotipo de macréfagos M1 a M2, lo cual modula la fase inflamatoria

(Fu et al., 2020; Ud-Din et al.,, 2019). Los compuestos terpenoides pueden modular la



inflamacién. El kiredol inhibe la expresion de COX-2 (Ren et al., 2020). La periplocina
aumenta la proliferacién y migracion de fibroblastos (Chen et al., 2019). Por lo tanto, la
investigacion de compuestos y los extractos de plantas medicinales es fundamental para
conocer los eventos y fases en los que actla para mejorar el proceso de cicatrizacion, lo
cual permitird determinar si las plantas medicinales cuentan con el potencial farmacolégico
necesario, ademas de establecer criterios de calidad y la estandarizacion para su

formulacion.

Dentro de las plantas medicinales destaca la familia Lamiaceae por su uso
etnofarmacoldgico. En una revision sobre sus usos y aplicaciones indican que los aceites
esenciales tienen fuerte actividad antibacteriana y antioxidante; mientras que los
constituyentes polares son conocidos por tener actividades: antiviral, anticancerigena y
antiinflamatoria (Frezza et al., 2019). Dicha familia es una de las mas diversas de la
Republica Mexicana y presenta un endemismo del 65.82%. Algunos de los géneros
presentes en el pais son Salvia, Scutellaria, Stachys, Hyptis y Asterohyptis (Martinez-

Gordillo et al., 2013).

Asterohyptis Epling es un género pequefio que fue separado del género Hyptis Jacq., éstos
permanecieron juntos hasta la propuesta de Epling en 1933. Asterohyptis esta tipificado por
la especie A. stellulata (Benth.) Epling y se distingue de Hyptis por sus numerosas flores
pequefias que estan dispuestas en racimos axilares, I6bulos de la corola no engrosados y
anteras no explosivas (Turner, 2011). El género Asterohyptis esta constituido por cuatro
especies distribuidas de México a Centro América (Turner, 2011), de estas, dos son
endémicas (Martinez-Gordillo et al., 2013). A. stellulata, en el municipio de Tonatico, Edo.
de México se utiliza para el tratamiento de heridas (Ledn, en proceso). Debido a este uso
tradicional de A. stellulata y los antecedentes etnofarmacoldgicos de la familia, es

importante realizar un estudio de sus actividades biolégicas como: antimicrobiana,

8



antioxidante y antiinflamatoria de manera independiente. Asi, como determinar si en
conjunto afectan el proceso de cicatrizacion al aplicar el extracto y/o aceites esenciales de
la planta de manera tépica en ratones que tengan heridas incisionales. Ademas, determinar
la composicién quimica de la planta nos llevaré a discernir los posibles compuestos activos,
su mecanismo de accion. Asimismo, nos permitira tener un probable acercamiento a una

formulacién farmacolégica.

2. HIPOTESIS

A. stellulata es utilizada para tratar heridas, esto probablemente se deba a la presencia de
metabolitos secundarios que le dan cualidades: antimicrobiana, antioxidante,
antiinflamatoria y/o cicatrizante. Entonces, al ser aplicada de manera tépica en heridas
incisionales en modelo de raton CD-1 et/et, se observara que las heridas cierran en menor
tiempo y presentardn mayor resistencia a la fuerza de tensién. Esto debido a que a nivel
histologico habra re-epitelizacién, contraccion de la herida, asi como sintesis y maduracién

colageno.

3. OBJETIVO GENERAL.:
e Evaluar la actividad cicatrizante de Asterohyptis stellulata y conocer su fitoquimica.
3.1. Objetivos particulares
e Investigo el perfil fitoquimico de A. stellulata con un screening de los principales
grupos de metabolitos secundarios, cuantificacién del contenido de fenoles totales,
analisis de HPLC-DAD-ESI/MS/MS del extracto metandlico de A. stellulata (EMAS)
y un analisis de CG/EM de los aceites esenciales de A. stellulata.
¢ Evaluar la actividad antibacteriana de A. stellulata en cepas relacionadas a la
infeccion de heridas.

o Determinar la capacidad antioxidante in vitro de A. stellulata frente al radical DPPH.



e Analizar la capacidad antiinflamatoria de A. stellulata a través de la inhibicién in vitro
de COX-2.
e Determinar la estabilidad de la emulsién con A. stellulata.
e Evaluar la irritabilidad cutdnea de A. stellulata en ratones CD-1 et/et.
o Evaluar la capacidad cicatrizante en raton CD-1 et/et del extracto crudo de A.
stellulata.
4. ANTECEDENTES
El género Asterohyptis esta formado por cuatro especies y sus actividades biol6gicas han
sido poco estudiadas incluyendo la actividad cicatrizante. Sin embargo, para tener un
panorama mas amplio se revisaron publicaciones que incluyen a Hyptis el cual es un género
hermano de Asterohyptis, el cual tiene varias especies que se usan para tratar heridas

(Tabla 1).

Tabla 1. Antecedentes de las actividades biolégicas del género Asterohyptis e Hyptis.
ASTEROHYPTIS
Autores Antecedente
Jacobo-Herrera et al., 2016 El extracto acuoso de A. stellulata es usado de manera tradicional para el

tratamiento del vomito.

Ledn, en proceso En la comunidad de Tonatico Edo. De México A. stellulata se utiliza en forma
(Tesis) de cataplasma e infusion para el tratamiento de heridas y problemas
cutaneos.

Espinosa-Gonzalez et al., El extracto MeOH de las partes aéreas de A. mocininana (sinonimia H.

2021 mociniana) presenté actividad antioxidante y efecto fotoquimio preventivo.
Se identificaron compuestos derivados de quercetina, pectindlidas y dos
derivados del acido cafeico

HYPTIS
Autores Antecedente
Shirwaikar et al., 2003 El extracto etandlico de hojas de H. suaveolens mejoré el proceso de

cicatrizacion en heridas de incision, escisién y espacio muerto.
Picking et al., 2013 Hyptis verticillata Jacq se utiliza de manera tradicional para tratar heridas.
Bridi et al., 2021 Un estudio de la Subtribu Hyptidinae indica que varias especies del género
Hyptis son utilizadas de manera tradicional para tratar heridas como: H.

spicigera, H. mutabilis, H. albida y H. obtusiflora
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5. METODOLOGIA

5.1. Material vegetal

El material vegetal se colecto el 21 de septiembre y el 31 de octubre del 2019, en la
comunidad de “San José de los Amates”, Tonatico, Edo. de México. Fue identificado en el

herbario IZTA de la FES-Iztacala de la UNAM y tiene el nimero de registro 3303-1ZTA.

5.1.1. Extracto crudo y particiones

El extracto crudo metandlico de A. stellulata (EMAS) se obtuvo a partir de 1176.5 g de las
partes aéreas previamente secas y molidas, dicho material vegetal se sometié a maceracion
con metanol por tres dias. Posteriormente, se concentré a presion reducida y se eliminé el

solvente restante. El rendimiento se calcul6 de la siguiente manera:

% del CRU = [Peso del extracto seco (g)/Peso del material seco (g)] x 100

Se conservo una parte del EMAS (50.42 g) y el resto (71 g) fue particionado con hexano-
metanol, de este procedimiento se obtuvieron cuatro particiones PMeOH, PHex, PDMSO y

PH,O. Las cuales estan nombradas por el solvente en el que son miscibles.

5.1.2. Aceites esenciales AEHT y AEI

El aceite esencial de hojas y tallos (AEHT) se obtuvo de 2100 g de material fresco de A.
stellulata. También, se extrajo el aceite esencial de inflorescencia (AEI) donde se utilizaron
1500 g de material fresco. ElI material se sometié a hidrodestilacién durante 2 horas,
utilizando un aparato de tipo clevenger. El aceite esencial se almacen6 a 4°C hasta el
momento de su uso en los experimentos. El rendimiento del aceite esencial se calculé de

la siguiente manera:

% del CRU = [Peso del aceite esencial (g)/Peso del material fresco (g)] x 100
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La densidad de los aceites esenciales se determind pesando por triplicado un volumen
conocido (10uL). Debido al rendimiento de los aceites esenciales solo se realizaron las

pruebas de actividad antibacteriana y el analisis por CG/EM.

5.2. Perfil fitoquimico de A. stellulata

Se realizo la caracterizacion quimica de A. stellulata, comenzando por una deteccién
preliminar con pruebas coloridas de los principales grupos de metabolitos secundarios y
una cuantificacion de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu. Posteriormente, se
realizé un analisis del EMAS por HPLC-DAD-ESI/MS/MS. Para los AEHT y AEI se realiz6

un analisis por CG/MS.

5.2.1. Deteccion preliminar de los principales grupos de metabolitos por pruebas

coloridas de A. stellulata.

La deteccioén de los principales grupos de metabolitos secundarios presentes en el EMAS
y precipitados de A. stellulata, se llevé a cabo con técnicas estandar (Tabla 2). Tubos con
1 mg/mL de EMAS, PMeOH, PHex, PDMSO o PH-0, se les agrego de 3-5 gotas de reactivo.
Los precipitados con los reactivos de Dragendorff y Mayer indican presencia de alcaloides;
la coloracién azul o verde oscuro con cloruro férrico determina la presencia de compuestos
fendlicos; un halo violeta indica glucosidos al realizar el test de Molisch; color verde azulado
identifica esteroides; una coloracién naranja con el test de Liberman-Burchard es dada por
la presencia de lactonas como lactonas sesquiterpénicas y/o cumarinas; finalmente al agitar
los tubos por un minuto y observando una espuma persistente indica la presencia de

saponinas (Guillén-Meléndez et al., 2022; Sujamol et al., 2021; Yunitasari et al., 2022).
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La deteccién de terpenos se realizé por cromatografia en capa fina con una fase mévil de
hexano y etil acetato (8:2), el revelado de las placas se realizé con vainillina-acido sulfarico

y una incubacion de 5 min a 100°C (Ali et al., 2021).

Tabla 2. Reacciones coloridas que se utilizaron para la deteccion de los principales grupos de
metabolitos secundarios presentes en A. stellulata.

GRUPO DE METABOLITOS REVE;@B%X@S&’\ITE REACCION POSITIVA
Reactivo de Dragendorff Precipitado o color naranja
Alcaloides Reactivo de Mayer Precipitado color blanco
Glucésidos 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

Revelado de cromatografia en capa
Terpenos Vainillina-acido sulftrico fina donde las coloraciones van del
rosa al morado-

5.2.2. Cuantificacion de fenoles totales

Se utiliz6 el método de Folin-Ciocalteu para determinar el contenido fendlico total (Rajhi et
al., 2022) con modificaciones en consideracion a Singleton et al. (1999). Brevemente, se
mezclaron 75 yL de EMAS, PMeOH, PHex, PDMSO o PH20 (1 mg/mL de MeOH) con 1150
ML de agua destilada, 250 pL de reactivo de Folin-Ciocalteu y 1500 pyL de carbonato de
sodio al 2%. La absorbancia se midié a 760 nm en el Espectrofotdmetro Lambda 2S UV/Vis

PerkinElmer (USA). Los experimentos se realizaron por triplicado.

5.2.3. Anédlisis por HPLC-DAD-ESI/MS/MS del EMAS de A. stellulata

El analisis fitoquimico del EMAS se realiz6 segun el método descrito por Estrella-Parra et

al., (2019) y Espinosa-Gonzélez et al., (2021), utilizando el mismo sistema HPLC-DAD
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(Thermo Dionex Ultimate 3000 HPLC, UV-ESI-MS, software Chromeleon) y ESI/IMS/MS

(sistema Orbitrap Fusion Tri-hybrid, software Xcalibur, Thermo Scientific Xcalibur V.4.1.5.0).

Se utilizé una columna Nucleodex 3-OH (200 mm x 4 mm, 5 ym; Macherey-Nagel, 720,124).
La muestra se analiz6 mediante una base movil en gradiente: A) 4cido férmico al 0.1% en
agua (v/v); B) acido formico al 0.1% en acetonitrilo (v/v); y C) &cido férmico al 0.1% en
metanol (v/v); comenzando con 95% A, 2% B y 3% C, cambiando a 54% A, 23% B y 23%
C después de 20 min y terminando con 95% A, 2% By 3% C después 30 minutos. El flujo

fue de 0.6 mL/min.

También, se realiz6 el analisis de masa de los siguientes patrones comerciales: catequina
(C1251), quercetina (Q0125), acido gélico (G7384) y acido shikimico (S5375), de Sigma-
Aldrich. Ademas, se consultaron las bases de datos espectrales como mzCloud y

MassBank para determinar los patrones de fragmentacion.

5.2.4. CG-EM del AEHT y AEIl de A. stellulata

El analisis fitoquimico de los aceites esenciales AEHT y AEI se realizaron en el Instituto de
Quimica de la UNAM. Las muestras fueron diluidas en 1 mL de diclorometano.
Posteriormente, se inyectaron al cromatégrafo de gases acoplado a espectrometria de
masas. Para el andlisis se utiliz6 un cromatdgrafo de gases (CG) Agilent Technologies

7890B y un detector de espectrometria de masas (EM) Agilent Tecnologies 5977D.

Se utilizé una columna capilar HP-5MS 30m x 0.25 mm x 0.25mm, como fase mévil Helio a
1 mL/min, con una temperatura del inyector de 280°C, comenzando con una temperatura
de 40°C por minuto, rampa 18°C/min y una temperatura final de 300°C por 5 minutos. El

tiempo de andlisis fue de 25 minutos. El detector de espectrometria de masas por impacto
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electrénico fue de 70eV y con rango de 30-600 (m/z). La identificacion de compuestos se

hizo a través de la comparacion la biblioteca NIST 14.

5.3. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE A. stellulata

5.3.1. Microorganismos utilizados en los bioensayos

La actividad antibacteriana de A. stellulata fue estudiada en las siguientes cepas
bacterianas: Staphylococcus aureus 23MR, S. aureus ATCC 2913, S. aureus CC, S. aureus
CUSI, S. aureus FES-C, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, S. epidermidis FES-C,
Micrococcus luteus ATCC 10240, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853, Escherichia coli
82MR, Enterobacter aerogenes ATCC 13048 y Salmonella typhi ATCC 19430. Fueron
elegidas ya que son de importancia médica, por causar infecciones y sus subsecuentes
complicaciones en el tratamiento de heridas (Abbas et al., 2015, Caldwell, 2020; Elzayat et

al., 2018).

La actividad antibacteriana de A. stellulata se evalué de acuerdo con la directriz M100 del

Clinical and Laboratory Standard Institute. (CLSI 2020).

5.3.2. Determinacién cualitativa de la actividad antibacteriana

La actividad antimicrobiana cualitativa se determind por el método de difusién en agar de
Kirby-Bauer (CLSI, 2020). Los in6culos bacterianos se ajustaron al estandar 0.5 de Mc
Farland (1 x 108 UFC/mL). Se prepararon los discos de papel filtro de 5mm de diametro, se
impregnaron con 2 mg de las particiones (EMAS, PMeOH, PHex, PDMSO o PH,0). Para
los aceites esenciales se aplicaron los siguientes volimenes de acuerdo con su densidad
AEHT 7.5 pyL y del AEI 6 pL. El antibiético Cloranfenicol fue utilizado como control positivo
(30 pg/5 pL) y DMSO como control negativo (10 uL). Los in6culos se sembraron en placas

con agar Mduller-Hinton, los sensidiscos se colocaron sobre la superficie del agar y se
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incubaron por 24 horas a 37°C. Los halos de inhibicién se reportan en mm. Cada bioensayo
se realiz6 por triplicado. Las sustancias que tuvieron actividad se les determind la

concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracion bactericida minima (CBM).

5.3.3. Determinacion cuantitativa de la actividad antibacteriana

A las cepas que fueron sensibles en la prueba de Kirby-Bauer, se les determiné la
concentracion minima inhibitoria (CMI), que es la concentracion minima que inhibe el
crecimiento visible de los microorganismos y la concentracion bactericida minima (CBM)
que se define como la concentracibn minima que elimina a mas del 99.9% de los

microorganismos con la técnica de microdilucién en caldo (CLSI, 2020).

A partir de in6culos al 1.5 x 108 UFC/mL que tenian una absorbancia de 0.242 + 0.019 a
560 nm, se preparé el indculo experimental para lo cual se tomaron 100 uL y se agregaron
a 100 mL de solucién salina (0.9%) para obtener una concentracién de 1.5 x 10° UFC/mL,
de este se agregaron 50 pL a tubos Eppendorf 600 uL. EI EMAS, las particiones y el AEHT
se utilizaron a las siguientes concentraciones 0.612, 0.125, 0.250, 0.5, 1, 2 y 4 mg/mL. El
EMAS vy las particiones fueron disueltos en 1% de DMSO y 1% de Tween 80 (para mejorar
la solubilidad en el medio) en el caldo Miller-Hinton; el AEHT fue disuelto solamente en

caldo y Tween 80 al 1% (volumen final de 50 pL).

Los controles fueron los siguientes: testigo -sin sustancia a evaluar y sin bacteria-, control
negativo -con caldo y Tween 80-, control de crecimiento -con Tween 80 y bacteria-, éste se
realizo para observar que el material con el que disolvié el aceite esencial no afectara el
crecimiento de las bacterias, control con caldo y bacteria; y control positivo -con
cloranfenicol 30 pyg/mL y bacteria-. En todos los casos el volumen final fue de 200 pL.

Posteriormente se incubaron por 24 horas a 37°C.
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Después del periodo de incubacion se agregaron 50 uL de cloruro de tetrazolio (TTC
0.08%), se incubaron por 30 minutos y finalmente se observo la sobrevivencia bacteriana
por el cambio de coloracién; rojo hay sobrevivencia mientras que sin color hay muerte
celular; también se puede observar la baja de intensidad cuando hay reduccion
considerable del crecimiento bacteriano, lo cual nos permite determinar la CMI. Una
repeticiébn se dejo sin TTC para posteriormente ser sembrada en cajas con agar Miller-
Hilton, las cuales se incubaron por 24 horas, esto permite observar el crecimiento

bacteriano y corroborar las lecturas con el TTC.

5.4. Actividad antioxidante de A. stellulata 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
reduccion del radical DPPH por la sustancia a evaluar. EI DPPH es un radical que presenta
una coloracion purpura con un maximo de absorciéon a 515 nm, cuando este es reducido
por el compuesto antioxidante la coloracién se torna amarilla. Para llevar a cabo dicho
método, se realizaron diluciones en DMSO de cada una de las sustancias a evaluar: EMAS,
PMeOH, PHex, PH,O o PDMSO (5-640 pug/mL). En una placa de 96 pozos se agregaron
50 pL de cada dilucion de las muestras a evaluar a 150 pL de una solucién de DPPH (250
UM) en metanol. La mezcla se incubd a temperatura ambiente por 30 minutos en
obscuridad. Finalmente, se midid la absorcion a 515 nm. Como control positivo se utilizé

quercetina (1-10 pg/mL).

Los datos se expresaron como porcentaje de decoloracion, obtenidos mediante la siguiente

formula:

% decoloracion = (Absorbanciamyestra/ Absorbanciapppr) X 100
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Con el porcentaje de decoloracién, a partir de un analisis de regresién, se obtuvo la
concentracion antioxidante media (CAso), es decir, la cantidad necesaria de una sustancia
para reducir en un 50% los radicales libres, por lo tanto, un valor bajo de (CAso) representa
una alta capacidad antioxidante. Se realizaron ocho repeticiones de cada medicién en tres

experimentos independientes.

5.5. Actividad antiinflamatoria: ensayo in vitro de COX-2
El EMAE fue estudiado en cuanto a su capacidad de inhibicion in vitro de COX-2 para
determinar los valores de Clso, es decir, la concentracion de la fraccion o extracto que inhibe

el 50% de la actividad de la enzima (Abdelall et al., 2019).

Se utilizé el kit de COX-2 (human) (Cayman Chemical, USA), de acuerdo con las
indicaciones del fabricante. El EMAS fue previamente disuelto en DMSO quedando a las
concentraciones finales de 12.5, 25, 50 y 100 pg/mL. PMeOH, PHex, PDMSO y PH,O
fueron disueltas en DMSO a una sola concentracion de 100 pug/mL. El Celecoxib es un
farmaco de referencia antiinflamatorio especifico para COX-2, por lo que fue ocupado como
control positivo con tres concentraciones 1, 10 y 100 pM. Los tubos con la reaccién se
prepararon de la siguiente manera: 160 pL de Buffer de reaccion, 10 pL de Hemo, 10 uL de
COX-2 y 10 yL del inhibidor (EMAE, particion o Celecoxib). También, se prepararon dos
tubos mas; uno sin inhibidores que representa el 100% de la actividad de COX-2 y otro con

la enzima desnaturalizada por temperatura (100°C por 3 minutos).

Todos los tubos de reaccion fueron incubados durante 10 minutos a 37°C y se les agrego
10 pL de é&cido araquiddnico, son incubados nuevamente a 37°C durante tres minutos
exactos y se les agrega cloruro de estafio con el objetivo de parar la reaccion enziméatica.
Las PG que se produjeron durante el periodo de reaccion se cuantificaron por ELISA. Se

realizaron diluciones 1:2000 y 1:4000 de cada tubo de reaccion, estas diluciones son las
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que se utilizaron para el ELISA. Los pozos contenian 50 yL de cada tubo de reaccién, 50
UL de tracer y 50 pL de anticuerpo. Para poder determinar la concentracion de PG de los
tubos de reaccion se realiza una curva patron con diferentes concentraciones de un
estandar de PG (15.6-2,000 pg/mL), los pozos con el estdndar contenian lo mismo que los
tubos de reaccién. La placa se dejé incubar en obscuridad y agitacion por 18 horas.
Después, de este periodo se lava la placa cinco veces y de manera consecutiva.
Posteriormente, se agregan a cada pozo 200 pL del reactivo de Ellmann’s y se incuba
nuevamente por 30-60 min. Pasado este periodo se ley6 a una absorbancia de 420 nm. Los
datos se analizaron con un ajuste de curva logistica de 4 parametros. Lo cual nos permite

determinar la concentracion de PG. El % de inhibicién se determiné con la siguiente formula:

% de inhibiciéon = ([Concentracion de PG con COX-2 al 100%] —[Concentracién de PG con

cada inhibidor]/ Concentracién de PG con COX-2 al 100%) x 100

Posteriormente con los porcentajes de inhibicion y la concentracién se determina la Clsg,

con un andlisis de regresion lineal.

5.7. Formulacion de la emulsién con A. stellulatay medida de estabilidad

Se utiliz6 una emulsién que contenia base Beeler y el EMAS. Esta base fue seleccionada
porque permite la penetracion de moléculas polares de alto tamafio molecular en el estrato
cérneo con una distribucién homogénea tanto en la epidermis como en la dermis de ratones
sin pelo (Boiy et al., 2007) La base Beeler se preparé de acuerdo con las indicaciones de
la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS, 2019), con
modificaciones menores (glicerina en sustitucién del propilenglicol). EIl EMAS a diferentes
concentraciones 1, 5 y 10% (p/p) se agregaron a la base Beeler, se mezclo

homogéneamente para obtener al emulsion de EMAS. A las formulaciones se les ajusto el
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pH a 6 con trietanolamina, que es el pH de la piel cercano al de los ratones (pH 6.4) y al de

los humanos (pH 5.5).

Las formulaciones (1 mL) fueron evaluadas en apariencia, color y olor a las 24 h de su
preparacion y durante 6 meses (Xavier-Santos et al., 2022). También, se sometieron a una
prueba de centrifugacion para determinar su estabilidad a 12000 rpm durante 30 minutos
(Centrifuga 5418 Eppendorf, Hamburgo). Terminado el periodo de centrifugacion se
observan si existen cambios visuales en la formulacion. Posteriormente, se determina el
indice de formacién de crema (IC) y se analiz6 por el método de emulsificacion (Wu et al.,

2022), se calculé con la ayuda de la siguiente férmula:

Cl (%) = (Hs/Ht) x 100

Donde CI = indice de formacion de crema, Hs = altura de la emulsién superior, Ht = Altura

de la emulsioén total.

Ademas, se determind la estabilidad de EMAS con un escaneo UV (200-200 nm), donde se
midieron la emulsion EMAS previamente demulsificacion con metanol (32 ug/mL), EMAS a

la misma concentracién y metanol como blanco (Butnariu, 2014; Wu et al., 2022)

5.8. Prueba de irritabilidad en raton CD-1 et/et de EMAE

Para evaluar la irritabilidad de los compuestos se utilizé el método descrito por Drize (1944)
y OECD guideline (2015) for testing chemicals 404, modificando el modelo animal por la
cepa de raton que se utilizara en el protocolo de cicatrizacién. Se utilizaron ratones de seis
a ocho semanas de la cepa CD1 et/et -ratones sin pelo-, estuvieron en condiciones estandar
de ciclo luz y oscuridad, temperatura ambiente 25°C, agua y alimento ad libitum. Los ratones
fueron acondicionados durante siete dias antes del protocolo de investigacion (Putri et al.,

2019). Se seleccionaron los ratones que presentaban piel intacta, fueron separados en
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grupos de tres ratones en cajas individuales, una por cada tratamiento: EMAS, PMeOH,

PHex, PH.O o PDMSO.

El dia O del experimento se aplicaron topicamente 0.1 mL con una jeringa de insulina de los
tratamientos en la zona dorsal de los ratones. La aplicacion fue en forma de cuadrante como
se observa en la figura 1, los diferentes tratamientos fueron aplicados directamente en un
parche adhesivo para heridas (10 cm x 10 cm Farmacia del Ahorro®) y después se colocé
en el dorso del ratén. Los cambios en la aplicacion de zona estan dados en el sentido de

las manecillas del reloj en cada ratén (figura 1).

EMAS (1) EMAS (2) EMAS (3)
1% | 5% 10% | 1% Voo 10%
0% |V V| 5% 5% | 1%

Figura 1. Aplicacién en cuadrantes de las cremas a diferentes concentraciones y el vehiculo (V) en el
dorso de ratones CD-1 et/et. En las tres repeticiones se puede observar como la aplicacion va cambiando de
zona en sentido de las manecillas del reloj.

Debido a que la prueba se hace sin anestesiar a los animales, los ratones se inmovilizaron
con el mismo parche y se colocaron en cajas de acrilico de manera individual por una hora,
el cual es el tiempo indicado para la prueba de irritabilidad. La inmovilizacion permite que
la aplicaciébn permanezca en contacto con una sola area del dorso, sin que el raton se
desprenda el parche o ingiera parte de la formulacion. Después de transcurrida la hora, se
quita el parche, la zona del dorso se limpia con agua estéril para eliminar los restos de los

tratamientos y se realiza la primera observacion, las siguientes se hacen cada 24 horas

21



durante tres dias (24, 48 'y 72 horas) después de la aplicacion y se tomaron anotaciones de
acuerdo con las tablas establecidas por Drize (1944) y OECD guideline (2015) (Tabla 3)
para determinar la formacion de eritema o edema en la zona de la aplicacién. El eritema es
el enrojecimiento difuso o en manchas de la piel, producido por la congestion de los
capilares. Mientras, que el edema es la inflamacién producida por acumulacion excesiva de

liquido seroalbuminoso en el tejido celular.

Tabla 3. Escalas de evaluacién de eritema y edema (Drize 1944; OECD guideline 2015).
ERITEMA

No eritema

Eritema
Eritema bien definido
Eritema de moderado a severo

A W N L O

Eritema severo
Calificacion méaxima posible de eritema: 4
EDEMA

No edema 0
Edema muy ligero apenas perceptible

Edema ligero con bordes sobresalientes con 2
elevacion definida

Edema moderado, con una elevacion méaxima de 1 3
mm aproximadamente

Edema severo, elevacion mayor de 1 mm 4
extendiéndose mas alla del sitio de aplicacion

Calificacion méaxima posible de edema: 4

Una vez obtenidas las lecturas de eritema, se promediaron las calificaciones de las
evaluaciones: 1, 24, 48 y 72 horas, para las tres repeticiones (3 ratones) de cada una de
las concentraciones de los tratamientos a evaluar y el vehiculo. El mismo procedimiento se
utiliza para evaluar el edema. A partir de estos promedios, calcular el indice de irritacion

primaria con la siguiente formula:

indice de irritacién primaria = promedio de eritema + promedio de edema
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La interpretacion de los resultados con base en el indice de irritacion primaria se da con

base a las siguientes categorias (Tabla 4).

Tabla 4. indice de irritacion primaria (Drize 1944; OECD guideline 2015)
INDICE DE IRRITACION PRIMARIA

No irritante 0-1

Ligeramente irritante 1.1-2
Moderadamente irritante 2.1-5
Irritante moderado a severo 5.1-6
Irritante severo 6.1-8

5.9. Evaluacion de la actividad cicatrizante

Para estudiar las propiedades cicatrizantes de A. stellulata se utilizaron ratones Mus
musculus de la cepa CD-1 et/et se realizd el protocolo con ligeras modificaciones de

acuerdo con lo establecido por Garcia-Bores y colaboradores (2020).

Los ratones fueron previamente anestesiados con isoflurorano para realizar una herida
incisional de aproximadamente 17 mm. Los animales fueron divididos en dos partes: A)
evaluaciones fisicas (fuerza de tensién, velocidad y tiempo de reepitelizacién total de la
herida) y B) andlisis histologico (reepitelizacion; tamafio de la zona cicatrizada -TZC-,
disposicién y maduracion del colageno; tejido de granulacion y determinacién de la fase del
proceso de cicatrizacion). Los animales se dividieron en los siguientes grupos (5
individuos/grupo): 1) grupo EMAS (aplicacion del EMAS al 5% en base beeler); 2) grupo
vehiculo (aplicacién de base beeler sin extracto); y 3) grupo Recoveron® (aplicacion del
medicamento estandar para heridas). Los diferentes tratamientos se aplicaron de manera

tépica desde el primer dia que se realiz6 la herida (dia 0) hasta el cierre total (dia 13).

5.9.1. Evaluaciones fisicas del proceso de cicatrizacién de heridas

La longitud de la herida se midi6 diariamente para determinar la velocidad de cierre

(mm/dia) y el tiempo total de reepitelizaciéon (dias). Al final los organismos fueron
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sacrificados en cdmara de CO,. Posteriormente, se determiné la fuerza de tensién (g)
necesaria para abrir la herida con un tensiébmetro calibrado de 1000 g. Todos los

procedimientos se realizaron de acuerdo con la NOM-062-ZO0-1999.

5.9.2. Anélisis histologico de la piel en la zona cicatrizada

Los ratones para el andlisis histolégico fueron sacrificados bajo las mismas condiciones que
los anteriores. Después, se tomaron muestras de piel en la zona de cicatrizacién de la
herida y piel adyacente. Las muestras se fijaron en solucion tampoén de paraformaldehido
PBS al 2% (p/v) (pH 7.2) durante 24 horas. Posteriormente, se deshidrataron con una
secuencia de soluciones etandlicas (70, 80, 95, 96 y 100% v/v), se aclararon con dos
cambios de xilol, para después ser incluidos en parafina. Las muestras se cortaron por la
mitad para obtener las partes distal y media de la herida para su inclusion. Luego, se
realizaron cortes de 3 um de grosor, se tileron con Hematoxilina-Eosina esto permitio
reconocer la estructura general del tejido, otras sesiones fueron refiidas con la tincién
tricrémica de Masson que nos ayudé a observar la maduracién del colageno (Garcia-Bores

et al., 2020).

Los parametros que se consideraron en el diagnostico histoldgico fueron los siguientes: a)
reepitelizacion, b) TZC (las medidas se obtuvieron con el software NIS-Elements BR -
version 3.2- proporcionado por Nikon Instruments), ¢) grosor, disposicién y maduraciéon
colageno, d) Tejido de granulacion, e) la fase del proceso de cicatrizacion de las muestras
(considerando las capas de la piel normal, glandulas sebaceas y foliculos pilosos). Los
resultados de la aplicacion de EMAS (5%) se compararon con los ratones del grupo de
referencia con aplicacién del farmaco Recoveron® (C+) (acexamato de sodio en crema) y

el grupo con aplicacién del vehiculo base Beeler (C-).
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6. ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos de la cuantificacion de fenoles, la actividad antioxidante sobre DPPH, la inhibicién
de COX, la actividad cicatrizante por el método del tensibmetro y la velocidad de cierre de
las heridas se sometieron a andlisis de varianza de un factor (ANOVA p > 0.05). Las
actividades que tuvieron diferencias significativas se les realizo una prueba de Tuckey’s.
Los datos de las medidas diarias de la herida a un analisis de regresion lineal para
determinar la velocidad de cierre. Todos los analisis fueron realizados con el programa

GraphPad Prism 9.

7. RESULTADOS

7.1. MATERIAL VEGETAL

7.1.1. EMAS y particiones

El rendimiento total del EMAS fue de 121.42 g (10.32%) a partir de 1176.5 g de planta seca
de A. stellulata. Para poder evaluar las actividades biologicas se reservé una parte del
EMAS (50.42 g). Al resto (71 g) se le realiz6 una particion con metanol/hexano de la cual
se obtuvieron: la PMeOH, PHex, PH,O y PDMSO su rendimiento en gramos y porcentaje
esta dado a partir de los 71 g del CRU que fue procesado, es decir, el 100% del extracto
gue se particioné. EI mayor rendimiento lo tiene la PMeOH, seguida del PDMSO, la PHex

y el PH,O (Tabla 5).

Tabla 5. Rendimientos de la particién del EMAS de A. stellulata.
EMAS de A. stellulata (71g = 100%)

PMeOH PHex PH.0 PDMSO
31.46g 10.18g 489 g 13.33g
(44.23%) (14.31%) (6.87%) (18.74%)

El rendimiento total del extracto crudo metandlico de A. stellulata fue de 121.42 g (10.32%) a partir de 1176.5 g de planta
seca. CRU=crudo, PMeOH=particién metanolica, PHex=particion hexanica, PH,O=particién miscible en agua y
PDMSO=particion miscible en dimetilsullféxido.
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7.1.2. Aceites esenciales AEHT y AEI

El AETH tuvo un rendimiento de 0.83%, color amarillo y una densidad de 0.83 + 0.0219
g/mL. Mientras, que el AEI tuvo un rendimiento de 1.0%, coloracion amarilla y densidad de
0.67 + 0.01549 g/mL. Debido al rendimiento los aceites esenciales solo fueron utilizados

para evaluar su actividad antibacteriana y realizar el andlisis de CG/MS.

7.2. Perfil fitoquimico de A. stellulata

7.2.1. Screening fitoquimico de los principales grupos de metabolitos de A. stellulata.

El EMAS, PMeOH y PH0O tuvieron reaccién positiva con cloruro férrico, la cual revela la
presencia de fenoles. En cuanto a la prueba de Molish todos fueron positivos para
compuestos glicésilados, teniendo una reaccibn mas intensa en el extracto EMAS, la
PMeOH y PDMSO; en menor proporcion la PHex y PH>O. La reaccion con vainillina-acido
sulfurico nos muestra que la PHex y la PDMSO tienen terpenos. En PHex, PH,O y PDMSO
cuenta con lactonas (sesquiterpénicas o cumarinas) de acuerdo con lo observado al
agregar el reactivo de Baljet. EI EMAS, PHex y PDMSO tienen metabolitos del tipo esteroide
por la reaccion con Liebermann-Buchard. Para la prueba de saponinas solo se observé la
formacion de espuma en EMAS. Mientras, ninguno tiene compuestos del tipo alcaloide ya

gue no se formaron precipitados con los reactivos de Dragendorff y Mayer (Tabla 6).
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Tabla 5. Screening fitoquimico de metabolitos secundarios de A. stellulata.

A. stellulata
METABOLITO REACTIVO EMAS PMeOH PHex PH20 PDMSO
Fenoles FeCls ++ +++ - ++ -
Mayer - - - - _

Alcaloides

Dragendorff - - - - -
Glicosidos Molish +++ +++ + ++ +++
Saponinas Espuma + - - - -
Terpenos Vainillina - - +++ + +
Lacton_as o Baliet ) ) t . s
Sesquiterpénicas

. Liebermann-

Esteroides Buchard + - ++ - +

* El signo (+) significa que el resultado es positivo, mayor reaccion positiva (+++), media (++), baja (+) y reaccién negativa
(-). CRU=crudo, PMeOH=particion metandlica, PHex=particion hexanica, pH,O=precipitado miscible en agua y
pDMSO=precipitado miscible en dimetilsullféxido.

7.2.2. Cuantificacion de fenoles totales

La PMeOH tuvo la mayor concentracion de fenoles totales (178.218 + 0.015 mg EAG/ g de
extracto), después la PDMSO (151.1 + 0.031 mg de EAG /g de extracto) seguida del EMAS
(133 + 0.044 mg de EAG /g de extracto), el PH,O (131.823 + 0.019 mg de EAG/g de
extracto) y finalmente la PHex (32.06 + 0.001 mg de EAG/g de extracto). Hasta el momento
no se ha informado la concentracion de fenoles totales de A. stellulata u otro miembro del

género Asterohyptis.
7.2.3. Anédlisis por HPLC-DAD-ESI/MS/MS del EMAS de A. stellulata

En el andlisis HPLC-DAD-ESI-MS/MS se identificaron tres compuestos (Figura 2): 2-(3,4-
dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-3-[2,3,4-trihidroxi-5 -(hidroximetil) ciclohexoxi] cromen-4-ona (1),
quercetina-3-0-glicésido (1) y 2-O-(4-hidroxi-cinamoil), 4'-O-D-glicopirandsido (glicsido del

acido rosmarinico) (Il).
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Figura 2. Cromatograma AsM. |. 2-(3,4-dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-3-[2,3,4-trihidroxi-5-(hidroximetil)
ciclohexoxi] cromen-4-ona (463,07 m/z [M+H]), Il. quercetina-3-O-glicésido (465,23 m/z [M+H]), lll. 2-O-
(4-hidroxi-cinamoil),4'-O-D-glicopirandsido (507.37 [M+H]). UV: 254 nm.

7.2.3.1. Andlisis de masas de derivados de compuestos de quercetina

Se identificaron dos derivados de compuestos de quercetina (1 y Il) (Fig. 2. 1 y Il). La aglicona
quercetina presentd un fragmento de 303 m/z [M+H] (> 15%). Los iones presentes en los

compuestos y en el estandar de quercetina son: 80, 156, 212, 280, 303 m/z [M+H].

El compuesto | (TR: 12.42 min) tiene un i6n molecular de 463.07 m/z [M+H] (Fig. 3). La
fragmentacion del ciclitol presenté pérdida de cuatro grupos hidroxilo (68 u) que
corresponden al fragmento 395.13 m/z [M+H]. Ademas, el ion de 303 m/z [M+H] es el de la
aglicona, este mismo estd presente en el estandar de quercetina, en los informes de
espectros de PubChem y el estudio de Espinosa-Gonzalez (et al., 2021). Posteriormente,

hay pérdida de metinos y metilenos, respectivamente.
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Figura 3. Patron de fragmentacion del compuesto |. 2-(3,4-dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-3-[2,3,4-
trihidroxi-5-(hidroximetil) ciclohexoxi] cromen-4-ona (463,07 m/z [M+H]). La deteccion de masas se
realizé6 en modo positivo [M+H].

El compuesto Il (TR: 14.58 min) tiene un ion molecular es de 465.23 m/z [M+H] (Fig. 4).
Region de glucosido, presenta pérdida de cuatro hidroxilos (68 u) que corresponden al
fragmento de 397.17 m/z [M+H]. De igual manera presenta un heteroatomo de oxigeno en
gue corresponde al 329 m/z [M+H]. Luego, la fragmentacién del enlace éter origina un
fragmento de 303 m/z [M+H], correspondiente a la quercetina aglicona, este ion esta
representado en el patron de fragmentacion del estandar quercetina, al reporte de espectros
en MassBank y al estudio de Espinosa-Gonzalez y colaboradores (2021). Finalmente, se
forma un fragmento de 153 m/z [M+H)] por la retrorreaccion Diels-Alder en el anillo C de la

aglicona de quercetina.
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Figura 4. Patron de fragmentacion del compuesto Il. Quercetina-3-O-glicosido (465,23 m/z [M+H]). La
deteccién de masas se realizé en modo positivo [M+H].

7.2.3.2. Andlisis de masas del glicésido del acido rosmarinico

El compuesto Il (TR: 18.13 min) tiene un i6n molecular de 507.37 m/z [M+H] (Fig. 5). La
region de glicopirandsido presenta pérdida de grupos hidroxilo (68 u) originando fragmento
439.17 m/z [M+H]. Posteriormente, por doble transposicién de hidrogeno a oxigeno del
enlace éter, se libera una molécula de agua (18 u), rompiendo el anillo del heterociclo, y
liberando una cadena alifatica de CesHs (75 u), formando un fragmento-de 344 m/z [ M+H],
gue corresponde a aglicona. Esto, por una transposicién de hidrégeno rompiendo el enlace
éster originando un fragmento de 148.97 m/z [M+H]. Por otra parte, la aglicona pierde el
grupo &cido, formando el fragmento mas abundante 287 m/z [M+H]. Los siguientes
fragmentos son pérdida de oxigeno (16 u) 271 m/z [M+H], formando orto-dihidroxibenceno
148.97 m/z [M+H], esta pérdida dos oxigenos (32 u) y un reordenamiento de McLafferty

formando un grupo de propilio.
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Figura 5. Patron de fragmentacion del compuesto Ill. 2-O-(4-hidroxi-cinamoil),4'-O-D-glicopiranésido
(507.37 [M+H]. La deteccion de masas se realiz6 en modo positivo [M+H].

7.2.4. CG-EM del AEHT y AEIl de A. stellulata.

7.2.4.1. CG-EM del AEHT

La caracterizacion quimica del AEHT por CG-EM permiti6 identificar 11 compuestos de los
cuales 9.10% fueron monoterpenos y 90.90% sesquiterpenos. Los principales
constituyentes son: 6xido de cariofileno (20.48%) y a-bisabolol (13.60%) (Figura 6 y tabla

7).
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Figura 6. Cromatograma de CG-EM del AEHT de A. stellulata. A) 6xido de cariofileno y B) a-bisabolol.
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Tabla 7. Constituyentes del AEHT de A. stelullata identificados CG-EM.

TR Molécula %Area
11.51 criptona 1.83
12.47 3-isopropilbenzaldehido 0.83
13.32 cuminol 0.67
15.00 (-)-B-borboneno 3.13

naftaleno, decahidro-4a-metil-1-metileno-7-(1-
16.64 metiletenil)-, [4aR-(4a.a.,7.a.,8a.B.)]-
16.89 B-bisaboleno 2.13
18.03 B-spatulenol 9.72
18.13 oxido de cariofileno 20.48
18.50 (1R,3E,7E,11R)-1,5,5,8-Tetrametil-12-oxabiciclo 3.55
[9.1.0] dodeca-3,7-dieno (derivado del humuleno)
2-furanmetanol, tetrahidro-a,a.,5-trimetil-5-(4- 8.39
19.11 metil-3-ciclohexeno-1-il), [2S-[2-0,5-B(RM)]]-
(derivado del bisabolol)
19.46 a-bisabolol 13.60
TOTAL 62.5%

Los constituyentes no identificados y con porcentajes menores a 0.5% fueron omitidos.TR: tiempo de retencion, AEHT:
aceite esencial de hoja tallo.

7.2.4.2. CG-EM del AEI

El analisis por CG-EM del AEI mostr6é una mayor diversidad de compuestos que respecto
al de AETH. Se identificaron 22 de los cuales 13.16% fueron monoterpenos y 84.21%
sesquiterpenos. Los componentes principales fueron el germacreno D (19%), cariofileno
(11.96%), el a- bisabolol (9.62%), el a-cadinol (5.80%) y el 6xido de cariofileno (5.42%)

(Figura 7 y tabla 8).
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(TR 15.59); B) Germacreno D (TR 16.47); C) a-cadinol (TR 19.11) y D) a-bisabolol (TR 19.47)

Tabla 8. Constituyentes del AElI de A. stelullata identificados por el analisis de CG-EM.

TR Molécula %Area
6.60 a-pineno 0.54
7.46 B-pineno 0.22
8.38 o-cimeno 0.21
8.46 D-limoneno 0.21
13.27 acetato de bornilo 1.10
14.17 elemeno isémero 0.29
14.38 a-cubebeno 0.22
14.84 a-copaeno 1.15
15.01 (-)-B-borboneno 1.75
15.59 cariofileno 11.96
16.13 humuleno 2.04
16.25 alloaromadendreno 0.92
16.46 ®-muuroleno 0.59
16.57 germacreno D 19.00
16.89 B-bisaboleno 2.01
17.40 ciclohexeno, 4-[(1E)-1,5-dimetil-1,4-hexadien-1- 7.44
yl]-1-metil
18.13 oxido de cariofileno 5.42
18.93 tau-cadinol 2.79
19.11 a-cadinol 5.80
19.47 a-bisabolol 9.62
TOTAL 73.28%

Los constituyentes no identificados fueron omitidos. TR: tiempo de retencion, AEI: aceite esencial de inflorescencia.
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7.3. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE A. stellulata

7.3.1. Determinacién cualitativa de la actividad antibacteriana

7.3.1.1. EMAS y particiones

La evaluacion cualitativa de la actividad antibacteriana de EMAS, PMeOH, PHex, PH.O y
PDMSO de A. stellulata mostraron actividad sobre cinco cepas gram positivas (Tabla 9). El
EMAS tuvo actividad en S. aureus FES-C y S. epidermidis FES-C. La PMeOH presento
actividad sobre S. aureus ATCC29213, S. aureus CCy P. aureginosa ATCC27853. La PHex
fue activa frente a S. aureus ATCC 29213, S. aureus CC, S. aureus FES-C y S. epidermidis
ATCC 12228. La PDMSO tiene actividad en S. aureus ATCC29213, S. aureus CC, S.
aureus FES-Cy S. epidermidis FES-C. La PH,O mostr6 actividad en S. aureus ATCC29213,

S. aureus CC, S. epidermidis ATCC 12228 y S. epidermidis FES-C.

Todos los tratamientos fueron activos al menos en una cepa de S. aureus y S. epidermidis
(Tabla x). Los mayores halos de inhibicion los presentaron la PHex (7.68 + 0.68), el PH,O
(7.46 + 0.05) sobre S. epidermidis ATCC 12228 y la PMeOH (7.05 + 0.20) sobre S. aureus
ATCC 29213. ElI EMAS fue el que inhibi6é el menor nimero de microorganismos S. aureus
FES-C y S. epidermidis FES-C. Estos resultados mostraron diferencias estadisticamente

significativas (p < 0.05) en comparacion con el cloranfenicol (control positivo).
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Tabla 9. Actividad cualitativa antibacteriana del EMAS y particiones de A. stellulata.

Tratamientos (mm)

Cloranfenicol

Cepa
EMAS PMeOH PHex PDMSO PH20 (30 pg)
S. aureus (+) NA NA NA NA NA 24.30 + 0.44
23 MR
S. aureus (+) NA 7.05+0.20 6.13+0.20 6.40+0.57 5.98+0.65 22.37+0.98
ATCC 29213
S. augegs (+) NA 6.16 + 0.37 NA 516 £0.20 6.28+0.45  20.42+1.20
S. aureus (+) NA NA NA NA NA 23.02 +£0.92
cusl
S. aureus (+) 5.96 + 0.06 NA 573+0.25 5.83+0.14 NA 23.13+1.35
FES-C
S. epidermidis
+) NA NA 7.68 +0.68 NA 7.46+0.05  23.95+253
ATCC 12228
S. epidermidis
+) 6.66 + 0.26 NA NA 6.01+055 6.04+0.18  21.12+1.69
FES-C
M. luteos (+) NA NA NA NA NA 13.75 +2.37
ATCC 10240a
P. aureginosa (-) NA NA NA NA NA 21.12 +1.69
ATCC27853
E. coli (-) NA NA NA NA NA 27.22+1.91
82MR
E. aerogenes (-) NA NA NA NA NA 25.73+1.62
ATCC 13048
S. typhi (-) NA NA NA NA NA 26.63 +1.89
ATCC 19430

Todos los tratamientos estuvieron a una concentraciéon de 2mg por sensidisco. Los resultados se presentan como el

promedio de los halos de inhibicion (mm) de tres repeticiones + Desviacion estandar. Bacterias gram positivas (+), Bacterias

gram negativas (-), No activo (NA), Cloranfenicol (C+), EMAS: extracto crudo metandlico de A. stellulata, PMeOH: particién
metandlica, PHex: particion hexanica, PDMSO: particion miscible en dimetilsulféxido, PH,O: precipitado acuoso.

7.3.1.2. AEHT y AEI

El AETH tuvo actividad sobre las diferentes cepas de S. aureus. Mientras, el AEI tuvo

actividad sobre la mayoria de las cepas de S. aureus, con excepcion de S. aureus CC (Tabla

10).

Tabla 10. Actividad antibacteriana de los aceites esenciales de A. stellulata.

Halos de inhibicion (mm)

Cepa
AEHT AEI Cloranfenicol (C+)
S. aureus 23 MR 6.00 £ 0.00 6.00 £ 0.00 22.00+0.28
S. aureus CUSI 7.60 £ 0.06 7.60 £ 0.06 20.00 +0.00
S. aureus FES-C 6.00 + 0.00 5.50 + 0.00 22.50+0.70
S. aureus ATCC29213 6.00 + 0.00 6.30 + 0.06 25.00 £ 0.00
S. aureus CC 6.10 £ 0.28 NA 20.00 + 0.00

N.A. No activo. *Halos en mm. (Promedio + desviacion estandar). AEHT: aceite esencial de hojas y tallos, AEIl: aceite

esencial de inflorescencia.
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7.3.2. Determinacidn cuantitativa de la actividad antibacteriana

Las cepas que tuvieron actividad en el protocolo de difusién en agar se les determind su
CMl y CBM (Tabla 11). La PH20 tiene una CMI de 1 mg/mL y CBM de 2 mg/mL sobre S.

epidermidis FES-C.

Las cepas S. aureus ATCC 29213 y S. aureus CC fueron ligeramente susceptibles a los
diferentes extractos: PMeOH, PHex, PDMSO y PH,0 en la prueba cualitativa. Sin embargo,
su CMI esté por encima de la concentracion mas alta evaluada de 4 mg/mL. Por lo tanto, la

CBM no se pudo determinar.

Tabla 11. Valores de CMly CBM de A. stellulata.
Tratamientos (mg/mL)

EMAS PMeOH PHex PDMSO PH20
CMI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM

Cepa

S. aureus
ATCC 29213
S. aureus - >4
cC
S. aureus >4
FES-C
S.
epidermidis - - - - >4 - - - 1 2
ATCC 12228
S.
epidermidis >4 - - - - - >4 - >4 >4
FES-C
Los resultados se presentan en mg/mL del promedio de las tres repeticiones. No fueron evaluadas por falta de actividad (-),
EMAS: extracto crudo metandlico de A. stellulata, PMeOH: particion metandlica, PHex: particién hexanica, PDMSO:
particién miscible en dimetilsulféxido, PH,O: precipitado acuoso.

- >4 - >4 - >4 - >4 >4
- >4 - >4 - >4 >4

- > 4 - >4 -

7.4. Actividad antioxidante de A. stellulata sobre el radical DPPH

La actividad antioxidante de A. stellulata fue determinada por el método de reduccion del

DPPH se evaluaron EMAS, PMeOH, PHex, PH.O y PDMSO.

La PMeOH presento la mayor actividad antioxidante (CAso = 102.79 £ 3.15 yg/mL), seguido
por el EMAS (CAso = 112.84 + 3.71 yg/mL), después la PDMSO (CAsp = 122.65 + 10.98
pg/mL), la PH20 (CAso = 137.79 £ 6.05 pg/mL) y por ultimo la PHex (CAso = 1496.53 + 30.79

pMg/mL). El estandar quercetina tuvo la mayor actividad antioxidante (CAso de 5.01 + 0.1
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pMg/mL). El analisis de ANOVA indica que existen diferencias significativas (p < 0.05 o
p=1.79e-16). La prueba de Tuckey’s muestra que estas diferencias son entre el estandar y
EMAS, PMeOH, PHex, PH,O y PDMSO. La PHex también mostro diferencia con el resto

de las sustancias evaluados como se puede observar en la Tabla 12.

Tabla 12. Actividad antioxidante de A. stellulata sobre el radical DPPH.
DPPH (CAso pg/mL)

Quercetina EMAS PMeOH PHex PH20 PDMSO
1496.53 +
5.01+0.1* 112.84 £3.71 102.79 £ 3.15 30,79 137.79+6.05 122.65+10.98

Cada valor corresponde al promedio de tres experimentos diferentes + valores de desviacion estandar. CAsp =
concentracién antioxidante media. Diferencia significativa de quercetina (*) (p < 0.05 o p=1.79e-16) con respecto al resto de
las sustancias. Diferencia significativa de PHex (1) (p < 0.05 o p=1.79e-16) con respecto al resto de las sustancias.

El estandar quercetina tuvo el valor de CAso menor. Pero, se debe considerar que esto es
debido a que se trata de un compuesto puro con alta actividad antioxidante, en comparacion
con EMAS, PMeOH, PHex, PH,O y PDMSO que aln son una mezcla compleja de
compuestos que pueden tener o no dicha actividad. Mientras, que las diferencias entre
éstos y la PHex es por su baja capacidad antioxidante CAso de 1496.53 £ 30.79 pg/mL; lo
anterior podria ser porque dicha actividad se le atribuye principalmente a lo compuestos

fendlicos que se encuentran presentes en EMAS, PMeOH y PH;0.
7.5. Actividad antiinflamatoria de EMAS: ensayo in vitro de COX-2

El EMAS tiene una Clso= 28 pg/mL, el Celecoxib Clsp= 22.35 uM y las particiones tuvieron
diferentes porcentajes de inhibicién a la concentracion de 100 pg/mL (Tabla 13). Hasta el
momento de la blsqueda, no se han encontrado investigaciones sobre la inhibicion de

COX-2 con Asterohyptis o Hyptis.
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Tabla 13. Inhibicién in vitro de COX-2 por A. stellulata.
% DE INHIBICION

TRATAMIENTO (100 pg/mL) Clso
EMAS 94.69 28 pg/mL
PMeOH 82.40 -
PHex 96.92 -
PDMSO 88.330 -
PH20 92.1390 -
Celecoxib - 44.35 uM

COX-2: ciclooxigenasa 2, Clso: Concentracion inhibitoria media, EMAS: extracto metandlico de A. stellulata, PMeOH:
particion metandlica, PHex: particion hexanica, PDMS: Particion dimetilsulféxido, PH,O: particién acuosa, - = dato sin
evaluar.

7.7. Formulacion de la emulsién y medida de estabilidad

Las formulaciones desarrolladas no mostraron cambios visibles durante los 6 meses de
observacién. Después, de la centrifugacién se mantuvo la estabilidad de la formulacién con
un IC =100 y no hubo cambios en el aspecto visual de la formulacién. El escaneo UV (200-
400 nm) de la base demulsificada y EMAS a la misma concentracién no mostré cambios e

el patrén de absorcion.

7.8. Prueba de irritabilidad en raton CD-1 et/et de EMAE

Las observaciones de la piel de raton expuestas a la aplicacibn de las diferentes
concentraciones (1, 5y 10%) del EMAS vy las particiones de A. stellulata no mostraron
caracteristicas de edema o eritema en las observaciones a 1, 24, 48 y 72 horas
postratamiento (Tabla 14). Los resultados nos permiten inferir que la aplicacién tépica de la

crema con diferentes concentraciones no induce irritacion en la piel de ratén CD-1 et/et.

38



Tabla 14. Evaluaciones obtenidas en la prueba de irritabilidad dérmica primaria de A. stellulata.

Tiempo (h)

x's 1 24 48 72
EMAS 194 0 0 0 0
5% 0 0 0 0

10% 0 0 0 0
PMeOH ¢, 0 0 0 0
5% 0 0 0 0

10% 0 0 0 0

PHeX 1o 0 0 0 0
5% 0 0 0 0

10% 0 0 0 0
PDMSO ¢, 0 0 0 0
5% 0 0 0 0

10% 0 0 0 0

PH2O 194 0 0 0 0
5% 0 0 0 0

10% 0 0 0 0
Vehiculo 0% 0 0 0 0

TX’s: tratamientos, EMAS: extracto crudo metandlico de A. stellulata, PMeOH: particion metandlica, PHex: particion
hexanica, PDMSO: particién dimetilsulfoxido, PH,O: particion acuosa.

Es importante resaltar que el cambio de la tonalidad de la piel que se observaron después
de 1 hora de aplicacion es debido al contacto con las formulaciones, ya que a pesar de que
se limpié el area con agua estéril y gasas, la piel conservé parte de los compuestos de la

planta (Tabla 15).

39



Tabla 15. Imagenes del dorso de los ratones a los que se les realizé la prueba de irritabilidad dérmica
primaria de la aplicacién tépica de A. stellulata.

TX's
H
EMAS PMeOH PHex PDMSO PH,0O
Y
1
24
W
N
) .
72

En las imagenes de la primera observacion (1 hora) del raton elegido para las fotos, se muestra el cuadrante de la
aplicacion de los tratamientos 1%, 5%, 10% y el vehiculo (V). Las imagenes de las revisiones posteriores son del mismo
individuo, por lo cual, ya no se dibuj6 el cuadrante nuevamente. H: horas, TX’s: tratamientos, EMAS: extracto crudo
metanolico de A. stellulata, PMeOH: particion metandlica, PHex: particion hexanica, PDMSO: particion miscible en
dimetilsulféxido, PH,O: precipitado acuoso.

Estos resultados no permitiran continuar con los protocolos de actividad cicatrizante y
discernir la concentracion idonea para evaluar dicha actividad. Dados los resultados
podriamos ocupar incluso la dosis maxima. Sin embargo, se ha reportado que las dosis
altas no necesariamente son mejores, incluso pueden llegar a ser citotoxicas y disminuir el
proceso de cicatrizacion (Chiocchio et al.,, 2019). Por lo cual, se decidi6 utilizar la

concentracion intermedia, es decir, 5% del EMAS para evaluar la actividad cicatrizante.
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7.9. Evaluacion de la actividad cicatrizante

7.9.1. Evaluaciones fisicas del proceso de cicatrizacién de heridas

La cicatrizacion de heridas se evalu6 con el EMAS a una concentracion de 5% (Tabla 16).
El grupo con la aplicacién de A. stellulata tuvo resistencia a la fuerza de tensién y velocidad
de cierre de la herida, similar al grupo Recover6n® y mayor que el grupo con aplicacion del
vehiculo. Todos los grupos tuvieron el cierre total de la herida al dia 13. La velocidad del
cierre de la herida fue similar entre los grupos tratados con A. stellulata (1.479 £ 0.043) y el
Recoveron® (1.509 + 0.040), las heridas tratadas con el vehiculo-base Beeler- tuvieron la

menor velocidad de cierre (1.330 + 0.039).

Tabla 16. Resumen de los resultados de las evaluaciones fisicas con los diferentes tratamientos:
A. stellulata, Recoverén® y Vehiculo. Aplicacidn tdpica en ratén CD-1 et/et.

Grupos Fuerza de tension Cierre total,de la herida Velocida_ld del cier(e de
(9) (dias) la herida (mm/dia)
A. stellulata 960 + 89.44 13 1.479 + 0.043
Recover6n® 940 + 89.44 13 1.509 + 0.040
Vehiculo 774 £ 217.67 13 1.330 £ 0.039

7.9.2. Anédlisis histologico de la piel en la zona cicatrizada

Las secciones de piel donde se encuentra la zona cicatrizada se tifieron con Hematoxilina-
Eosina para reconocer la estructura general del tejido, observar la formacion de neodermis
-reepitelizaciéon-, definir el tamafio de la zona cicatrizada -TZC- (la zona en la que se hizo
la herida y se recuperé con la aplicacion de los distintos tratamientos), la revision del tejido
de granulacién nos permite reconocer grupos celulares presentes en la zona, infiltrado
inflamatorio, angiogénesis e incluso procesos de regeneracion por la presencia de
glandulas y foliculos. Mientras, la tincion tricromica de Masson se utilizé para observar el

grosor, disposicion y maduracion del colageno en la zona cicatrizada.
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7.9.2.1. Reepitelizacién y tamafio de la zona cicatrizada

Las secciones de la zona cicatrizada con la aplicacién de los diferentes tratamientos
mostraron diferencias en la reepitelizacién (Figura 8). Los ratones tratados con A. stellulata
y Recover6n® muestran una epidermis similar a la piel normal (Fig. 8. A, B, Cy D), mientras

gue el grupo vehiculo (Fig. 8. E y F) muestra una epidermis visiblemente méas delgada.

Fig. 8. Imagenes representativas del analisis histolégico de secciones de la epidermis de
neoformacion tefiidas con H&E en la herida cicatrizada (centro) con los diferentes tratamientos (400x).
A) y B) Tratamiento con A. stellulata (As); C) y D) Tratamiento con Recoverdn® (C+); E) y F) Tratamiento con

vehiculo (C-). EN: epidermis de neoformacién.

Asimismo, el TZC fue menor en el grupo A. stellulata 473.82 + 166.72 pm (Fig. 9 Ay B),
seguido por el grupo Recover6n® 1406.85 = 1059.92 um (Fig. 9 C y D), y finalmente el
grupo vehiculo 1736.08 + 854.64 um (Fig. 9 E y F). La reepitelizacion y la contraccion de la
herida (reduccién del tejido de granulacion -zona cicatrizada- para resolver la separacion

producida en los bordes de la herida) son caracteristicas de la fase proliferativa (Low et al.,
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2021). Por lo tanto, A. stellulata promueve el progreso de la fase proliferativa a la

remodelacion.

s

N TZC

v

C- v C-

Fig. 9. Imagenes representativas del analisis histoldgico de secciones zona cicatrizada tefiidas con
H&E en la herida cicatrizada (centro) con los diferentes tratamientos (400x). A) y B) Tratamiento con A.
stellulata (As); C) y D) Tratamiento con Recoveron® (C+); E) y F) Tratamiento con vehiculo (C-). TZC: tamafio
de la zona cicatrizada.

7.9.2.2. Grosor, disposicion y maduracion del colageno

Al grupo de ratones que se les aplic6 de manera tépica A. stellulata mostré mejor
desempenio en la distribucién y maduracién del colageno (Fig. 10 A y B), formando fibras
densas y organizadas, similar al grupo Recoveron® (Fig. 10 C y D); de forma contraria, la
piel tratada con el vehiculo tuvo menor maduracion y organizacion del coldgeno (Fig. 10 E
y F). La matriz extracelular como componente principal tiene al colageno, es la proteina

més abundante en el tejido de la piel, y la proporcion adecuada es esencial durante la
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formacion del tejido conectivo y el proceso de cicatrizacion de heridas (Pérez-Contreras et
al.,, 2022). Ademés, como se mencion0 anteriormente, en la fase de remodelacion es
fundamental el cambio de colageno tipo Ill a colageno tipo | (Wang et al., 2018). Estos
resultados estan relacionados con la resistencia a la traccion reportada para los diferentes
tratamientos, lo que confirma que la aplicacion topica de A. stellulata aceler6 el progreso a

la fase de remodelacion.

Fig. 10. Imagenes representativas del analisis histologico del colageno tefiido con Masson’s en los
costados de la zona cicatrizada con los diferentes tratamientos (400x). A) y B) Tratamiento con A.
stellulata (As); C) y D) Tratamiento con Recover6n® (C+); E) y F) Tratamiento con vehiculo (C-). COL:

colageno.
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7.9.2.3. Tejido de granulacién

El estudio histoldgico del tejido de granulacion -zona cicatrizada- (Figura 11) es consistente
con los resultados anteriores. Las secciones del grupo A. stellulata presentan menor
namero de fibroblastos/miofibroblastos, abundantes vasos sanguineos y no se observo
infiltrado inflamatorio (Fig. 11 Ay B). Por su parte, el grupo Recoverén® presenta profusion
de fibroblastos reactivos, pocos vasos sanguineos y nula presencia de infiltrado inflamatorio
(Fig. 11 Cy D). Finalmente, en el grupo vehiculo tiene un nimero intermedio de fibroblastos,

pocos vasos sanguineos y neutréfilos (Fig. 11 Ey F).
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Fig. 11. Imagenes representativas del analisis histoldégico de secciones de tejido de granulacion

tefiidas con H&E en la herida cicatrizada (centro) con los diferentes tratamientos (400x). A) y B)

Tratamiento con A. stellulata (As); C) y D) Tratamiento con Recoveron® (C+); E) y F) Tratamiento con
vehiculo (C-). F: fibroblasto, M: miofibroblasto, V: vaso sanguineo, N: neutrdfilo.

El conjunto de resultados de las evaluaciones fisicas (Tabla 15) y los resultados del analisis
histolégico, nos permiten determinar la fase de cicatrizacion y/o la regeneracion de las

secciones de piel a las que se les aplicaron los diferentes tratamientos (Tabla 17).
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Tabla 17. Resumen de los resultados del andlisis histolégico de los tejidos con tratamientos: A.
stellulata, Recover6n® y Vehiculo. Aplicacién tépica en ratén CD-1 et/et.

TZC TG Fases
Grupos (um) coL E D F M N Vv (transicion)
437.82
A. stellulata + +++ R R + ++ - +++ Remodelacién/Regeneracion
166.72
- 1406.85
Reco(\éiron® + +++ R NR +++ + - ++ Proliferacién/Remodelacion
( ) 1059.92
. 1736.08
Vehclculo * ++ R NR ++ - + + Inflamacion/Proliferacion
©) 854.64

TZC: tamafio de la zona cicatrizada, COL: colageno, E: epidermis, D: dermis, TG: tejido de granulacién, R:
regeneracién, NR: sin regeneracion, F: fibroblastos, M: miofibroblastos, N: neutréfilos, V: vasos sanguineos, -:
ausentes, +: pocos, ++: regulares, +++: muchos.

El grupo vehiculo (C-)se encuentra en la transicion de la inflamacion a la proliferacion (Tabla
17), por la presencia de neutréfilos, pocos fibroblastos, coldgeno inmaduro, menor
resistencia a la tension, tamafio mayor en la zona cicatrizada, permanencia del tejido de

granulacion y sin formacién de las capas caracteristicas de la piel normal (Fig. 12 Ay B).

El grupo Recover6n® se encuentra entre la proliferacién y la remodelacion (Tabla 17),
tienen abundantes fibroblastos, pocos miofibroblastos, nuevos vasos sanguineos, ausencia
de neutrdfilos, colageno maduro y mejor resistencia a la tension, tamafio mayor en la zona
cicatrizada, permanencia del tejido de granulacién y sin formacion de las capas

caracteristicas de la piel normal (Fig. 12 Ay C).

Los ratones tratados con A. stellulata (Tabla 17) presentan miofibroblastos, abundantes
vasos sanguineos, ausencia de neutréfilos, epidermis nueva similar a la normal, colageno
maduro, menor tamafo de la zona cicatrizada (contraccion de la herida) y disminucién del
tejido de granulacion (Fig. 12 A y D). Esto implica que estan en fase de remodelacion,
incluso es posible un proceso de regeneracion, ya que la zona cicatrizada es pequefia y
presenta capas caracteristicas de la piel normal -musculo, hipodermis, dermis-, asi como

foliculos pilosos y glandulas sebéaceas (Figura 12 D, Ey F).
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Fig. 12. Comparacion de piel normal y los tejidos de ratones CD-1 et/et con la aplicacién de los
diferentes tratamientos. A) Piel normal de CD-1 et/et (40x); B) Zona cicatrizada del grupo vehiculo; C) Zona
cicatrizada del grupo Recoveron®; D) Zona cicatrizada/regenerada del grupo A. stellulata (40X); E)
Regeneracion de musculo y glandula sebacea de neoformacion del grupo A. stellulata (400x); D) Foliculo de
neoformacioén del grupo A. stellulata (400x). As: A. stellulata, C-: grupo vehiculo, C+: grupo Recover6n®, PN:
piel normal, E: epidermis, D: dermis, HD: hipodermis, M: mdsculo, GS: glandula sebacea, F: foliculo, GSN;
glandula sebacea de neoformacién, NF: foliculo de neoformacién, NM: musculo de neoformacion.
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Fig. 13. Resumen de la actividad cicatrizante de los diferentes tratamientos, haciendo énfasis en la
fase en la que se encontraban los tejidos analizados con la aplicacion de los distintos tratamientos.
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8. DISCUSION

8.1. Perfil fitoquimico

8.1.1. Aceites esenciales

El AEHT tiene como principales constituyentes el éxido de cariofileno (20.48%) y a-bisabolol
(13.60%). el 6xido de cariofileno se encuentra como constituyente principal en especies del
género Hyptis como: H. mutabilis (Bridi et al., 2020), H. atrorubens (Kerdudo et al., 2016) e
H. pectinata (Nascimento et al., 2008). Ademas, el 6xido de cariofileno cuenta con actividad
analgésica y antiinflamatoria, mostrando actividad similar a la aspirina (Chavan et al., 2010).
El B- cariofileno aplicado en forma de hidrogel mejoré el cierre de la herida en modelo
murino gracias a su efecto antinflamatorio (Parisotto-Peterle et al., 2020). Ademas, cuanta
con actividad antibacterial sobre P. aeruginosa, S. aureus y E. coli, también mejora la accién
del antibiético norfloxacina, gentamicina y eritromicina cuando se utilizan en combinacion

(Santos et al., 2021).

El a-bisabolol es un sesquiterpeno que no ha sido reportado para Asterohyptis o Hyptis,
hasta el momento. Sin embargo, su presencia en el aceite esencial es de suma importancia
ya que tiene diversas actividades farmacoldgicas como antiinflamatorio, antibacteriano,
calmante e hidratante de la piel (Kim et al., 2021). Siento, la mayoria de ellas importantes
en el proceso de cicatrizacion. El a-bisabolol tiene actividad antiinflamatoria ya que se sabe
que puede actuar regulando de manera negativa la expresion de los genes de iINOS y COX-
2 mediante la inhibicién de la sefalizacién de NF-kB (Kim et al., 2011). También, se ha
relacionado que su presencia en el aceite esencial de Manzanilla (Chamomille sp.)
promueve la cicatrizacién de heridas, reduciendo la inflamacién a través de la disminucion
de los niveles de IL-13 (Gad et al., 2019), lo cual podria relacionarse a la regulaciéon negativa

sobre la expresion genética de COX-2.

48



El AEI tiene como componentes principales el germacreno D (19%), cariofileno (11.96%),
el a- bisabolol (9.62%) y el a-cadinol (5.80%). El 6xido de cariofileno. el germacreno D se
ha identificado en los aceites esenciales de H. mutabilis (Silva et al., 2013), H. lanceolata
(Tchoumbougnang et al., 2005), H. monticola (Perera et al., 2017) y H. suaveolens (Tesch
et al., 2015). El a-cadinol ha sido identificado en especies como H. villosa (Franco et al.,
2011) y en H. fructicosa (Silva et al., 2013). El a-cadinol cuenta con actividad
antiinflamatoria sobre macréfagos RAW 264.7 activados por lipopolisacéaridos (Tung et al.,
2010). Ademas, se ha comprobado que tiene alta afinidad con COX-2, similar al ligando
estandar rofecoxib, por lo cual su actividad antiinflamatoria tal vez sea a través de la

inhibicion de esta enzima (Omolara et al., 2020).

Debido al bajo rendimiento de los aceites esenciales solo se evalué la actividad
antibacteriana. Sin embargo, la mezcla de compuestos presentes en los aceites pareciera

tener potencial en la curacién de heridas.

8.1.2. EMAS y particiones

El screanning farmacolégico nos indica que A. stellulata cuenta con compuestos del tipo
fenol y terpeno principalmente, asi como ausencia de alcaloides, lo cual coincide con los
perfiles fitoquimicos del género Hyptis ya que hasta el momento de la basqueda no se han
descrito compuestos de este tipo. Mientras, en sus PHex, PH.O y PDMSO dio reaccién
positiva al reactivo de Baljet que permite identificar compuestos con lactonas insaturadas.
El analisis fitoquimico de A. mociniana (Sinonimia Hyptis mociniana) indica que cuenta con
derivados del tipo pectinolido -a-pironas- (Espinosa-Gonzalez et al., 2021). Las a-pironas
han sido identificadas en especies del género Hyptis (Almtorp et al., 1991; Pereda—Miranda
et al., 2001; Boalino et al 2003; Costa et al., 2014). Por lo cual es probable que estas

sustancias estén presentes en A. stellulata.
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A. stellulata tuvo una cuantificacion de fenoles totales entre 32.06 a 178.218 mg de EAG/g
de extracto, en comparacion con especies del género Hyptis (> 300 mg de EAG/g extracto),
tiene una menor concentracion de fenoles totales. Por ejemplo, Hyptis crenata Pohl ex
Benth en su extracto metandlico tenia 373.0 + mg de EAG/g de extracto (Rebelo et al.,
2009), Hyptis fructicosa en su extracto crudo hidroetandlico tuvo 360.51 + mg de EAG/g de
extracto (de Lima et al., 2013) and Hyptis suaveolens en su extracto etandlico presento
336.496 £ 0.005 mg de EAG/g de extracto y el acuoso con 253.68 + 0.03 mg de EAG/g de

extracto (Sanchez-Aguirre et al., 2020).

Los compuestos fendlicos (acidos fendlicos, flavonoides, taninos, lignanos, estilbenos, etc.)
son ampliamente conocidos por sus actividades antioxidantes, antiinflamatorias (Khan et
al., 2019) y antimicrobianas (lvanov et al., 2022). Ademas, el extracto rico en fenoles de
Ipomoea pes-capre mejord el proceso de cicatrizacion de heridas (Xavier-Santos et al.,
2022). Por lo tanto, la presencia de estos compuestos en el extracto podria estar
relacionado con las actividades bioldgicas de A. stellulata. Ademas, se ha considerado que
las preparaciones herbales que mejoran la cicatrizacion, es porque cuentan con

propiedades antioxidantes, antiinflamatorias y antimicrobianas (Kumar et al., 2019).

El analisis por HPLC de EMAS permitié la dilucidacién de compuestos del tipo fendlico:
derivados de quercetina y acido rosmarinico. Isoquercitrosido, boehmerina y acido
rosmarinico glicosilados fueron identificados en A. mociniana (Espinosa-Gonzalez et al.,
2021). El acido rosmarinico se encuentra ampliamente distribuido en especies de Hyptis
como: H. capitata (Almtorp et al., 1991), H. verticillata (Kuhn et al., 1993), H. pectinata
(Falcao et al., 2016), H. campestris, H. radicans, H. meridionalis, H. comaroides, H. lacutris,
H. lappulacea y H. multibracteata (do Santos et al., 2018); H. suaveolens, H. pectinata, H.
marrubioides (Vilasboas-Campos et al., 2021). Asi como los glicésidos de quercetina que

han sido identificados en H. fasciculata -isoquercetina- (Silva et al., 2009), H. atrorubens -
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hiperosido e isoquercetina- (Abedi et al., 2013), H. suaveolens -rutina, quercetina e
isoquercetina (Bezerra et al., 2017; Vilasboas-Campos et al., 2021), H. pectinata y H.

marrubioides -isoquercetina (Vilasboas-Campos et al., 2021).

Los compuestos identificados en A. stellulata cuentan con diferentes actividades

relacionadas con la curacion de heridas como se comentara mas adelante.

8.2. Actividad antibacteriana

La incidencia de enfermedades infecciosas nuevas y recurrentes; la resistencia a los
antibidticos ha aumentado en gran medida la susceptibilidad de la curacion tardia de las
heridas (Kumar et al., 2019) y el hecho de que la planta cuente con actividad antimicrobiana
es de suma importancia, pues al evitar el desarrollo de infecciones favorece un proceso de

cicatrizacion normal.

El género ha sido poco estudiado y no cuenta con reportes sobre su actividad
antimicrobiana, por lo cual nuevamente se discutira con los reportes existentes de algunas

especies del género Hyptis.

El AEHT de A. stellulata fue evaluado contra diferentes cepas tuvo actividad sobre cepas
aisladas de casos clinicos S. aureus CUSI y S. aureus FES-C con un CMI de 2 mg/mL,
aungue inhibié el crecimiento en el resto de las cepas S. aureus. Especies del género Hyptis
tiene reportes de la actividad antibacteriana sobre S. aureus con aceites esenciales de
diferentes especies. H. suaveolens (HI: 14 mm con 5 mg/mL) (Asekun et al., 1999), H.
mutabilis (HI: 7 mm con 50uL) (Oliva et al., 2006), H. martiussii (CMI: 32-1024 pL/mL)
(Andrade et al., 2017) y H. pectinata (CMI: 12.50 uL/mL) (Santos et al., 2008). EI AEHT
tiene como componentes principales 6xido de cariofileno, (20.48%) y a-bisabolol (13.60%).
El B-cariofileno tiene actividad antibacteriana sobre P. aeruginosa, S. aureus y E. coli,

mejora la accion del antibiético norfloxacina, gentamicina y eritromicina cuando se utilizan
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en combinacién (Santos et al., 2021). La aplicacion de a-bisabolol en combinacién con
aminoglucosidos y beta lactdmicos, mejora su actividad antimicrobiana, se cree que esto
es debido a que dicho compuesto podria interactuar con la membrana citoplasmatica o
proteinas presentes en ella, aumentando la permeabilidad e incrementando la entrada del
antibidtico (Galvao et al., 2018). Ademas, el aceite esencial con a-bisabolol (93.7%) de
Nectandra megapotamica tiene actividad antibiofilm sobre S. aureus resistente a meticilina
y P. aeruginosa (Souza et al., 2019). Por lo tanto, la actividad antibacteriana del AETH
podria ser debido a sus componentes principales.

La actividad antibacteriana del EMAS, PMeOH, PHex y PDMSO de A. stellulata fue
moderada con una CMI > 4 mg/mL sobre cepas gram positivas: S. aureus y S. epidermidis.
La PH;O tiene una CMI de 1 mg/mL y CBM de 2 mg/mL sobre S. epidermidis FES-C.
Especies de Hyptis han mostrado actividad antimicrobiana y en algunos casos se determiné
el compuesto que les podria estar brindando dicha actividad. H. crenata en su extracto
etandlico (CMI 250 pg/mL), fraccion de diclorometano (CMI 62.5 pg/mL), fraccidon hexanica
(CMI 125 pg/mL), fraccion acetato de etilo (CIM 125 pg/mL) y su fraccion hidrometandlica
(CMI >10000 pg/mL) tuvieron actividad sobre S. aureus ATCC 25923, pero no tuvieron
actividad sobre E. coli ATCC 25922 y P. aeruginosa ATCC 27853 (Violante et al., 2012). H.
sidifolia su extracto etandlico mostré actividad sobre S. aureus con una MIC 1 mg/mL
(Bussmann et al., 2010). El compuesto cirsimaritina (flavonoide metilado) de H. albida tuvo
actividad antibacteriana sobre S. aureus (MIC 31.25 yg/mL), los compuestos a-pirona de H.
oblongifolia tuvieron actividad sobre B. subtilis (MIC 100 ug/mL) pero no sobre S. aureus
(Rojas et al., 1992). No obstante, H. pectina su compuesto a-pirona pectinokido H tiene una
CMI de 20 pg/mL frente a una cepa multirresistente S. aureus ATCC 6538 (Fragoso-Serrano
et al., 2005). Los componentes principales del EMAS son compuestos derivados de la
quercetina y el &cido rosmarinico, ambos con actividad antimicrobiana. La quercetina tiene
efectos bacteriostaticos sobre diferentes cepas incluyendo S. aureus, dafiando las paredes
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celulares y membranas (Wang et al., 2018). El acido rosmarinico al ser integrado a un
biopolimero provocaron morfologia morbida y lisis en las bacterias de la cepa S. aureus (Ge
et al., 2018). Por lo tanto, probablemente la actividad antibacteriana de A. stellulata esté

relacionada a sus constituyentes principales.

Los agentes con CMI mayores a 4 mg/mL son considerados bacteriostaticos (como es el
caso de A. stellulata en algunas cepas) y se ha reportado que en muchos casos esta
actividad es mejor para el tratamiento de infecciones (Wald-Dickler et al., 2018). Ademas,
plantas como Elaeis guineensis tiene actividad bacteriostatica (6.25 mg/mL) sobre S.
aureus y promueve la regeneracion de tejidos (Rajoo et al., 2021). Una posible razon es
qué la actividad antibacteriana moderada mantiene una tasa lenta de crecimiento
bacteriano, permitiendo al sistema inmunitario eliminar cualquier patdgeno restante de

manera mas eficiente (Alvarez-Santos et al., 2022).

Ademas, S. aureus es la causa mas importante de infecciones de piel y tejidos blandos en
el hospital y en la comunidad en todo el mundo, puede diseminarse a areas mas profundas
de la piel y eventualmente llegar al torrente sanguineo provocando enfermedad sistémica
y/o afectando érganos distales (Gonzalez et al., 2019). También, S. epidermidis se asocia
frecuentemente con bacteriemia y es una de las principales preocupaciones con respecto
al tratamiento de las infecciones estafilocOcicas es la resistencia a los antibiéticos (Eftekhar
y Raei 2011). Ademas, S. epidermidis es una de las bacterias que habitualmente infecta las
heridas retrasando el proceso de curacién (Asada et al., 2012; Catanzano et al., 2017). Por
lo cual, es fundamental la bisqueda de alternativas para su tratamiento como son los
productos naturales presentes en plantas, los cuales pueden tener una actividad
antibacteriana moderada, que permita que el sistema inmune genere una respuesta

coordinada de los agentes de la inmunidad innata, como los queratinocitos, las células
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endoteliales, las células inmunitarias residentes en la piel y los neutréfilos reclutados y

eliminar el patégeno de la piel (Gonzalez et al., 2019; Caldwell, 2020).

8.3. Antioxidante y antiinflamatoria

El EMAS, las particiones PMeOH y PH,O presentaron las actividades antioxidantes mas
altas, estos resultados coinciden con los resultados de la cuantificacion de fenoles totales.
Los compuestos fendlicos son conocidos por su capacidad de sufrir series de reacciones
de reduccion y oxidacién; debido a los efectos de resonancia localizados en el anillo
aromatico y a la presencia de grupos hidroxilos; por lo que son capaces de reducir a los
radicales libres o especies reactivas de oxigeno (Dzah 2014; Zuo et al., 2018). La estructura
gquimica serd la que determine su eficiencia como antioxidante (De Lira Mota et al., 2009;
Dzah 2014). Ya que también, pueden tener grupos metoxilo y/o azucares en sus
estructuras. Las propiedades quimicas, fisicas y biol6gicas de los compuestos se ven
significativamente afectadas por la glicosilacion (Choi et al., 2012). Esto podria afectar la
actividad antioxidante de los compuestos de A. stellulata ya que de acuerdo con la reaccion
de Molish el EMAS vy las particiones tienen compuestos glicosilados, por lo cual esta podria
ser la razén de que presente una CAso mayor en comparacion con A. mocininana CAso de
29.06 + 2.69 ppm (Espinoza-Gonzalez et al., 2021). Especies del género Hyptis tienen
actividad antioxidante sobre DPPH variable por ejemplo H. heterodon con una CAso de
233.4 £ 1.3 yg/mL (Silva et al., 2005) es menos antioxidante que A. stellulata, pero H.
suaveolens colectada en Veracruz, Méx., el extracto etandlico de hojas presento una CAso
de 3.56 + 0.04 pg/mL (Sanchez-Aguirre et al., 2020) tiene mejor actividad antioxidante. Esta
modificacion en la actividad antioxidante esta relacionada directamente con la composicion
quimica de las plantas sometidas a diferentes condiciones biéticas y abioticas. La PDMSO
tuvo actividad antioxidante similar con una cuantificacion de fenoles totales similar a las

particiones polares. No obstante, le reaccién colorida fue la menos intensa, porque
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probablemente tenga compuestos con actividad antioxidante del tipo terpénico. En el
género Hyptis como se indicé anteriormente cuenta con terpenos del tipo abietano; en: H.
carvalhoi se han identificado el galdosol (1), rosmanol (2) y derivados (Barros de Lima et
al., 2012) y en H. dilatata rosmanol (2) y sus derivados (Urones et al., 1998). Algunos de
estos cuentan con actividad antioxidante (Nakatani 1994) ya que tienen un anillo C
aromético y presenta de uno a dos grupos hidroxilo (Barros de Lima et al.,, 2012). Los
polifenoles pueden dividirse en otros subgrupos: acidos fendlicos, flavonoides, taninos,
lignanos y estilbenos, muchos de estos cuentan con actividades biolégicas importantes,
destacando la actividad antioxidante mediante la inducciéon de la expresion de enzimas
antioxidantes, quelar los iones metalicos e inhibir la reaccién de Fenton (Aruoma 2003;
Halliwell 2008; Yan et al., 2020). Ademas, se les han atribuido cualidades antiinflamatorias

(Ghuman et al., 2019).

La actividad antiinflamatoria de los polifenoles se da mediante la regulacién de vias de
sefalizaciébn en células del sistema inmune mediante la regulacion de los procesos
inflamatorios asociados a neutréfilos, monocitos/macréfagos, mastocitos y linfocitos T.
Dentro de los procesos que se conocen esta la disminucién de citocinas proinflamatorias:
TNFa, IL-1, IL-2, IL-6 e IL-8 (via NF-kB); la regulacién de la cascada de sefales para genes
asociados a la inflamacién (via MAPK); ademas se ha observado que los polifenoles tiene
una capacidad para modular mecanismos epigenéticos, la inhibicion de las enzimas COX-

2 y LOX (via acido araquidénico) (Khan et al., 2019).

El EMAS y sus particiones inhiben la enzima COX-2. Hasta el momento de la basqueda, no
se han encontrado investigaciones sobre la inhibicion de COX-2 con Asterohyptis o Hyptis.
A. stelullata tuvo una Clsp= 28 pug/mL en otras especies se han determinado Clsp menores,
por ejemplo: la fraccion metandlica de Betula utilis tuvo un I1Cso= 4.26 pg/mL (Vishwakarma

et al., 2022a), Lantana camara un Clso= 4.06 pg/mL (Vishwakarma et al., 2022b) y Hedera

55



helix con una Clso= 3.36 pg/mL (Shokry et al., 2022). Sin embargo, A. stellulata tuvo
actividades similares en su porcentaje de inhibicion con plantas con actividad
antiinflamatoria como Ajuga bracteosa que mostré 42.38% de inhibicion de COX-2 a una
concentracion de 25 pg/mL (Gautam et al., 2011). El efecto de la inhibicién total de COX-2
en heridas podria incluso disminuir el proceso de cicatrizacion ya que afecta la respuesta
inflamatoria necesaria para la curacién, reduciendo la contraccion de la herida, la
reepitelizacion, angiogénesis y componentes de la MEC (Dong et al., 1993; Romana-Souza
et al., 2016). Por lo cual, la actividad modera del extracto podria beneficiar al cierre de la
herida sin inhibir totalmente a COX-2 y permitir que el proceso inflamatorio cumpla sus

funciones.

La actividad desinflamatoria de A. stellulata podria estar relacionada con los compuestos
identificados por HPLC/MS-MS. Es importante considerar que los compuestos identificados
en el extracto estan glicosilados en comparacion con sus agliconas que han sido
investigadas en los procesos de inflamacion y cicatrizacion. Por lo tanto, esto podria afectar

su actividad.

La quercetina es un compuesto que promueve el proceso de curacién en ratones con
heridas por escisién disminuyendo la inflamacion a través del cambio de fenotipo de
miofibroblasto M1 proinflamatorio a M2 antiinflamatorio (Choudhary et al., 2020; Fu et al.,
2020). Se ha reportado que actia sobre la via del &cido araquidénico actuando sobre
lipooxigenasa y no sobre COX-2, también, se considera que su actividad antiinflamatoria
esta relacionada con su capacidad antioxidante, la inhibicion de vias como NF-kB y MAPK

(Khan et al., 2019).

El 4&cido rosmarinico (AR) cuenta con diversos reportes sobre su capacidad de inhibicién

de COX-2 (Dahchour, 2022; Swarup et al., 2007) y de su expresion (Ghasemzadeh et al.,
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2016). Ademas, modula la inflamacién a través de las vias NF-kB, MAPK y Nrf2 (Vasileva
et al., 2021). Ademas, la aplicacion de AR disminuyo la formacién de cicatrices y promovio

la regeneracion de tejidos (Chhabra et al., 2020; Kiba et al., 2021; Wani et al., 2019).

Por lo tanto, la inhibicion de COX- 2 por el EMAS podria estar relacionado con su actividad
cicatrizante al modular la inflamacion. Probablemente, a través de los glicésidos AR y
quercetina. Sin embargo, es importante considerar su papel en otras vias de sefalizacion
relacionadas con la inflamacion como NF-kB, MAPK y Nrf2. Por lo cual, seria necesario

analizar este punto en estudios posteriores.

8.4. Prueba de irritabilidad

La aplicacion topica de la crema con diferentes concentraciones no induce irritacién en la
piel de raton CD-1 et/et. Hasta el momento de la busqueda solo se encontré6 una
investigacion sobre la toxicidad tépica de una especie de Hyptis: H. verticillata Jacq., se
probé su toxicidad dérmica con la aplicacién de 4g/kg del extracto crudo acuoso en conejos
albino Nueva Zelanda y no presenté irritacion local (Picking et al., 2013). La mayoria de las
investigaciones sobre su toxicidad se han hecho con estudios de toxicidad agua con
administracién oral y no se consideran toxicos, por ejemplo, H. suaveolens no se considero
toxica ya que no hubo muerte animal con dosis de hasta 5 g/kg del extracto acuoso (Santos
et al., 2007); el extracto crudo acuoso de H. verticillata en pruebas con ratones, la ingesta
de 1 g/kg por 5 dias consecutivos no provocé mortalidad y no aparecieron signos de
intoxicacion; ademas, cuando se le da la decoccion de 1 mL por animal por dia (4mg) no
hubo mortalidad, ni signos de toxicidad y la necropsia muestra que no existié dafio interno

(Picking et al., 2013).

Estos resultados permitieron continuar con los protocolos de actividad cicatrizante y elegir

la concentracion para evaluar dicha actividad. Dados los resultados podriamos ocupar la
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dosis maxima, sin embargo, se consideraron los resultados de las pruebas biolégicas como
la actividad antioxidante, ya que, en algunas ocasiones los antioxidantes a dosis altas

pueden actuar como prooxidantes (Pérez 2003).

8.5. Actividad cicatrizante/regeneracion

El tratamiento topico con el vehiculo (C-) se encuentra en la transicion de la inflamacion a
la proliferacion, por la presencia de neutréfilos, pocos fibroblastos, colageno inmaduro,
menor resistencia a la tensién, tamafio mayor en la zona cicatrizada, permanencia del tejido
de granulacién y sin formacién de las capas caracteristicas de la piel normal. En la
inflamacion, las células fagociticas, incluidos los neutréfilos y los macréfagos, previenen la
infeccion y eliminan los desechos celulares (Yazarlu et al., 2021), liberan citocinas,
quimiocinas y factores de crecimiento, participan en el reclutamiento y la activacién de
fibroblastos y células epiteliales para la etapa proliferativa (Low et al., 2021). No obstante,
de acuerdo con los resultados obtenidos con A. stellulata nos indica que puede ser un
vehiculo adecuado para la liberacién de compuestos presentes en el EMAS. Debido a que
la eficacia curativa de quercetina y sus derivados esta limitada por su baja solubilidad y

permeacion cutanea (Zhou et al., 2021).

La aplicacion topica de Recoveron® (C+) en los ratones provocé un proceso de cicatrizacion
mas rapido, necesité una fuerza de tension ligeramente menor que el tratamiento con A.
stellulata para abrir la zona de cicatrizacion de la herida, coincidiendo con los datos
histologicos en los cuales se observa una TZC grande, pero con fibras densas y
organizadas de colageno. El grupo tratado con Recover6n® se encuentra entre la
proliferacibn y la remodelacion, porque tienen abundantes fibroblastos, pocos
miofibroblastos, nuevos vasos sanguineos, ausencia de neutrdfilos, colageno maduro y
mejor resistencia a la tension, tamafio mayor en la zona cicatrizada, permanencia del tejido

de granulacion y ausencia de las capas caracteristicas de la piel. La proliferacion se
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caracteriza por la angiogénesis, proliferacion de fibroblastos (nueva MEC/colageno tipo Ill),
queratinocitos (reepitelizacion) y células endoteliales (vasos sanguineos) (Low et al., 2021,
Yazarlu et al., 2021). En Ultima instancia, los fibroblastos y los queratinocitos producen TGF-
B que conduce a la diferenciacion de los miofibroblastos, regulando el cierre de la herida

(Yazarlu et al., 2021) y el comienzo de la fase de remodelacion.

La aplicacion tépica de A. stellulata promueve la cicatrizacion y regeneracion de la piel. El
analisis histologico permitié identificar epidermis similar a la normal, zonas de cicatrizacién
pequefias, la formacion de capas caracteristicas de la piel -musculo, hipodermis, dermis-,
asi como foliculos pilosos y glandulas sebaceas. Se observo que los individuos tratados
con A. stellulata presentaban una mejor distribucion y maduracién del colageno, lo cual
coincide con la fuerza de tension para abrir la herida en comparacion con los controles.
Como se mencion6 anteriormente, en la fase de remodelacion es fundamental el cambio
de colageno tipo Il a colageno tipo | el cual es mas resistente (Wang et al., 2018). En cuanto
a los grupos celulares los ratones tratados con A. stellulata presentan miofibroblastos,
abundantes vasos sanguineos, ausencia de neutrofilos, caracteristicas de la fase de
remodelacién. Incluso, es evidente un proceso de regeneracion ya que la piel de la zona

donde se realiz6 la herida es muy similar a la piel normal de los ratones CD1 et/et.

Existen datos en los que el proceso de cicatrizacion se identifica por la formacion de cicatriz
y perdida de funcién del tejido, en otros caso se estipula que puede llegar a la restauracion
del tejido. Akita y colaboradores (2019) consideran que la cicatrizacion de heridas puede
estar implicada en la regeneracion de tejidos y el retorno a su estado original. Para que se
de este ultimo fendmeno existen diversas condiciones que permiten el restablecimiento del
tejido a su normalidad, en ratones Acomys spp. con heridas excisionales puede regenerar
completamente el tejido por la presencia de blastema, pero los ratones CD-1 solo cicatrizan

(Gawriluk et al., 2016). Por lo general, las heridas de la piel producen MEC desorganizada
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conocida comunmente como cicatriz (Castafio et al., 2018). En esta se puede observar
fibrosis dérmica variable, epidermis borrada, glandulas sebaceas y foliculos limitados o
ausentes, lo que provoca una pérdida de estructura y funcién (Sun et al., 2016), lo cual se
observa en los controles. También, se considera que los tratamientos que acortan el
proceso de cicatrizacion disminuyen la formacién de cicatrices (Suntar et al., 2010). Lo cual
concuerda parcialmente con nuestros resultados, ya que la aplicacion de A. stellulata
acelera el proceso de cicatrizacién, Recoveron® también, pero en este caso se observa
tejido cicatricial. Por lo tanto, considerando que la cicatrizacién solo conlleva a la formacion
de cicatriz -perdida de funcién- y la regeneracion el restablecimiento de las condiciones
normales, se puede concluir que la aplicacién topica de A. stellulata en ratones CD-1 et/et
disminuye la formacién de cicatrices y promueve la regeneracion de la piel. Dichos sucesos
estan asociados a los metabolitos secundarios presentes en el EMAS, ya que es sabido
que pueden actuar por diferentes vias y promover la curacion de heridas (Alvarez-Santos

et al., 2023).

A. stellulata tiene glicésido de quercetina, este compuesto se ha reportado en plantas que
mejoran la cicatrizacion/regeneracion de heridas. El extracto metandlico de Euphorbia
characias subsp. wulfenii (Hoppe ex W.D.J. Koch) Radcl.-Sm., promovié el avance a la fase
de remodelacién y disminuyo la formacion de cicatrices, en los cortes histoldgicos del
articulo se observa la formacién de foliculos pilosos con la aplicacion del extracto, pero no
lo reportan en el escrito, en cuanto a sus fracciones tienen quercitrina, hiperésido y
guaijaverina, pero al aplicarlas de manera individual no mejoraron la actividad (Ozbilgin, et
al., 2018). Esto podria ser indicativo de que el extracto crudo al contener todos los
metabolitos juntos estos podrian estar actuando de manera sinérgica. Sambucus ebulus L.
tiene quercetina 3-O-glucosido, aislado de una de sus fracciones, pero la actividad

cicatrizante fue menor que el extracto metandlico inicial (Suntar et al., 2010). Ademas, en
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el extracto de acetato de etilo de Eugenia pruniformis Cambess se identificaron quercetina,
kaempferol e hiperésido (43 % p/p), este extracto acelerd la cicatrizacién de heridas y la
remodelacién dérmica (Galhardo de Albuquerque et al., 2016). Por lo tanto, podemos
considerar que la aplicacion de extractos crudos -mezcla de metabolitos- aceleran y
mejoran la curacion de heridas. Aunque se ha visto que la aplicacion de las agliconas de
los compuestos identificados en el EMAS promueve la curacién de heridas por si solos o
en la aplicacién conjunta con biomateriales. La quercetina acelera el proceso de contraccion
de la herida, incrementa el nimero de fibroblastos, mejora el depdsito de colageno vy
promueve la diferenciacion de macrofagos del tipo M1 -proinflamatorio- al M2 -
antiinflamatorio- (Fu, et al., 2020). Este cambio de fenotipo esta asociado a la regulacion de
vias de sefalizacion incrementado Nrf2 y regulado NFkB (Wang y He 2022). El incremento
de la expresion de M2 juega un papel importante en la resolucion de la inflamacion,
actividad antifibrética (inhibicibn de formacién de cicatriz) y regeneracién de tejidos
(Monovarian et al., 2019). Ademas, cuando la quercetina es integrada a nanoparticulas se
ha observado que funciona como bacteriostatico y promueve la regeneracién de la piel al
ser aplicada en ratones con heridas excisionales (Li et al., 2022). También, al ser integrada
en liposomas y posteriormente a un hidrogel disminuyo la fibrosis y la formacién de cicatriz
(Jangde et al., 2018). Por lo tanto, la presencia de los derivados de quercetina en A.

stellulata podria promover la cicatrizacién y regeneracion de heridas.

El otro metabolito presente en el EMAS de A. stellulata fue el glucopiranésido del acido
rosmarinico. Hasta el momento no se han encontrado reportes de las actividades de dicho
metabolito, pero si la aglicona es decir el &cido rosmarinico. La aplicacion topica de crema
con acido rosmarinico (10 %) redujo el tamafio de la herida y produjo menos cicatrizacion,
pero el tiempo de cicatrizacion se prolongoé y la epitelizacion fue menor (Kiiba et al., 2021).

Ademas, la aplicacién de acido rosmarinico en nanoparticulas y gel tiene actividades
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antibacterianas, antioxidantes y cicatrizantes, incluso disminuye la formacién de cicatrices

y promueve la regeneracion de tejidos (Wani et al., 2019; Chhabra, 2020).

El extracto crudo de A. stellulata es una mezcla con diferentes metabolitos secundarios,
entre ellos derivados de quercetina y acido rosmarinico. Estos compuestos podrian mejorar
la actividad de cicatrizacion de heridas. Sin embargo, es posible que otros metabolitos no
identificados tengan también cualidades curativas y actien de manera sinérgica, ya que los
reportes indican que al hacer fracciones y subfracciones disminuye la actividad (Suntar et

al., 2010; Ozbilgin, et al., 2018).

Es fundamental continuar con la investigacion de los posibles mecanismos de accion de A.
stellulata en la regeneracion de heridas cutaneas, ya que es sabido que tanto la quercetina
como el &cido rosmarinico actian en diferentes vias de sefializacion relacionadas con la
curacion de heridas (Khan et al., 2019; Vasileva et al., 2021; Alvarez-Santos et al., 2023).
Por lo cual un estudio a mayor profundidad permitiria en un futuro la formulacién de un

fitofarmaco para el tratamiento de heridas.
9. CONCLUSIONES

e A stellulata tiene compuestos fendlicos y terpenos en su composicién quimica, pero
no contiene alcaloides.

e Elrango de fenoles totales de A. stellulata va de 178.218 + 0.015 a 131.823 + 0.019
mg de EAG/g de extracto en la parte polary de 32.06 + 0.001 mg EAG/ g de extracto
en la fraccion hexanica.

e El extracto crudo de A. stellulata cuenta derivados de quercetina y un
glucopiranosido de acido rosmarinico.

e El aceite esencial de hojas y tallos tiene como compuestos mayoritarios 6xido de

cariofileno y a-bisabolol.

62



El aceite esencial de inflorescencia tiene como compuestos mayoritarios
germacreno D, cariofileno, a- bisabolol, a-cadinol y 6xido de cariofileno.

A. stellulata y sus particiones tienen actividad bactericida y/o bacteriostética frente
a S. aureus y S. epidermidis.

El aceite esencial de A. stellulata tiene actividad bactericida y bacteriostatica en
diferentes cepas de S. aureus.

El EMAS, PMeOH, PH,O y PDMSO cuentan con actividad antioxidante frente al
radical DPPH

La PHex de A. stellulata no tiene actividad antioxidante frente al radical DPPH.

A. stellulata tiene actividad inhibitoria sobre COX-2 in vitro.

A. stellulata no es un irritante dérmico al aplicarse de manera tépica en el dorso de
ratones CD-1 et/et.

La aplicacion del EMAS de A. stellulata integrado a la base Beeler mejor6 el proceso
de cicatrizacién/regeneracién en heridas incisionales de raton CD-1 et/et.

A. stellulata cuenta con metabolitos secundarios, que le dan diferentes actividades
biolégicas que en conjunto permiten la regeneracion de tejidos en heridas incisiones

en ratones CD1 et/et.
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and efficient. However, aging, chronic diseases such as diabetes,
vascular disease, and cancer can decrease the capacity of healing of
tissue (Bao et al., 2022). Consequently, this promotes chronicity in
wounds, characterized by factors such as exacerbate oxidative stress
(increase of ROS), excessive inflammation, and sometimes infection
(Sathyanarayanan et al., 2017). Likewise, excessive production of ROS
causes cell and tissue damage (Siintar et al., 2012). Furthermore, the
inflammatory phase may be prolonged by ROS-mediated activation of
the NF-kB, AKT and MAPK pathways (Romo-Rico et al., 2022). When
anti-inflammatory drugs are used, corticosteroids (Wang et al., 2013)
and non-steroidal medicaments (Zhao-Fleming et al., 2018) can delay
wound healing.

Another factor that obstructs healing is infection which could
potentially lead to bacteremia and septicemia. Staphylococcus aureus,
S. epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, and Escherichia coli are some
pathogens associated with wound infection (Rajoo et al., 2021). In
addition, the use of antibiotics in non-infected wounds is associated with
bacterial resistance (Caldwell, 2020).

Consequently, skin injuries affect many patients worldwide and cost
billions of dollars to the public and private sectors (Nussbaum et al.,
2018). Therefore, searching for new drugs with healing activity and
fewer side effects is important.

Many plants that are used in wound healing treatment. Aloe vera
enhances the wound healing with activities such as antioxidant, anti-
bacterial, and anti-inflammatory properties, and increased synthesis of
ECM (Yazarluetal., 2021). Likewise, the topical application of Verbesina
crocata promotes the regeneration of tissue, this is due to the secondary
metabolites they produce (Garcia-Bores et al., 2020). Phenolic com-
pounds rutin, and quercetin have wound healing activity, act as an
anti-inflammatory, antioxidant, and antimicrobial (Mssillou et al,
2022). Therefore, plants are the main source of research for drug
formulation (Shedoeva et al., 2019).

Asterohyptis stellulata (Benth.) Epling is a Lamiaceae distributed from
Mexico to Central America (Turner, 2011). It is used to treat wounds in
the community of ‘Los Amates’, Tonatico, Mexico State. Aerial parts are
boiled in water and locally applied on lavage in humans and animals,
but there are no studies on it. Therefore, the aim of this research was to
evaluate wound healing activity of the topical application of the crude
methanolic extract of A. stellulata (ASM) in emulsion (ASME) with Beeler
base and identify the secondary metabolites present in the extract.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Methanol (MeOH 9063), hexane (9262), ethanol (EtOH 8006),
chloroform (9175-03), FeCly (1996), K3Fe(CN)s (3114), acetonitrile
(9017-03), H3PO, (5854), HpS04 (5642), ethyl acetate (9278) CH;COOH
(9511), HCI (9539), triethanolamine (9468) J.T. Baker (USA). 1,1-
diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH D9132), 2,2'-azino-bis-(3-ethyl-
benzothiazoline-6-sulphonic acid) radical cation (ABTS A1888), 2,4,6-
Tris(2-pyridyl)-s-triazine (T1253), trolox (238813), alfa naphthol
(N0875), sodium acetate trihydrate (236500), catechin (C1251), DMSO
(D4540), Dragendorff reagent (44578), eosin (E4382), Folin-Ciocalteu’s
phenol reagent (F9252), gallic acid (G7384), hematoxylin (H3136),
paraformaldehyde (P6148), quercetin (337951), shikimic acid (85375),
Biebrich’s Scarlet Ponceau BS (B6008), acid fuchsin (F8129), phos-
phomolybdic acid (79560), aniline blue (415049), NA;HPO, (7558-79-
4) Sigma Aldrich (USA). Mayer reagent (36048) Fluka, Honeywell
(USA). NaOH (1823), acetic anhydride (30188), sodium carbonate
(103501N), NAH,PO,4 (510012) Merck (Germany). Vainillin (2655)
Meyer (Mexico). Picric acid (327) Laboratories FARQUINAL (Mexico).
Paraffin Golden Bell, Mexico. Xylene (917-19) Hycel (Mexico). Mueller
Hinton Agar (211667) Bioxon, BD (USA). Mueller Hinton Broth
(275730) Difco, MD (USA). Recoveron® (C+) (sodium acexamate cream
5%) Armstrong (Mexico). Isoflurane PiSA (Mexico). Glycerin USP La
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Corona (Mexico).

2.2. Vegetable material

A. stellulata was collected in September 2019 at ‘Los Amates’,
Tonatico, Mexico. The plant was deposited in the Izta Herbarium at the
Superior Studies Faculty (FES)-Iztacala (UNAM), where a specimen was
registered as No. 3303-IZTA. The plant name has been checked with
“The World Flora online” (WFO, 2022).

2.3. Preparation of methanolic extract

The aerial parts of A. stellulata were dried at room temperature and in
the shade. Subsequently, it was cut into small pieces (1176.5 g) and was
then extracted by maceration with methanol (99.99% purity), 1:10
ratio, at room temperature for one week. This process was repeated
three times. ASM was filtered, then concentrated under vacuum at 60 °C
in rotary evaporator Laborota 4000 Heidolph Instruments (Germany).
The obtained dried crude extract was stored in the dark before use. The
yield was calculated using the following equation.

% Yield = (weight of dried crude extract (g)/weight of dried plant sample (g)) x
100

2.4. Phytochemical analysis

2.4.1. Phytochemical screening

ASM preliminary phytochemical screening was carried out with
standard techniques to identify the groups of secondary metabolites.
Tubes with 1 mg/mL of ASM/methanol were added to 3-5 drops of
reactive. Precipitates indicates presence of alkaloids (Dragendorff and
Mayer); blue or dark green coloration for phenols (ferric chloride test);
purple halo for glycosides (Molisch test), bluish green color for steroids
(Lieberman-Burchard test), orange color indicates lactones such as
sesquiterpene lactones and coumarins (Baljet test), and saponins were
identified by formation of foam (Guillén-Meléndez et al., 2022; Sujamol
et al., 2021; Yunitasari et al., 2022). Terpenoids were identified by a
thin-layer chromatography with mobile phase hexane and ethyl acetate
(8:2), sprinkled with vanillin-sulfuric acid and incubated 5 min at 100 °C
(Ali et al., 2021).

2.4.2. Total phenols

The Folin-Ciocalteu method was used to determine total phenolic
content (Rajhi et al., 2022) with modifications in consideration of
Singleton et al. (1999). Briefly, 75 pL of ASM (1 mg/mL of MeOH) were
mixed with 1150 pL of distilled water, 250 L of Folin-Ciocalteu reagent,
and 1500 pL of 2% sodium carbonate. The absorbance was measured to
760 nm in the Spectrophotometer Lambda 2S UV/Vis PerkinElmer
(USA). The experiments were performed in triplicate.

Considering the extract obtained is a mixture of secondary metabo-
lites (Butnariu, 2014), an HPLC analysis was performed to identify the
main phenolic compounds present in ASM.

2.4.3. HPLC-DAD-ESI-MS/MS

The phytochemical analysis of ASM (40 pL —1 mg/mL-) was per-
formed using the method of Estrella-Parra et al. (2019) with HPLC-DAD
(Thermo Dionex Ultimate 3000 HPLC, UV-ESI-MS Thermo Fischer Sci-
entific, USA, Chromeleon software) using a Nucleodex p-OH column
(200 mm x 4 mm, 5 pm; 720, 124, Macherey-Nagel, Germany). The
sample was analyzed using a gradient of 0.1% formic acid in water (v/v)
(A), 0.1% formic acid in acetonitrile (v/v) (B), and 0.1% formic acid in
methanol (v/v) (C), starting with 95% A, 2% B and 3% C, switching to
54% A, 23% B and 23% C after 20 min, and ending with 95% A, 2% B
and 3% C after 30 min. The flow rate was 0.6 mL/min. ESI/MS/MS
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(Orbitrap Fusion Tri-hybrid system, Xcalibur software, Thermo Scien-
tific Xcalibur V. 4.1.5.0, USA) was used for this procedure. The following
compounds were used as standard to compare their UV spectrums and
fragmentation patterns with the experimental patterns: catechin, quer-
cetin, gallic acid, and shikimic acid. Furthermore, the experimental
spectra were compared with the MassBank, PubChem, and a previously
published report of A. mociniana (Synonym: Hyptis mociniana) (Espino-
sa-Gonzalez et al., 2021).

2.5. Antioxidant activity by DPPH and FRAP assay

Phenolic compounds are known for their antioxidant activities and
enhance the healing process (Mssillou et al., 2022). Therefore, the ac-
tivity as a scavenger was evaluated.

The antioxidant activity of ASM was determined using the free
radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH 250 pM) (Kamarazaman
et al., 2022) with modification of MeOH as diluent. ASM was evaluated
at different concentrations (10-300 pg/mL), the standards used were
quercetin (1-10 pg/mL) and Trolox (10-45 pg/mL). The absorbance was
measured to 515 nm with Multiscan FC Thermo Scientific (USA). The
experiments were performed in triplicate. The antioxidant activity were
expressed as ICsg value (pg/mL) and mg Trolox equivalents (TE)/g of
extract.

The ferric reduction antioxidant power (FRAP) was determined using
the FRAP reagent (Benzie & Devaki, 2018). ASM was evaluated at
concentration of 100 pg/mL, and the standards used were quercetin
(10-50 pg/mL) and Trolox (10-45 pg/mL). Each test was run in tripli-
cate (593 nm). The antioxidant activity was expressed as mg quercetin
equivalents (QE)/g of extract and mg ET/g of extract.

2.6. Antibacterial assay

The antibacterial susceptibility tests were made with bacterial strains
associated with wound infection (Abbas et al., 2015; Caldwell, 2020).
These were Staphylococcus aureus 23 MR, S. aureus ATCC 2913, S. aureus
CC, S. aureus clinic, S. epidermidis ATCC 12228, S. epidermidis clinic,
Micrococcus luteus ATCC 10240, Pseudomonas aeruginosa ATCC27853,
Escherichia coli 82 MR, Enterobacter aerogenes ATCC 13048, and Salmo-
nella typhi ATCC 19430. The microorganisms were obtained from the
Natural Products Bioactivity Laboratory, FES-Iztacala, UNAM.

Antibacterial activity of ASM was evaluated according to the Clinical
and Laboratory Standard Institute guideline M100 (CLSI, 2020). For the
diffusion test, ASM was evaluated at a concentration of 2 mg per disk,
measuring the inhibition halo. Chloramphenicol (30 pg/mL) was used as
a positive control, and DMSO (10 pL) as a negative control. To determine
the minimum inhibitory concentration (MIC), the microdilution test was
done with half serial dilution (1/2) from 4 to 0.125 mg/mL. The ex-
periments were performed in triplicate.

2.7. Skin irritation and wound healing assays

2.7.1. Experimental animals

Male CD-1 et/et mice (Mus musculus) aged 6-8 weeks in the FES-
Iztacala Bioterium, UNAM, were employed and kept in a climate-
controlled environment with a 12 h light/dark cycle. Five mice per
cage were housed for the wound healing assay and three for the skin
irritation test. All were acclimatized for one week before starting the
experiment. The Bioethical Committee/FES Iztacala, UNAM approved
all animal protocols (CE/FESI/092017/1200, 9, 27, 2017), which were
developed according to NOM-062-ZO0O-1999.

10,

2.7.2. For with A.
stability

Topical emulsion (ASME) containing ASM, and Beeler base was used.
This base allows the penetration of polar molecules with a high molec-

ular size into the stratum corneum with a homogeneous distribution
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both in epidermis and dermis of hairless mice (Boiy et al., 2007). The
Beeler base was prepared as stipulated by the Spanish Agency of
Medication and Sanitary Products (AEMPS, 2019) with minor modifi-
cations (glycerin substituting propylene glycol). ASM at different con-
centrations of 1, 5 and 10% (w/w) were resuspended in Beeler base and
homogeneously mixed, to obtain the emulsion ASME. The developed
formulations were evaluated for appearance, color, and odor after 24 h
of their preparation and for 6 months (Xavier-Santos et al., 2022).

The formulations were subjected to a centrifugation test (12000 rpm)
for 30 min (Wu et al., 2022; Xavier-Santos et al., 2022) with Centrifuge
5418 Eppendorf (Hamburg). Afterwards, the stability of ASM was
measured for the creaming index (CI) and analyzed by emulsification
method (Wu et al., 2022)., which is calculated by the formula:

CI (%) = (Hs/Ht) x 100

Where CI = creaming index, Hs = height of the upper emulsion layer, Ht
= height of total emulsion.

After centrifugation, the occurrence of changes in the visual aspect of
the formulation was observed (Xavier-Santos et al., 2022).

To determine the stability of ASM in the emulsion, this was demul-
sified using methanol (32 pg/mL of MeOH) and ASM to the same con-
centration. UV scanning (200-400 nm) was then performed using
methanol as a blank (Butnariu, 2014; Wu et al., 2022).

2.7.3. ASME skin irritation test

The irritation test was based on the method established by the OECD
guideline (2015) for testing chemicals 404, with modification of the use
of mice as model. Three healthy male mice CD1 et/et were used as test
animals. The vehicle (Beeler base without extract) and ASME at different
concentrations (1, 5 and 10%) were applied topically (0.5 mL) once. At
the application sites, the skin was observed and photographed for signs
of erythema and edema, the first time 60 min after application and then
every 24 h for three days.

2.8. Wound healing assay

The ASME (5%) was select to evaluate healing activity for the results
of stability and irritation tests, as well as the previous studies (Chiocchio
et al., 2018; Kamarazaman et al., 2022). Moreover, the reference drug
Recoveron® sodium acexamate cream (C+) was used as a positive
control and the Beeler base vehicle as a negative control (C-).

The parameters used to assess the ASME wound healing activity were
based on a previous publication by the research team (Garcia-Bores
et al., 2020) with slight modifications. The physical evaluations were as
follows: a) wound closure speed (WCS, mm/day); b) total
re-epithelialization time (TRT, day); c) skin resistance to tensile strength
(TS) necessary to open the wound. Additionally, the histological pa-
rameters were as follows: a) re-epithelialization; b) size of the healed
wound (SHW) measurements were obtained with the NIS-Elements BR
software -version 3.2- provided by Nikon Instruments (USA); c) thick-
ness, disposition and maturation of collagen and granulation tissue; d)
the stage of the healing process of the samples. The photomicroscope
DM 5000 Leica Biosystems (Switzerland) was used for the histological
analysis and photographic images.

2.9. Statistical analysis

The data were analyzed with Shapiro-Wilk and Kolmogorov-Smirnov
normality tests to select the appropriate statistic. Subsequently, the data
of WCS, TRT, TS and SHW were subjected to a one-way analysis of
variance (ANOVA) p < 0.05 and linear regression to determine WCS.
Statistical analysis was performed with GraphPad Prism 9 software.
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3. Results and discussion

3.1. Phytochemical analysis

3.1.1. Phytochemical screening

The yield of ASM was 121.42 g (10.32% w/w). The preliminary
phytochemical analysis indicated that ASM contains phenolic, terpene,
lactone, steroidal, and glycosides compounds.

The genus Asterohyptis has been barely studied, including its phyto-
chemical aspect (Frezza et al, 2019). The only studied species is
A. mociniana (Synonym: Hyptis mociniana), for which phenolic com-
pounds were determined in its methanolic extract. (Espinosa-Gonzalez
et al., 2021). Moreover, Hyptis species have phenolic compounds, fla-
vonoids, terpenes, lactones (Bridi et al., 2021; Sedano-Partida et al.,
2020) and alkaloids (Picking et al., 2013). These reports coincide with
the phytochemical screening of A. stellulata.

Secondary metabolites present in plants are responsible for their
biological activities. Since phenolic compounds have provided evidence
on their therapeutic activity in wound healing (Mssillou et al., 2022;
Xavier-Santos et al., 2022), the quantification of total phenols present in
ASM was performed.

3.1.2. Total phenols

ASM had a phenol concentration of 133 + 0.04 mg of GAE/g of
extract. So far, there are no reports of total phenols of the genus Aster-
ohyptis. However, in reported species of Hyptis the concentration of
phenols is higher than in A. stellulata, such as H. suaveolens with 336.469
+ 0.005 mg GAE/g of extract (Sanchez-Aguirre et al., 2020), H. fruticosa
had 360.51 + 16.29 mg GAE/g of extract (de Lima et al., 2013), and
H. spicigera with 280 + 0.71 mg GAE/g of extract (Adamu et al., 2020).
In comparison with the species of Hyptis; A. stellulata has a lower content
of total phenols.

Phenolic compounds are widely known as antioxidants, anti-
inflammatories (I<han et al., 2019) and antimicrobials (Ivanov et al.,
2022). Thus, the presence of these compounds in the extract ASM could
be associated with wound healing, which is consistent with the com-
pounds identified by the HPLC analysis, described below.

3.1.3. HPLC-DAD-ESI-MS/MS

In the HPLC-DAD-ESI-MS/MS analysis, three compounds were
identified (Fig. 1): 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxy-3-[2,3,4-
trihydroxy-5-(hydroxymethyl)  cyclohexoxy] chromen-4-one (I),
quercetin-3-O-glycoside (II) and 2-O-(4-hydroxy-cinnamoyl), 4'-O-p-
glicopyranoside a rosmarinic acid glycoside (III). Quercetin-derived
compounds were identified using the quercetin fragmentation pattern
and UV spectrum (Fig. S1), MassBank spectral databases and the
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A. mociniana report by Espinosa-Gonzalez et al. (2021).

3.1.4. Mass analysis of quercetin compounds derivatives

Two quercetin compound derivatives (I and II) were identified
(Fig. 1). The aglycone quercetin presented an intense fragment ion of
303 m/z [M+H] (>15). Ions present in compounds and standard quer-
cetin were 80, 156, 212, 280, and 303 m/z [M+H] (Fig. S1).

Compound I (RT: 12.42 min) had a molecular ion of 463.07 m/z
[M-+H]. The cyclitol fragmentation showed the loss of four hydroxyl
groups (68 u) corresponding to the fragment with 395.13 m/z [M+H].
Furthermore, the fragment ion 303 m/z [M+H] corresponded to the
aglycone. This ion is present in the standard quercetin (Fig. S2) at the
spectra reported in PubChem (2022), and Espinosa-Gonzalez et al.
(2021).

Compound II (RT: 14.58 min) had a molecular ion of 465.23 m/z
[M-+H]. The glycoside region showed the loss of four hydroxyl groups
(68 u) corresponding to the fragment ion 397.17 m/z [M+H] and has an
oxygen heteroatom in the fragment ion 329 m/z [M+H]. Then, frag-
mentation of the ether bond generated a fragment ion of 303 m/z [M+H]
to the quercetin aglycone. Moreover, the fragment ion 303 m/z [M+H]
corresponds to standard quercetin, according to the reports in MassBank
(2022), to the study made by Espinosa-Gonzalez et al. (2021), and UV
spectrum coincides with the rutin (255 nm and 353 nm) and iso-
quercetin (260 nm and 354 nm) spectrums reported for Morus nigra
(Alves et al., 2018). Finally, the ion fragment 153 m/z [M+H] was
formed by Diels-Alder retro-reaction on the C-ring of quercetin aglycone
(Fig. S3).

The compound I had not been identified in Asterohyptis species,
Hyptis or any other genus of the Lamiaceae family. However, quercetin
glycosides such as compound II were identified in A. mociniana in its
methanolic extract: rutin, isoquercitroside, and boehemerin (Espino-
sa-Gonzalez et al., 2021). Some species of the genus Hyptis also have
these compounds: H. suaveolens has quercetin-3-O-glucoside and quer-
cetin; H. atrorubens contains isoquercetin and hyperoside; H. rhomboidea
has quercetin; and H. salzmannii contains hyperoside (Bridi et al., 2021;
Turner, 2011).

3.1.5. Mass analysis of glycoside rosmarinic acid

Glycoside rosmarinic acid III (RT: 18.13 min) has a molecular ion
507.37 m/z [M+H]. The glycopyranoside region showed loss of hy-
droxyl groups (68 u) producing a fragment ion 439.17 m/z [M+H].
Subsequently, a water molecule (18 u) was released by a double trans-
position of hydrogen to oxygen of ether bond, breaking the heterocyclic
ring, and releasing an aliphatic chain of C¢Hg, forming a fragment jon
344 m/z [M+H], which corresponds to aglycone. This, by a hydrogen
transposition and ester bond breakage, resulted in a fragment ion
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Fig. 1. ASM chromatogram. 1. 2-(3,4-dihydroxyphenyl)-5,7-dihydroxy-3-[2,3,4-trihydroxy-5-(hydroxymethyl) cyclohexoxy] chromen-4-one (463.07 m/z [M-+H]),
II. quercetin-3-O-glycoside (165.23 m/z [M+1]), IIL. 2-O-(4-hydroxy-cinnamoyl),41’-O-p-glucopyranoside (507.37 [M+H]). UV: 254 nm.
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148.97 m/z [M+H]. Moreover, the aglycone lost an acid group in
addition to methine, forming a more abundant fragment ion 287 m/z
[M+H]. Consequently, there was a loss of oxygen (16 u) that formed a
more abundant fragment ion 271 m/z [M+H], and 148.97 m/z [M+H].
This two-oxygen loss (32 u) combined with the McLafferty rearrange-
ment formed a tropylium group (Fig. S4). Meanwhile, spectroscopy
studies revealed the presence of two absorbance peaks in the 229 nm
and 328 nm region, respectively. This coincides with previous reports:
rosmarinic acid (RA) present in Rosmarinus officinalis extracts showed
UV absorbance (Olah et al., 2016) similar to our results (233 and 328).
Likewise, compound III has been reported in A. mociniana, which pre-
sents a fragmentation pattern and UV absorbance (219 and 328 nm) that
are also similar to ours (Espinosa-Gonzdlez et al., 2021).

RA and its derivatives are specific to the Lamiaceae family (Olah
et al., 2016). In the genus Hyptis (Bridi et al., 2021), many species have
the polyphenol RA such as H. pectinata, H. suaveolens, H. capitata,
H. atrorubens, H. verticillata, and H. salzmannii.

Quercetin and RA are widely known for their antioxidant activity by
free radical scavengers, chelating metals, and modulating endogenous
antioxidant systems (Ferraz et al., 2021; Kumar et al., 2021). This ac-
tivity is related to the pharmacological action in wound healing.
Therefore, the antioxidant activity of ASM was evaluated.

3.2. Antioxidant activity DPPH and FRAP

The scavenger activity of ASM on the DPPH radical was CAsg =
112.84 + 3.71 pg/mL and CAgp = 230 mg ET/g of extract. Standards
quercetin had a CAgp = 5.01 4 0.1 pg/mL and Trolox had a CAjy =
20.63 =+ 5.75 pg/mL. A. mociniana had a better scavenger activity on
DPPH radical with a CAgy = 29.06 + 2.69 pg/mL (Espinosa-Gonzalez
et al., 2021). In the case of Hyptis, antioxidant activity on DPPH is
variable per specie (126 + 4.16-350.14 + 13.67 mg ET/g of extract),
but some of them were similar to ASM such as H. lacustris 265.63 +
29.55 mg ET/g of extract, H. meridionalis 266.28 + 29.55 mg ET/g of
extract, and H. multibracteata 214.35 = 4.99 mg ET/g of extract (Pereira
et al., 2018).

In the FRAP assay, ASM presented a ferric reduction of 181.6 = 0.05
mg of QE/g of extract and 353.14 + 35.31 mg ET/g of extract. Hyptis
species showed variable activity in the FRAP assay (149.15-852.76 mg
TE/g of extract); the most similar to ASM were H. lacustris 366.96 +
9.59 mg ET/g of extract, H. meridionalis 388.08 + 17.48 mg ET/g of
extract, and H. multibracteata 357.59 + 6.27 mg ET/g of extract (Pereira
et al., 2018).

Secondary metabolites in ASM were glycosides of quercetin and RA.
The glycosylation decreases their antioxidant activity for the substitu-
tion of hydroxyl group (Ferraz et al., 2021). This could be the possible
reason for the medium activity of ASM, compared to A. mociniana and
some species of Hyptis. However, moderate activity in wound healing
can be beneficial. For example, Sedum album with IC5o = 171.88 +
10.02 pg/mL (DPPH) increases the percentage of wound healing (in vitro
assay), in comparison with other species of Sedum more antioxidant
(Chiocchio et al., 2018).

It is also worth noting that moderate antioxidant activity could
modulate the inflaimmatory phase without inhibiting it. Antioxidants
can promote healing by scavenging ROS, inhibiting lipid peroxidation,
protecting tissues from oxidative damage, and modulating the inflam-
matory phase (Yazarlu et al., 2021). However, it is important that ROS
are not completely inhibited, since they are signaling molecules that
play a meaningful role in pathways such as Nrf2 -mediated cellular
homeostasis/antioxidant defense- and TGF-f1 -extra-cellular matrix
production, as well as fibroblast/myofibroblast-differentiation (Yazaki
et al., 2021).

3.3. Antibacterial activity

ASM had moderate antibacterial activity against S. aureus clinical
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strain (inhibition halo 5.96 + 0.06 mm; MIC > 4 mg/mL) and
S. epidermidis clinical strain (inhibition halo 6.66 + 0.26 mm MIC >4
mg/mL). MIC with a concentration greater than 4 mg/mL is considered a
bacteriostatic agent (Wald-Dickler et al., 2018).

These results were similar to those found in some species of Hyptis,
which are used for the treatment of skin infections and wound healing.
H. albida, H. pectinate, H. suaveolens and H. verticillate exhibited an in-
hibition halo of 6 mm with a concentration of 20 mg/mL, but MIC was
not evaluated (Rojas et al., 1992). Bacteriostatic activity in some cases is
better than bactericidal (Wald-Dickler et al., 2018). This was observed in
other plants that enhanced wound healing. Elaeis guineensis is used for
the treatment of wounds, and the crude extract has a MIC of 6.25 mg/mL
against S. aureus: when applied topically promotes tissue regeneration
(Rajoo et al.,, 2021). One possible reason as to why moderate antibac-
terial activity aids the healing process could be that if it maintains a slow
rate of bacterial growth, then the immune system will be able to elim-
inate any remaining pathogens more efficiently.

3.4. Irritation and wound healing assays

3.4.1. ASME stability

ASMEs were homogeneous, physically stable as the concentration
increased (1, 5 and 10%). Likewise, color, odor, and appearance
remained without changes during 6 months of observation and after the
centrifugation test. Additionally, results of CI were 100% in all con-
centrations because they did not show separation of phases (centrifu-
gation). UV scanning showed that ASM and ASME had the same
absorption, hence the qualities of the extract were preserved (Fig. S5).

3.4.2. Skin irritation test

The irritability test of topical application at different concentrations
(1, 5 and 10%) of ASME showed no signs of edema or erythema on the
dorsal skin of mice (Fig. S6). Therefore, it is inferred that topical
application of the ASME is non-irritating and can be used for in vivo
evaluations.

ASME to 5% was selected for healing tests. This decision was based
on previous studies where were observed that the application of extracts
at higher concentrations (250, 500 and 1000 pg/mL) not necessarily
have a more favorable effect in vitro wound healing assay (Kamarazaman
et al., 2022). Furthermore, a high concentration of polyphenols in the
extract (90.22 + 1.03 pg GAE/mg of dry extract) reduces migration and
proliferation in HaCaT in scratch assay, when applied in high doses
—100 pg/mL- and promotes migration and proliferation to low doses
—10 and 50 pg/mL- (Chiocchio et al., 2018). This could be related to the
decreased production of inflammatory elements that are essential to the
scarring process, thus a higher concentration may reduce its healing
property (Chiocchio et al., 2018; Kamarazaman et al., 2022).

3.4.3. Wound closure speed (WCS) and total re-epithelialization time
(TRT)

At the beginning of the experiment (day 0), the incisional wound size
in CD-1 et/et mice was 17.06 + 1.70 mm. On day nine, 50% of the mice
in the ASME group had a total wound closure, in comparison with the
controls. TRT of 100% in all groups was observed after 13 days (Fig. 2a
and Fig. S7). There were no significant differences between treatments
(p > 0.05).

WCS was higher in the group treated with Recoveron®, followed by
those treated with ASM, and finally the mice treated with the vehicle
(Fig. 2a). There were not significant differences between treatments (p
> 0.05). ASME is better than other plants (13 days-17 mm). Diospyros
mespiliformis crude methanol extract promotes healing at 13 days (15
mm) (Ebbo et al., 2022), methanolic extract of Dodonaea viscosa in 12
days (10 mm) (Nayeem et al., 2021), and hydroalcoholic extract of
Moringa oleifera in 13 days (10 mm) (Ali et al., 2022).

Topical application of ASME suggests enhanced wound healing,
given that WCS is similar to Recoveron®, and other plants with healing
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Fig. 2. Wound hcaling activity in the physical tests and histological analysis for topical application of ASMLE, Rec (C+), and vehicle (C-) in incisional wounds

in mice CD-1 et/et. a) Wound closure speed (WCS) and total re-epithelialization time (TRT); b) Tensile strength (TS); ¢) Size of the healed wound (SHW); d) Epidermis
of new-formation H&E stain; e) Collagen Masson’s trichrome stain; f) Size of healed wound (SHW) H&E stain. COL: collagen, SHW: size of the healed wound, ASME:
Emulsion of A. stellulata methanolic extract.

activity. Quick re-epithelialization in wound healing is essential because the next property to be evaluated.

it is a temporary repair mechanism that provides a barrier (Low et al.,

2021). Therefore, a good treatment for healing should promote 3.4.4. Tensile strength (TS)

re-epithelialization and decrease the time of wound closure, with the The evaluation of the wound healing activity considering TS (g) gave

topical application of ASME. the following results (Fig. 2b): the individuals treated with ASME
In addition to wound closure and re-epithelialization, the synthesis required greater force to open the skin, followed by those treated with

of the ECM is essential in the healing process. This matrix is mainly made Recoveron®, and lastly those treated with the vehicle. There were no

up of collagen type I, which increases tensile strength. Therefore, it was significant differences between treatments (p < 0.05). Observing a
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trend, the topical application of ASME increases the TS necessary to
open the healed wound, which is slightly higher than that recorded with
Recoveron®. Moreover, TS in other plants was lesser than that shown by
ASME (960 + 89.44 g), such as methanolic extract of D. viscosa which
showed TS 568.83 + 7.77 g (Nayeem et al., 2021), hydroalcoholic
extract of M. oleifera had 243 g (Ali et al., 2021), and methanol:meth-
ylene chloride extract of Ceiba pentandra showed a TS of ~800 g (Osifo
et al., 2022).

TS is related to synthesis, deposition, and maturation of collagen. In
the remodeling phase, the gradual degradation of immature type III
collagen synthesized in the proliferation phase is fundamental, along-
side the formation of mature type I collagen (Wang et al., 2018). Since
type III collagen is weak and type I collagen is stronger, this step is
critical to scar formation (Alhajj & Goyal, 2022). Hence, the increased
TS in animals treated with ASME indicates an increase in deposition,
maturation, and organization of type I collagen and possibly a better
progress in the remodeling phase, compared to the controls. These re-
sults were confirmed by the histological analysis.

3.4.5. Histological analysis

3.4.5.1. Re-epithelialization and size of the healed wound (SHW).
Epidermal neoformation showed differences between treatments
(Fig. 2d). However, all individuals had 100% wound closure by day 13
(Fig. 2a). Mice treated with ASME and Recoveron® showed an
epidermis similar to normal skin, while the vehicle group showed a
visibly thinner epidermis. Additionally, SHW was lower in ASME group
compared to controls, and it also presents less SHW variation in the
individuals (Fig. 2¢ and f). In addition, plants with good healing activ-
ities promote the formation of moderately thick epidermis, similar to
normal skin, such as Cycas thouarsii (Binsuwaidan et al., 2022), A. vera
(Movaffagh et al., 2022), Dalbergia tsoi (Zhang et al., 2022). These results
were similar to those observed for ASME.

Re-epithelialization and wound contraction are characteristic of the
proliferative phase (Low et al., 2021). Therefore, ASME promotes the
progression from proliferative phase to remodeling phase.

3.4.5.2. Thickness, disposition, and maturation of collagen. The ASME
group showed the best performance in the distribution and maturation
of collagen (Fig. 2e), forming dense and organized fibers, similar to the
Recoveron® group, while the skin treated with the vehicle had less.

Plants with healing activity promote the maturation and synthesis of
collagen, similar to ASME. For example, hydroalcoholic extract of
Amphipterygium adstringens promoted maturation of collagen and
showed regular fibers throughout the wound area (Pérez-Contreras
et al., 2022); ethanolic extract of Polygonatum kingianum had dense and
abundant collagen (Pan-Yue et al., 2022); and methanolic extract of
V. crocata promoted synthesis and maturation of collagen (Garcia-Bores
et al., 2020).

The ECM has collagen as its main component, an adequate propor-
tion is essential during the formation of connective tissue and the wound
healing process (Pérez-Contreras et al., 2022). This related to the tensile
strength reported for the different treatments, confirming that the
topical application of ASME accelerates progress towards the remodel-
ing phase.

3.4.5.3. Granulation tissue and phase of the wound healing process. The
histological study of granulation tissue -middle part of healed wound-
(Fig. S8) is consistent with the previous results. The sections of the ASME
group had a lower number of fibroblasts/myofibroblasts, abundant
blood vessels and inflammatory infiltrate was not observed. Meanwhile,
the Recoveron® group had profuse reactive fibroblasts, few blood ves-
sels and did not show inflammatory infiltrate. Finally, the vehicle group
had an intermediate number of fibroblasts, few blood vessels and neu-
trophils. The histological, WCP, and TS results allowed us to determine
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the phase of healing.

Mice treated with ASME showed myofibroblasts, abundant new
blood vessels, absent neutrophils, a normal new epidermis, smaller
mature collagen, and minor SHW -contraction of wound- (Table 1). This
implies that they are in the remodeling phase. Moreover, there are signs
of regeneration, because the healed wound zone is small and there is a
tendency to developed layers just like normal skin -muscle, hypodermis,
dermis-, neoformation of pilose follicles, and sebaceous glands
(Fig. 3d-f).

The Recoveron® group was between the proliferation and remod-
eling phases (Fig. 3c and Table 1). It has abundant fibroblasts, few
myofibroblasts, new blood vessels, absent neutrophils, mature collagen,
and better resistance to TS. Proliferation is characterized by angiogen-
esis, proliferation of fibroblasts (new ECM/type III collagen), keratino-
cytes (re-epithelialization) and endothelial cells (blood vessels) (Low
et al., 2021; Yazarlu et al., 2021). Ultimately, fibroblasts and keratino-
cytes produce TGF-p leaning to myofibroblasts differentiation, regu-
lating wound closure (Yazarlu et al, 2021) and beginning the
remodeling phase.

The vehicle group was transitioning from inflammation to prolifer-
ation (Fig. 3b and Table 1), due to the presence of neutrophils, few fi-
broblasts, immature collagen, smaller resistance of TS and large SHW
(null contraction). During inflammation, phagocytic cells, including
neutrophils and macrophages, prevent infection and remove cell debris
(Yazarlu et al.,, 2021). They also release cytokines, chemokines, and
growth factors, involved in the recruitment and activation of fibroblast
and epithelial cells for the proliferative stage (Low et al., 2021).

Wound healing may be implicated in tissue regeneration and return
to the original condition (Akita, 2019). Several conditions allow tissue
regeneration. Acomys spp. mice can completely regenerate wounded
tissue due to the presence of blastema, but mice CD-1 only present
scarring (Gawriluk et al., 2016). In general, skin wounds do not regen-
erate completely, they produce disorganized ECM, commonly known as
scar (Castano et al., 2018). Variable dermal fibrosis, effaced epidermis,
limited or absent sebaceous glands and follicles can be observed in such
scars, resulting in a loss of structure and function (Sun & Williams,
2016). However, the topical application of ASME in mice CD-1 et/et
decreases scar formation and promotes skin regeneration, but more
studies are needed to verify this.

ASM has quercetin glycoside (II), and these compounds have been
reported in plants to improve wound healing. Euphorbia characias subsp.
wulfenii (methanolic extract) showed healing functions with inhibitory
activities on collagenase, elastase, and hyaluronidase; in fractions con-
taining quercitrin, hyperoside, and guaijaverin, but fractions had no
better activity (Ozbilgin et al., 2018). Sambucus ebulus has quercetin
3-O-glucoside, an isolate of its fraction, but the healing activity was
lower than that of the initial methanolic extract (Siintar et al., 2010). In
addition, quercetin, kaempferol and hyperoside (43% w/w) were iden-
tified in the ethyl acetate extract from Eugenia pruniformis, and this
extract accelerates wound healing and dermal remodeling (de Albu
querque et al., 2016). Carvalho et al. (2021), described the role of

Table 1
Parameters to define the transition of phases of the wound healing process.

Groups E D Granulation Tissue Phases (transition)
F M N v
ASME R R + ++ - +++  Remodeling/
Regeneration
Recoveron® R NR +++ + - ++ Proliferation/
Remodeling
Vehicle T NR ++ - + + Inflammation/

Proliferation

E: epidermis, D: dermis, R: regeneration, NR: no regeneration, T: thin, F:
fibroblast, M: myofibroblast, N: neutrophil, V: new blood vessel, -: absent, +:
few, ++: regular, +-++: many, ASME: Emulsion of A. stellulata methanolic

cxtract.
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flavonoids in wound healing and tissue regeneration through different
mechanisms: antioxidant, anti-inflammatory, acting on a group of cells
modulating the release cytokines and growth factors, and regulating
pathways involved in healing. Quercetin is a compound that promotes
the healing process in mice with excisional wounds (Choudhary et al.,
2020; Fu et al., 2020). Hence, the presence of these compounds in ASM
could promote wound healing and regeneration.

The other metabolite present in ASM was the glycoside RA (III). To
date, no reports from the activities of that metabolite have been found.
Nonetheless, the aglycone RA is a wound healing agent. The topical
application of RA cream (10%) reduced the size of the wound and
resulted in less scarring, but the healing time was prolonged, and
epithelialization was reduced (Kiiba et al., 2021). Furthermore, the
application of RA in nanoparticles and gel has antibacterial, antioxidant
and wound healing activities, which can decrease scar formation and
promote tissue regeneration (Chhabra et al., 2020; Wani et al., 2019).

ASM is a mix of different secondary metabolites, including derived
quercetin and glycoside RA. These compounds could enhance wound
healing activity. However, it is possible that other unidentified metab-
olites have healing qualities. Some reports indicate that doing sub-
fractions decreases the activity of the extract, given that synergy exists
between the different compounds (Siintar et al., 2010; Ozbilgin et al.,
2018).

4. Conclusion

A. stelullata contains phenolic, terpene, lactone, steroidal, and
glycoside compounds. It also has a medium content of total phenols,
some of which are quercetin derivatives and rosmarinic acid glycoside.
These secondary metabolites are probably responsible for the scavenger
activity, reducing the concentration of ROS and modulating its function
with activators of signaling pathways related to inflammation. It may
also be related to the bacteriostatic activity of A. stellulata against
S. aureus and S. epidermidis clinical strains.

Topical application of ASME to 5% in incisional wound reduced
closure time and re-epithelialization. Additionally, increased collagen
synthesis and maturation, consequently the tensile strength. Further-
more, it promoted advancement towards the maturation phase. This fact
was confirmed by the granulation tissue with few cell groups repre-
senting the prior phases. It even showed signs of regeneration, since the
healed wound zone is small and has developed layers as normal skin
-muscle, hypodermis, dermis-, hair follicle, and sebaceous glands.

Therefore, topical application of A. stellulata promotes skin regen-
eration in mice CD-1 et/et, reducing the possibility of infection due to its
bacteriostatic activity and regulating inflammation through antioxidant
activity. These results confirm the traditional use of A. stellulata as a
wound healing agent. However, it is necessary to do more research on
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Fig. 3. Comparison of normal skin to healed tissue
that underwent treatment with vehicle (C-), Recov-
eron® (C+), and ASME, of mice CD-1 et/et. a)
Normal skin of CD-1 et/ct; b) SHW treatment with
vehicle; ¢) SHW treatment with Recoveron®; d)
SHW treatment with ASME; e) Neoformation of
muscle and sebaceous glands in healed wound; f)
Ncoformation of pilose follicle in healed wound. E:
cpidermis, D: dermis, GT: granulation tissue, IID:
Hypodermis, M: muscle, NM: neoformation of mus-
cle, NS: normal skin, NPF: neoformation of pilose
follicle, PF: pilose follicle, SG: sebaceous gland, NSG:
ncoformation of scbaccous gland.

the mechanism of action and its possible pharmacologic applications.
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Introduction

The skin i compoaed of two main layers: The epidemis and demmis [ 1] It s
the largest organ in e human body and helps maintain homeostasis and
protocts intemal organs [2]. The skin is prone i damage from the formation of
lesions known as wounds, The healing process allows these damages to be
restored, and the original homeostatic propenties, integrity, and function of the
tisswe ane recovensd o the greabest extent possible [3].

Skin lesions affect many patients worldwide and are among the most
critical medical problems [4]. Trauma, swgical wounds, aging, chronic dis-
eases such as diabetes and cancer, and infections can complicate the healing
process [5]. Skin lesions represent a significant economic impact on the health
systems and patients; in the US, this cot can reach billions of dollars [6].
Patients with chronic wounds experience financial instability and enotional
izsues aach as depression and social isolation [7].

Plants are 8 spurce of namral prodocts thet form e basis for the treatment
of various diseazes and pathologies. Their use daies back thousands of years,
and plants continue to be esmential in primary healthcane in deve bped/de vel-
oping countries [R]. A considerable amount of cwment mesearch o dmg
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formulations is based on the information obtained from different studies of
natural products and their derivatives obtained from traditional medicine [9].

Secondary metabolites synthesized by plants improve the wound-healing
process [8]. Some phytoconstituents belong to the main group of metabo-
lites, including phenols, terpenes, and alkaloids. However, there are diverse
compounds that can improve the healing process.

This study is aimed to describe the healing process and the associated
mechanisms of action of secondary metabolites such as phenolic compounds,
terpenes, and alkaloids.

Physiopathology of the healing process

Wounds are classified as acute or chronic based on their duration and patho-
physiological differences during the healing process. Acute wounds are in-
juries that recover completely with minimal scarring and within the expected
time frame, whereas chronic wounds are injuries that heal slowly, do not heal,
or have tissue loss [10] (Fig. 10.1).

Acute wounds

In acute wounds, the four overlapping phases of the healing process, including
hemostasis, inflammation, proliferation, and remodeling, exhibit a normal
duration and intensity [11].

The first response to injury is hemostasis (min) [9,12]. Hemostasis is a set
of mechanisms that prevents blood loss after vascular rupture. Vasoconstric-
tion and clot formation prevent bleeding and provide a temporary barrier to the
external environment [13]. This process is regulated by coagulation [14]. After
skin injury, the exposed subendothelium, collagen, and tissue factors activate
platelet aggregation, which leads to degranulation and the release of growth
and chemotactic factors, such as PDGF, EGF, PF4, and TGF-f. Factor XIII
promotes clot formation through fibrin cross-linking at the site of injury [15].
Mast cells release histamine, which increases vascular permeability [16] in
conjunction with the appearance of PAMPs and DAMPs and the activation of
the complement system [3], favoring the migration of inflammatory cells, such
as neutrophils and monocytes, to the wound site [17].

Inflammation is the second phase of the wound healing process, which lasts
from hours to four to 6 days and involves the release of proteolytic enzymes
and proinflammatory cytokines that attract cells from the immune system [12].
Subsequently, neutrophils initiate the phagocytosis of microorganisms and
damaged tissues, producing ROS, antimicrobial peptides, eicosanoids, pro-
teases, MPOs, and MMPs. The Nrf2 signaling pathway maintains redox ho-
meostasis during the inflammatory process by removing ROS through the
regulation of antioxidant enzymes [18]. M1 are present at the wound site
during the inflammatory stage and secrete proinflammatory factors (IL-6,
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FIGURE 10.1

Physiopathology of the healing process in acute and chronic wounds. The sec-

ondary metabolites enhance the normal-healing, delayed-healing and overhealing processes,
through the regulation of signaling pathways, modulating the cell groups and the events charac-
teristic of the inflammation, proliferation, and remodeling phases. Created with www.BioRender.

com
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IL-1B, and TNF-a) [19]. This response is regulated by the NF-kB pathway
[18]. M2 modulate the inflammatory to proliferative phase transition and
secrete antiinflammatory factors (IL-4, IL-10, and IL-12) and growth factors
(IGF-1, VEGF, and TGF-o/B) [19]. The debrided wound allows the tissue to
cover the area of injury.

In the proliferative phase, the processes of reepithelialization, angiogen-
esis, and granulation tissue formation occur over days to weeks [9]. The
pathways that regulate these events during the cell proliferation phase are P13/
AKT [20] and Wnt/B-catenin [21]. Fibroblasts migrate to the wound bed and
help synthesize type III collagen and other components to create a new ECM
[22]. This step is regulated by cytokines and growth factors, such as PDGF,
TGF-o/B, and CTGFE. Keratinocytes initiate reepithelialization stimulated by
EGF and KGF, while endothelial and stromal cells initiate angiogenesis with
the help of VEGF, SDF-1, PDGF, FGF, MMP, and thrombin [17]. At the end of
this process, fibroblasts differentiate into myofibroblasts, which are regulated
by Wnt/B-catenin [21], allowing contraction of the granulation tissue and
initiating the remodeling phase [17].

Remodeling is characterized by changes in the ECM and is the longest
phase, lasting weeks or months [9]. At this stage, type III collagen is replaced
by type I collagen, which gives the skin greater tensile strength [23]. This
process is accomplished by MMPs secreted by fibroblasts, macrophages, and
endothelial cells [3]. The catalytic activity of MMPs is regulated by TIMPs,
and the balance between the two is essential for wound remodeling and repair.
The population of dermal fibroblasts is progressively reduced by apoptosis [9].
Partial or total regeneration was achieved at the end of this phase.

The wound healing process may involve the regeneration of tissues that
contribute to the restoration of the original condition of the damaged organ or
tissue [24]. In general, skin wounds do not completely regenerate or heal. A
disorganized ECM is commonly known as a scar [25]. In scars, variable
dermal fibrosis, effaced epidermis, limited or absent hair follicles and glands
can be observed, which cause a loss of structure and function [26]. Addi-
tionally, if the healing process fails, it is very likely that a chronic wound will
develop.

Chronic wounds

Wounds that do not heal within 6 weeks and do not progress through the
healing phases are considered chronic wounds. This period primarily involves
the inflammatory and remodeling phases, which can last a year [9]. Chronic
lesions are characterized by persistent inflammation, impaired angiogenesis,
difficult reepithelialization, dysregulated cytokine and growth factor levels,
and increased protease activity [27]. These events are associated with the
elevated activation of NF-kB [18] and Nrf2 deficiency [28]. Additionally,
phenotypic alterations in neutrophils and macrophages maintain their
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inflammatory states. Neutrophils show changes that produce less infiltration
and greater permanence in the wound [27], which induces overproduction of
ROS, dysregulation between MMP and TIMP, and damage to the ECM [29]. In
addition, there is an imbalance between M1/M2 that maintains the inflam-
matory state, inhibits angiogenesis, and causes a lack of oxygen and nutrients
in the wound [30]. This process is related to the inactivation of p38 MAPK and
autophagy since the epidermis shows significant inhibition of this pathway in
diabetic wounds [31].

Severe burns with exacerbated inflammation, delayed reepithelialization,
and impaired angiogenesis exhibit excessive healing and are considered hy-
pertrophic [17] and chronic wounds. Hypertrophic and keloid scars present
exacerbated inflammation and increased production of connective tissue and
myofibroblasts [32]. There is an alteration in the signaling of PI3K/AKT,
ERK1/2 [33], and Wnt/B-catenin [21], increasing cell migration and survival.

Other factors that contribute to the development of chronic wounds include
genetic factors such as syndromes where there is an alteration in collagen
genes, preexisting patient diseases, aging, and microbial infection due to
wound contamination and/or immunosuppression [34—36].

Finally, loss of tissue function, mobility, and even psychological damage is
noted in chronic, hypertrophic, and keloid wounds.

Secondary metabolites in wound healing

The study of medicinal plants in the wound healing process, mainly using
in vivo (murine) and/or in vitro (cell culture) evaluations, has allowed the
identification of pure compounds that act in one or more phases of the healing
process. It is important to identify the active compounds, pharmacological
activities, mechanisms of action, and define parameters for the standardization
of the extracts to produce pharmacological formulations.

Further, sections will be presented with the main groups of secondary
metabolites: phenols, terpenes, and alkaloids, which have wound healing
effects, and their possible mechanisms of action (Figs. 10.1 and 10.2).

Phenols in wound healing

Phenolic compounds have one or more aromatic rings and hydroxyl groups,
which are classified as phenolic acids, flavonoids, tannins, and stilbenes and
are recognized for their antioxidant and antiinflammatory activities [37]. These
compounds participate in wound healing and tissue regeneration, favoring the
formation of the neo-dermis with associated structures such as hair follicles,
sweat, and sebaceous glands [38] (Figs. 10.1 and 10.2, Table 10.1).
Modulation of inflammation is important for the healing process in acute or
chronic wounds. Consequently, it is a potential therapeutic target for the
treatment of wounds. Phenolic compounds are antiinflammatory because they
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TABLE 10.1 Phenolic compounds in wound healing.

Secondary
metabolite-Type-
Source

Phenolic compounds

Apigenin
Flavone
(Morus alba)

Caffeic acid
Hydroxycinnamic
acid

(Sigma)

CAPE
Hydroxycinnamic
acid
(Sigma-Aldrich)

CAPE
Hydroxycinnamic
acid
(Sigma-Aldrich)

Model

Excisional and
dead space
wounds in
diabetic
Wistar rats

Incisional
wound in
mouse BALB/c

Incision
wound in
Wistar rats

Pressure ulcers
in Swiss mice

Administration/
dose

NR

Oral
10 mg/kg
daily

Intraperitoneally
10 pmol/kg”

Intraperitoneally
5 x 10~° mol/kg

Closure
time

18 days

NR

7 days

12 days

Effects

1 collagen
production
1 granulation tissue
1 SOD, GSH, CAT

| neutrophils

1 activity of PLA2
| liberation of
histamine

1 collagen

T GSH, SOD

| MDA

1 regenerate a
dermis like that of
intact skin

3 days

T NO/NOS2

1 lipoperoxidation
T NF-«xB

1 migration

108

Phase

Inflammation
Proliferation

Inflammation
Proliferation

Inflammation
Proliferation
Remodeling

Inflammation
Proliferation

Signaling
pathway

NR

AA

NR

NO/NOS2
Nrf2
NF-kB

References

[39]

[40]

[41]

[42]

Continued
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TABLE 10.1 Phenolic compounds in wound healing.—cont'd

Secondary
metabolite-Type-
Source

Mix:
Curcumin
Diketone derives

from a ferulic acid.

Chrysin
Flavone
(Sigma-Aldrich)

Model

Excisional
wound in
Wistar rats

Administration/
dose

Topical
alone: 5, 10,
15%
combination:
5:10,:10:5,
75745

Closure
time

15

(15%
chrysin
and 15%
curcumin)

Effects

macrophages

1 Nrf2

7 days

1 Nrf2

I NO/NOS2

| lipoperoxidation
| migration
macrophages

| NF-«xB

1T myofibroblast
12 days

| myofibroblast
1 collagen,
reepithelialization

alone and
combination

1 IL-6

T MMP-2,

1 iINOS

1 TIMP-1, TIMP-2

109

Phase

Inflammation

Signaling
pathway

NR

References

[43]
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TABLE 10.1 Phenolic compounds in wound healing.—cont’d

Secondary
metabolite-Type-
Source

Formononetin
Isoflavone
(Astragalus
membranaceus)

GC
Flavanol
(Sigma-Aldrich)

Model

Incisional
wound in
athymic nude
mice

HUVEC
scratch test

Excisional
wound in
diabetic
Sprague
Dawley rats

Administration/
dose

50 pM injected in
three sites (50 pl)
Direct

T M, 50 uM,

50 ng/mL

Topical
13.06 uM,
26.12 yM

Closure
time

10 days
18h

18 days

111

Effects Phase

1 TGF, VEGF,
PDGF, bFGF

1 expression of
Egr-1

1 phosphorylation
of ERK

T slightly the
phosphorylation of
MAPK

1 SOD, CAT, GPx
| lipoperoxidation
1 Nrf2, NQO-1,
HO-1

| Keap-1, TLR4,
MyD88, NFkB,
TNF-a, IL-6

1 IkB-o

1 VEGF, EGF,
TGF-B, FGF-2

1 MMP-2

1 regeneration of
dermis, hair
follicles, sweat and
sebaceous glands

Proliferation

Inflammation
Proliferation
Remodeling

Signaling

pathway References
ERK1/2 [46]

p38 MAPK

Nrf2/HO-1 [38]
TLR4/

MyD88/

NF-kB

AlSIwaYD) S1NPOIJ [eInjeN Ul Salpnis gLy



Glycitin and
4/,6,7-trimehoxy
isoflavone
Isoflavone
(Glycine max and
Amphimas
pterocarpoides)

Icariin
Prenylated flavonol
(Sigma-Aldrich)

Quercetin
Flavonol
(NR)

Quercetin
Flavonol
(Sigma-Aldrich)

Excision
wound in ICR
mouse and
burn wound in
C57BL/6
mouse

HaCaT and
fibroblast
scratch test

Excisional
wound in
Wistar rats

Excisional
wound in
diabetic
Sprague-
Dawley rats

Excisional
wound in
Wistar rats

Topical

200 plL of a 1:1
(200 pM:200 pM)
Direct

1:1 (10 pM:

10 uM)

1:2

(6.7 uM:13.3 pM)
22

(13.3 uM:6.7 pM)

0.5%

10, 20, 40 mg/mL

0.3% quercetin
0.03, 0.2y 0.3%
nanoparticles

14 days
24 h
(partial
close)

14 days
(95%)

14 days
(40 mg/
mL)

21 days

1 differentiation
and migration of
keratinocytes,

1 proliferation and
differentiation
fibroblast

1 secretion of
TGF-B

1 skin regeneration

1 IL-10,

1 angiogenesis

1 NF-kB and TNF-ao
1 MMP-2 and
MMP-9 activity

| TNFa, IL-1B, IL-6
1 IL-10 levels

1 expression VEGF,
TGF-a/B.

1 differentiation M1
to M2

1 IL-10, VEGF,
TGF-B

| TNF-a,

1 conversion of
fibroblasts to
myofibroblasts
| inflammatory
cells

112

Proliferation NR
Remodeling

Inflammation

Inflammation ~ NR
Proliferation

Inflammation ~ NR
Proliferation

NF-«kB

[47]

(48]

(191

[49]

Continued
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TABLE 10.1 Phenolic compounds in wound healing.—cont’d

Secondary
metabolite-Type-
Source

Mangiferin
C-Glycosyl
Xanthone
(Mangifera indica)

Naringenin
Flavanone
(Sigma-Aldrich)

Naringin
Flavanone glycoside
(Sigma chemical)

Model

Excisional
wound in
diabetic rats
(NR)

Burns in
Wistar rats

Excisional
wound in
diabetic
Sprague-
Dawley rats

Administration/
dose

Topical
1%, 2%

Oral
25, 50, 100 mg/
kg/day

Oral
20, 40, 80 mg/kg

Closure
time

21 days

7 days

16 days
(80 mg)

Effects

1 expression of
EGE FGE TGE
VEGF, PI3K, MMP-2
y Nrf2

| TNF-a, NF-kB

1 epidermal
thickness

1 SOD, CAT, GST,
GPx

1 IL-6, IL-1B, TNF-
o, LTB4, NO, PGE2,
NF-kB

1SOD

1 lipoperoxidation
IMPO

T1GF-1, TGF-B,
VEGF-c,

1 Ang-1, collagen-1
| TNF-a, IL-1B, IL-6
1 angiogenesis

1 regeneration of
dermis

Phase

Inflammation
Proliferation

Inflammation

Inflammation
Remodeling

Signaling
pathway

Nrf2
NF-xB
PI3K/AKT

NF-«kB

NR

References

[50]

[51]
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Resveratrol
Stilbene
(Sigma-Aldrich)

Rutin

Flavonol glycoside
(Kahira
pharmaceuticals and
chemical industries
co.)

Vitexin
Flavone glycoside
(Sigma-Aldrich)

Burns in
diabetic
Sprague-
Dawley rats
HUVECs
scratch test

Excisional
wound
in Wistar rats

Excisional
wound in
Sprague-
Dawley rats
HaCaT and
NIH-3T3
scratch test

Topical

NR

Direct

100 nM for 3 h

Topical
Excision wound
0.5 mL-0.025%

Topical
10 mg/mL
Direct

Tug

1, increase; |, decrease; T, inhibition; NR, not reported.

14 days
24 h
(almost
complete
closure)

10 days

21 days
72h

114

1 protect against
H,O, 1
proliferation and
migration

1 expression Mn-
SOD and Nrf2

1 regeneration of
dermis

| lipoperoxidation
1 GSH, CAT

1 regeneration of
dermis

1 migration of
keratinocytes and
fibroblast

1 regeneration of
dermis

Inflammation  Nrf2
Remodeling

Inflammation ~ NR
Remodeling

Remodeling NR

[5=

[54]

=
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regulate oxidative stress via scavengers and increase the expression or activity
of antioxidant enzymes [38,39,51,52,54], probably due to the activation of
Nrf2 [38,42,50,53].

Nrf2 is a redox-sensitive transcription factor that modulates cellular stress
and redox homeostasis through gene regulation [56]. Although several sub-
stances have been investigated to modify the expression of Nrf2, as is the case
with CAPE [42], a pharmacological target of phenolic compounds in this
signaling pathway has not yet been recognised.

One proposed mechanism of action of the secondary metabolites is through
the inactivation of Keap 1 by promoting the modification of cysteines. This
promotes the release of Nrf2, promoting the expression of antioxidant enzymes
and factors related to angiogenesis, cell proliferation, and migration [28].

Phenolic compounds influence inflammation and promote wound healing
by modulating cytokines [19,48,51], growth factors [19], MMPs [48], TIMPs,
iNOS [43], and NF-«kB [38,48,50,51,53]. In the cytoplasm, NF-kB is inactive
and is associated with IkB. Following activation, it is translocated to the nu-
cleus to induce the expression of genes involved in the inflammatory response
[38]. Investigations of phenolic compounds in wounds indicate that their
application decreased NF-kB expression [38,42,48,50]. For example, GC
improves wound healing by inactivating NF-kB through the TLR4 and MyD88
receptors [38]. Khan et al. [37] reported that polyphenols, such as resveratrol,
quercetin, and epigallocatechin-3-gallate (EGCG), can alter the NF-kB
pathway, thereby avoiding IKK activation.

The AA-dependent pathway is another therapeutic target for controlling
inflammation. Metabolites such as CAPE accelerate wound healing by
inhibiting PLA2 and preventing AA release [40]. Quercetin, kaempferol, and
anthocyanidins inhibit PLA; and LOX [37]. Kim et al. [57] established a
structure-activity relationship of phenolic compounds, with flavones being the
chief inhibitors of COX and flavonols of LOX.

The modulation of the signaling pathways associated with inflammation
allows progression to the next phase of the healing process, proliferation. This
step is regulated by the transition of M1 to M2 phenotype, which is a critical
point at the start of proliferation. Natural products such as EGCG [45] and
quercetin [19] promote the differentiation of M2. Macrophage polarization
occurs through the activation or inhibition of TLRs and inflammasomes
(NLRP3), which are activated by DAMPS, PAMP, ROS, cytokines, metabo-
lites, etc. [58]. Therefore, a possible mechanism of action of these phenolic
compounds could be their interaction with TLRs, leading to their possible
inactivation; for example, resveratrol inhibits the dimerization of TLR4 and
therefore NF-kB activation. TLR4 inhibition promotes M2 polarization and
enhances wound healing [59].

Phenols act in the proliferation phase through the activation of signaling
pathways such as PI3K/AKT, ERK1/2, and p38 MAPK. ERK1/2 regulates
cellular functions such as proliferation, differentiation, and transformation
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[60]. For example, formononetin accelerates wound closure by overexpressing
Egr-1, promoting phosphorylation of ERK1/2, and inhibiting p38 MAPK [46].
However, it has been reported that activation of p38 MAPK stimulates wound
closure in human fibroblasts [61]. p38 MAPK has two roles: stress-activated
enhancement of apoptosis and, in the wound healing process, promotion of
migration and cell proliferation, which are dependent upon extracellular
stimuli [62].

PI3K/AKT signaling regulates the inhibition of GSK3f and activation of
mTOR, thereby promoting tissue restoration [20]. Regulation of this pathway
allows the closure of chronic wounds and prevents the formation of keloids.
Secondary metabolites such as mangiferin increase the expression of PI3K and
phosphorylate AKT, thereby promoting the closure of diabetic wounds [50].
Excessive PI3K/AKT activation is associated with cancer [63] and keloids
[33]. EGCG is a polyphenol well known for its therapeutic effects in different
pathologies, including cancer, by inhibition of AKT-mediated signaling,
regulation of Bcl-2 family proteins, increase in PTEN, and promotion of
apoptosis [64]. Therefore, it is not surprising that EGCG improves keloid
wound healing by decreasing cell proliferation and increasing apoptosis [44],
probably by regulating the PI3K/AKT pathway. Therefore, the investigation of
secondary metabolites with anticancer activity and their possible application in
keloid scars is required.

One of the features of scars is the present variable dermal fibrosis with
limited or absent hair follicles and accessory glands, which result in the loss of
function and aesthetic, physical, and even psychological damage [26]. Some
reports have shown that phytochemicals induce regenerative effects by
decreasing scar formation and restoring the skin to a near-normal state. Thus,
EGCG [45], CAPE [41], naringin [52], rutin [54], and vitexin [55] promote
skin regeneration. Ouyang et al. [65] reported that controlling excessive in-
flammatory responses by regulating ROS/MAPK/NF-kB promotes wound
healing and tissue repair. Therefore, the regeneration process of phenolic
compounds may be related to their activity in these pathways.

As described above, phenolic compounds help improve the healing pro-
cess, promote tissue regeneration, and restore function.

Terpenoids in wound healing

Monoterpenes, sesquiterpenes, diterpenes, and triterpenes have been studied in
different biological models of wound-healing processes. Some terpenes exhibit
antiinflammatory activity through mechanisms related to the regulation of
oxidative stress, although very few exhibit antioxidant activity. In many cases,
mechanisms of action have been established during the proliferation phase
(Figs. 10.1 and 10.2, Table 10.2).

Some terpenes act as scavengers, reducing free radicals [66], decreasing
lipoperoxidation [67], modulating the response of antioxidant enzymes
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TABLE 10.2 Terpenic compounds in wound healing.

Secondary
metabolite-
Type-Source

a-Phellandrene
Terpinolene
Monoterpenes
(Sigma-Aldrich)

B-Caryophyllene
Sesquiterpene
(Sigma-Aldrich)

Astragaloside IV
Triterpenoid
saponin

(Zhejiang Institute
of Food and drug
Control)

Model

1929 cell line
scratch test

Excisional wound
in Wistar rats

Excisional wound
in
Sprague—Dawley
rats

HaCaT cells

Administration/
dose

Direct
10, 100 and
200 pM

Topical
15 pL (10% wiw)

Topical
0.5%
Direct

50, 100,
150 pmol/L

Closure
time

16 h (partial
close)

12 days

18 days

96 h (almost
complete
closure,

100 pmol/L)

Effects Phase

Inflammation
Proliferation

1 migration and
proliferation of
fibroblasts

1 ABTS**, NO¢,
0,

1 IL-6, TNF-a, NO
T NF-«B

Inflammation
Proliferation

1 IL-1, TNF-a

1 MPO

| lipoperoxidation
1 fibroblast,
collagen,
epidermal cells,
angiogenesis,
reepithelization

Proliferation
Remodeling

1 migration of
keratinocytes

1 tensile strength
1 angiogenesis,
collagen synthesis
1 relation collagen
type Il and |

| TGF-B1

| scar

117

Signaling
pathway
NF-kB

NR

NR

References

[66]

[67]

[68]
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Bacoside A

Mixed triterpenoid
saponins

(Bacopa monnieri)

Curcumol
Sesquiterpene
(Chinese materials
Research Center)

Cycloastragenol
Triterpenoid
(Astragali radix)

Epoxy-tiglianes
Diterpene esters
(Fontainea
picrosperma)

Excisional,
incisional
infected and
uninfected
wounds

(S. aureus), and
dead space
wounds in Wistar
rats

Excisional wound
in diabetic
Sprague-Dawley
rats

EpSC cells scratch
test

HaCaT cells

Topical 18.30 days

0.2%

Oral

4 mg/mL

0.5, 1 mg/kg 24 days

Direct 72 h

%003 20381

10 pM

Direct 48 h (almost

0a15.1uM complete
closure)

1 epithelialization
1 tensile strength
1 granulation
tissue

1 fibroblasts

1 cross-linking of
collagen fibers

| monocytes

T MMP’s

1t VEGF
1 rates of wound
closure

1 viability,
proliferation, and
migration

1 expression levels
of TERT, B-catenin,
c-Myc

1 proliferation and
migration
keratinocytes

1 progression
through G0/G1-S
and S-G2/M
phases

1 genes of

118

Inflammation ~ NR [69]
proliferation

Proliferation NR [70]

Proliferation Wnt/B-catenin [71]

Proliferation PKC [72]

Continued
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TABLE 10.2 Terpenic compounds in wound healing.—cont'd

Secondary
metabolite-
Type-Source

G75
Triterpenoid
saponin

(Panax ginseng)

Model

Excisional wound
in mouse

HaCaT cells and
fibroblasts
scratch test

Administration/  Closure
dose time
Topical 9 days

5 uM 24 h (partial
Direct close)

5,10 uM

Effects

proliferation and
migration
keratinocytes

1 expression of
cyclin B2

| CDKN1TA

1 MMP-1, MMP-7,
MMP-10

1 KRT13, KRT15

| KRT6, KRT16m
KRT17

1 IL-1a, 1I-6,

IL-8, TNF-a, CCL2,
CCL5, CXCL1,
CXCL10

1 PKC
phosphorylation

1 proliferation and
migration of
keratinocytes and
fibroblasts

NETGE

1 inducing genes
of signaling
pathways related to
growth factors

1 bound to GR and
translocated into
the nucleus

119

Phase

Proliferation

Signaling
pathway

Glucocorticoid
receptor
Whnt

References

(73]
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Kirenol
Diterpenoid
(Siegesbeckia
orientalis)

Lupeol
Triterpenoid
(Celastrus
paniculatus)

Nerolidol
Sesquiterpene
(Sigma-Aldrich)

Excisional wound
in diabetic Wistar
rats

1929 cell line
scratch test

Excisional,
incisional, and
dead space
wounds animals
NR

Excisional wound
in mice

Topical
15%, 30%
Direct

10, 25 pg

Topical
0.2% wiv
Oral (dead
space)

1% wiv

Topical
2%, 4%

14 days
24 h (partial
close)

17 days

14 days
(2%)

| NF-kB, COX-2,
iINOS, MMP-2 and
MMP-9

| MDA

1 SOD, CAT, GPx,
GST

1 migration
fibroblasts

1 fibroblasts, new
blood vessels,
displacement of
collagen

1 breaking strength
1 granulation
tissue

| macrophages

T GSK3-B

1 fibroblast
proliferation,
angiogenesis,
collagen

1 restructuring of
connective matrix
T number of
dermal papillae

| inflammation
(2%)

120

Inflammation ~ NF-kB [74]
Proliferation AA

Remodeling

Proliferation GSK3-B/B- [75]

catenin

Inflammation ~ NR [76]
Proliferation

Remodeling

Continued
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TABLE 10.2 Terpenic compounds in wound healing.—cont'd

Secondary
metabolite-
Type-Source

Periplocin
Cardiotonic
steroid
(Periploca
forrestii)

Tagitinin F
Sesquiterpene
derivative
(NR)

Model

Excisional wound
in Sprague-
Dawley rats
1929 cell line
scratch test

Excisional wound
in BALB/c mouse

Administration/
dose

Topical

50 pL (20 pg/mL)
Direct

5,10, 20 uM

Topical
200 pL (0.5%,
1%)

Closure
time

9 days
48 h (partial
close)

NR

Signaling
Effects Phase pathway
1t proliferation and  Inflammation  Src/ERK
migration Proliferation PI3K/AKT by
fibroblast Na/K-ATPase
| IL-1B, TNF-a
1 Src bind to Na/
KATPase a1

1 phosphorylation
of Src, ERK, PI3K
and AKT

1 angiogenesis,
fibroblasts,
collagen
accumulation

1 5-LOX, COX-1, Inflammation ~ AA
COX-2 Proliferation

1 MMP-1, MMP-2

| PGE2, LTB4,

TNF-o.

1 MPO,

| neutrophils,

macrophages

1 type Il collagen

121

References

[77]

[78]
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Zerumbone Excisional wound  Topical

Sesquiterpene in Wistar rats 100 mg (1%
(Zingiber w/w)
zerumbet)

1, increase; |, decrease; T, inhibition; NR, Not reported.

15 days

t SOD, CAT, GSH Inflammation ~ NR [79]
1 VEGF, TGF-B1 Proliferation

1 type IV collagen

1 reepithelization,

fibroblasts,

angiogenesis

122

€Ty 01 | 19)dey) Suieay punom ul sajijogelaw Alepuodas



424 Studies in Natural Products Chemistry

[74,79], and regulating proinflammatory cytokines [72,77]. Further, some
compounds act by inhibiting [66] or modifying the expression of NF-kB [74].

The transcription factor NF-kB is considered a pivotal mediator of the
inflammatory process, and its inhibition is a therapeutic strategy for wound
healing [66]. The activity of terpenes in the inhibition of the NF-kB pathway is
mediated by IkBs phosphorylation, IKK inhibition, DNA binding, and p65
translocation [80]. For example, zerumbone enhances the wound healing
process [79] and blocks the IKK complex because of a decrease in protein
phosphorylation [81]. Lupeol promotes wound healing by inhibiting the
GSK3-P protein that activates the NF-kB pathway [75,80]. Other studies have
reported that lupeol inhibits IkBa phosphorylation and prevents the binding of
NF-kB to DNA [80,81].

Terpene compounds possess antiinflammatory properties by modulating
the AA pathway and three enzymes involved in the AA pathway: PLA2, COX,
and LOX. The natural product tagitinin F inhibits COX-2 and 5-LOX [78], and
kirenol prevents COX-2 gene expression [74].

Terpenes play a role in the proliferative phase of wound healing by stim-
ulating the proliferation and migration of fibroblasts [66,73,77], promoting the
proliferation of keratinocytes [65], and enhancing the expression of growth
factors [70,73,79]. The signaling pathways activated by some terpenoids that
promote the proliferative phase have also been studied.

The Wnt/B-catenin pathway is also involved in cell adhesion, proliferation,
differentiation, and growth. This pathway regulates wound healing, and en-
hances angiogenesis, and epithelial remodeling [82]. Furthermore, -catenin is
involved in the transition of fibroblasts to myofibroblasts [21]. Patients with
diabetes can get ulcers, which have been reported to be related to alterations in
the Wnt/B-catenin pathway [82]. Terpenes act through this pathway, such as
cycloastragenol, which induces cell proliferation and migration through TERT,
B-catenin, c-Myc expression, and Wnt/B-catenin activation [71]. Lupeol in-
creases epithelialization and wound contraction by inhibiting GSK3-8 [75].
G75 terpenoid binding to GR increases their translocation into the nucleus and
induces the expression of Wnt signaling pathway genes [73].

Terpene compounds also activate other signaling pathways associated with
cell proliferation. Periplocin activates the MEK/ERK and PI3K/AKT path-
ways through the Na/K-ATPase/Src complex and Src activation [77]. In
addition, epoxy-tigliane compounds promote PKC phosphorylation and acti-
vation, cyclin B2 expression, and cell cycle progression in keratinocytes [72].
However, it does not specify which isoforms are activated. PKCs are a group
of enzymes that participate in the regulation of different pathways related to
proliferation [83].

Some terpenoids also act in the remodeling phase by regulating metal-
loproteinases [09,74,78] and changing from type III to type I collagen [68].
Moreover, nerolidol improves the appearance of connective tissue and
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increases the number of dermal papillae [76], whereas astragaloside IV de-
creases scar formation [68].

In summary, terpenes act in different phases of the wound healing process,
mainly in terms of proliferation, but their role in the reduction of scar for-
mation should be further studied.

Alkaloids in wound healing

Alkaloids are chemically heterogeneous but have common characteristics,
such as the presence of one or more nitrogen atoms derived from amino acids
in a heterocycle [84]. However, some compounds that do not meet all the
characteristics are also included in this group. Alkaloids act in different phases
of the healing process; however, some reports suggest that the anticancer or
cytotoxic properties of alkaloids that prevent wound healing [85—87]. Current
studies have sought to evaluate the effect of phytochemicals, including alka-
loids, using biological markers of different signaling pathways and the
different processes in wound repair (Figs. 10.1 and 10.2, Table 10.3).

Alkaloids can modulate inflammation and accelerate progression to the
proliferative phase by decreasing inflammatory cytokines and increasing
growth factors [88,90,92]. In addition, some alkaloids decrease lip-
operoxidation, reduce iNOS, and balance M1 and M2 levels [92]. Further-
more, modulating inflammation through the Nrf-2, NF-kB, and AA pathways,
such as neferine, improved wound healing in diabetic rats by regulating
oxidative stress and the transition of M1 to M2 by increasing the expression of
Nrf-2, decreasing Keap-1, and reducing the expression of NF-«B [92].
Berberine inhibits the NF-kB pathway, activating SIRT 11 [88] and the activity
of 12-lipoxygenase derived from the AA pathway [96]. Other alkaloids with
wound-healing activity act in the AA pathway, such as sanguinarine, which
inhibits 5-LOX [96].

Some alkaloids act in the proliferation phase of the healing process, such as
berberine, which activates TrxR1 and suppresses downstream JNK pathway
signaling, promotes cell proliferation, and enhances extracellular matrix syn-
thesis [89]. JNK activation upregulates proapoptotic Bim and promotes
apoptosis [97]. Berberine is an example of a compound that can act in different
pathways and regulate inflammation and proliferation phases. Therefore, this
molecule has high pharmacological potential for the treatment of wounds and
other diseases associated with inflammation.

Alkaloids act in the remodeling phase, regulating MMPs [93], increasing
the expression of type 1 collagen [92] and promoting tissue regeneration.
Some carbazole derivative alkaloids, such as mahanimbicine, increase the
formation of sebaceous glands and hair follicles and promote dermal regen-
eration [91]. Berberine [88] and neferine [92], promote regeneration of the
dermis, indicating the possibility of tissue regeneration and recuperation of
function (regulation of temperature, defense, etc.). Neferin acts on Nrf2 and
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TABLE 10.3 Alkaloids in wound healing.

Secondary
metabolite-Type-
Source

Berberine
Isoquinoline
alkaloids

(Sigma chemical)

Berberine
Isoquinoline
alkaloids
(Coptis)

Administration/

Model dose
Excisional Topical
wound in 0.01 g/10 mL
diabetic Sprague  Direct
Dawley rats 100 pg/mL
HFF-1, HaCaT

cells

scratch wound

assay

Excisional Topical
wound in 0.06 mg/mL
diabetic Sprague

Dawley rats

Closure
time
13 days
12h
(Almost
total
closure)

15 days

125

Signaling
Effects Phase pathway
t proliferation and  Inflammation ~ SIRT 11/

migration cellular Proliferation NFkB
1 VEGF

1 CD31

T o- SMA
myofibroblast

1 regeneration of
dermis

1 SIRT 11

| NF-kB

| TNF-g, IL-6

| MMP-9

Inflammation  TrxR1/JNK

Proliferation

| apoptosis

1 SOD, GSH

1 total antioxidant
capacity

| lipoperoxidation
| caspasa-3

1 ROS

| 8-OHdG

References

[88]

[89]

Ansiway) spnpoid |einjeN ul salpnls 9z



Hypaphorine
Indole alkaloid
(Erythrina velutina)

Mahanine
Mahanimbicine
Mahanimbine
Indole alkaloids

Neferine

Isoquinoline alkaloid

(Nelumbo nucifera)

Excisional
wound in
diabetic Sprague
Dawley rats

Excisional
wound in
Sprague Dawley
rats

Excisional
wound in
diabetic Wistar
rats

Topical
10 mg/50 mL

Topical
50 mg

Topical
10%, 20%

12 days

18 days

14 days
(almost
total

closure)

126

I MMP 9

1 TGF-B1

1 TIMP1

LINK

T TrxR1

1 proliferation and
cell viability in
keratinocyte

1 collagen

| TNF-o, IL-1B
| inflammatory
cells

1 vascular
regeneration

1 fibroblast

| inflammatory
cells

1 restructuring of
collagen

1 hair follicles and
sebaceous glands
1 regeneration of
dermis

1SOD, CAT, GST,
GPx

| lipoperoxidation
1 Nrf-2

Inflammation
Proliferation

Inflammation
Proliferation
Remodeling

Inflammation
Proliferation

NR [90]
NR [91]
Nrf-2 [92]
NF-xB
Continued
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TABLE 10.3 Alkaloids in wound healing.—cont’d

Secondary
metabolite-Type-
Source

Lily-derived
Steroidal
glycoalkaloid
(Lilium longiflorum)

Model

Primary human
dermal fibroblast
cells, scratch
wound assay

Administration/
dose

Direct
5uM

Closure

time

16 h
(34%)

127

Signaling

Effects Phase pathway References

1 type 1 collagen
1 TGF-B

1 a-SMA

| Keap-1

! NF-«xB

LTNF-a, IL-18, IL-
6, INOS

=M1 a M2

1 regeneration
dermis

Inflammation ~ NR [93]
Proliferation
Remodeling

1 migration
fibroblast

t CXCL11, IL-10,
IL-2, IL-4

1 CTSG, F13A1,
FGA, MMP-9, PLG
| CSF3

! CXCL2, CCL7,
| MMP-7, PLAT
1 TGF-o.

1T type IV
collagen, ITGB6

ANSIwaYD) S1PNPoId [ednieN Ul salpnls 8T



Taspine
hydrochloride
Apophyllic alkaloids
(Paeonia)

Sanguinarine
Isoquinoline
alkaloids

(Fumaria parviflora)
N-methylstylopine
Dihydrosanguinarine
Protopine
Dihydrofumariline
a-Hydrastine
Fumaramine
Microcarpine

Excisional
wound in
Sprague Dawley
rats

Human
fibroblast
scratch wound
assay

Topical
1 mg/mL (50 uL)

Direct
1 pg/mL

1, increase; |, decrease; T, inhibition; =, equal; NR, Not reported.

18 days

72h
94%
92.4%
91%
90.5%
88.4%
85.4%
76.4%
75%

128

1 hydroxyproline
T KGF

1 fibroblast

1 capillaries

Proliferation NR [94]

1 migration rate
and wound
closure

Proliferation NR [95]
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NF-kB by modulating inflammation [92], which enhances the regeneration
process [65].

It is likely that some alkaloids can also promote the regeneration of injured
tissue through various pathways; however, further studies are required.

Conclusions

Phytochemicals improve wound healing primarily during the proliferation and
inflammation phases. They act at diverse levels through the regulation of
different signaling pathways. Therefore, these compounds exert multiple
therapeutic effects. These secondary metabolites can act as antioxidants and
modulate inflammation and the succession of phases in the healing process.
Furthermore, they have the potential to promote tissue regeneration and restore
skin function, which is important in chronic wounds.

Natural products represent a reliable and important source for identifying
treatments that promote healing. Thus, investigating secondary metabolites
during the healing process remains a promising path.

List of abbreviations

8-OHdG 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine

AA Arachidonic acid

ABTS'* 2,2'-azino-bis-(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)
AKT Serine/threonine protein kinase
Ang-1 Angiopoietin 1

APC Adenomatous polyposis coli

ARE Antioxidant response element

Bcl-2 B-cell lymphoma-2

bFGF Basic fibroblast growth factor

Bim Bcl-2 interacting mediator of cell death
c¢-Myc Proto-oncogene protein

CAPE Caffeic acid phenethyl ester

CAT Catalase

CCL C—C Motif chemokine ligand

CD31 Endothelial cell adhesion molecule
CDKNI1A  Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A
CKI Casein kinase 1

COX Cyclooxygenase

CSF3 Colony-stimulating factor 3

CTGF Connective tissue growth factor
CTSG Cathepsin G

Cul3 Cullin 3

CXCL C-X-C Motif chemokine ligand

Cyt C Cytochrome C

DAMP Damage-associated molecular pattern
DLG DLG motif
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E2 Ubiquitin-protein ligase

ECM Extracellular matrix

EGCG Epigallocatechin-3-gallate

EGF Epidermal growth factor

Egr-1 Early growth response gene 1

EpSCs Human epidermal stem cells

ERK Extracellular signal-regulated kinase
ETGE ETGE motif

F13A1 Coagulation factor XIII A chain
Factor XIII Fibrin stabilizing factor

FGA Fibrinogen alpha chain

FGF Fibroblast growth factor

FRS2a Fibroblast growth factor receptor substrate 2
G75 Gypenoside LXXV

GC Gallocatechin

GPx Glutathione peroxidase

GR glucocorticoid receptor

Grb2 Growth factor receptor-bound protein 2
GSH Glutathione

GSK3-8 Glycogen synthase kinase 3 beta

GST Glutathione S-transferase

H,0; Hydrogen peroxide

HaCaT cells Immortalized human skin keratinocytes
HFF-1 Human skin fibroblasts

HO-1 Haeme oxygenase |

HUVEC Human umbilical vein endothelial cell
ICAM-1 Intercellular adhesion molecule 1

IGF-1 Insulin-like growth factor 1
IKK IkappaB kinase

IL Interleukin

iNOS Inducible nitric oxide synthase
ITGB6 Beta 6 subunit of avfp6 integrin
IkB Inhibitor of NF-kB

JNK Jun N-terminal kinase

Keap-1 Kelch-like ECH associated protein 1
KGF Keratinocyte growth factor
KRT Gen keratin

L929 Mouse fibroblast cell line

LOX Lipoxygenase

LRP Low-density lipoprotein receptor-related protein
LTB4 Leukotriene B4

M1 Macrophage type 1

M2 Macrophage type 2

MAPK Mitogen-activated protein kinase
MDA Malondialdehyde

MEK Membrane-bound GTPases
MMP Matrix metalloproteinases

MPO Myeloperoxidase
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mTOR Mammalian (mechanistic) target of rapamycin
MyD88 Myeloid differentiation factor 88
Na*/K*-AT  Sodium—potassium pump

Pase
NF-xB Nuclear factor kappa B
NIH-3T3  Fibroblast cell line from mouse NIH/Swiss embryos
NLRP3 NLR Family pyrin domain containing 3

NO Nitric oxide

NOS2 Nitric oxide synthase 2

NO* Nitric oxide radical

NQO-1 NAD(P)H quinone 1

Nrf2 Nuclear factor erythroid 2—related factor 2
0~ Superoxide anion

p38 MAPK p38 group of the mitogen-activated protein kinase
p65 RELA

PAMP Pathogen-associated molecular patterns

PDGF Platelet-derived growth factor

PDK1 Protein serine/threonine kinase-3’-phosphoinositide-dependent kinase 1
PF4 Platelet factor 4

PGE2 Prostaglandin E2

PI3K Phosphoinositide 3-kinase

PIP2 Phosphatidylinositol (4,5)-bisphosphate

PIP3 Phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate
PKC Protein kinase C

PLA2 Phospholipase A2

PLAT Plasminogen activator tissue

PLG Plasminogen

PTEN Phosphatase and tensin

RAF Proto-oncogene serine/threonine-protein kinase
RAS Small guanosine triphosphatases

Rbx1 Ring box 1

ROS Reactive oxygen species

RTK Receptor tyrosine kinases

SDF-1 Stromal cell-derived factor-1

She Src homology and containing protein

SIRT 11 Sirtuin 1

sMaf Small maf proteins

SOD Superoxide dismutase

SOS Son of sevenless

Src protein-tyrosine kinase

TERT Telomerase reverse transcriptase transforming growth factor
TGF Transforming growth factor

TIMP Tissue inhibitor of metalloproteinase

TLR Toll-like receptor

TNF-a Tumor necrosis factor-alpha

TrxR1 Selenoprotein thioredoxin reductase 1

Ub Ubiquitin

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule 1
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VEGF Vascular endothelial growth factor
Wnt Wingless/integrase- 1

a-SMA Alfa-smooth muscle actin.
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' CHAPTER 7

Natural Products in Wound Regeneration

ILaboratorio de Fitoquimica, FES-Iztacala, UNAM, Av. de los Barrios No.
1. Los Reyes Iztacala, Tlalnepantla, Estado de México, México, 54090.
2Posgrado en Ciencias Biologicas, UNAM, Coyoacdn, Ciudad de México,
Meéxico, 04510. 3Laboratorio de Bioactividad de Productos Naturales,
FES-Iztacala, UNAM, Av. de los Barrios No. 1. Los Reyes Iztacala,
Tlalnepantla, Estado de Meéxico, México, 54090. ¢Departamento de
Ecologia y Productos Naturales, Facultad de Ciencias, UNAM. México.
Coyoacan, Ciudad de México, México, 04510.

Abstract: The skin is the largest organ in the body that provides protection. When a
wound occurs, the skin structurc and its function arc damaged, and it can cven
compromise life. Damage repair can occur through two mechanisms: healing and
regeneration. When a scar forms, fibrosis occurs in the arca, and the skin appendages,
which include the glands and hair follicles, are lost. In regeneration the functionality of
the skin is partially or totally recovered. Medicinal plants and their active principles
favor the regeneration of skin wounds because they have direct effects on the different
phases of the process. They favor hemostasis, modulate inflammation, which allows the
following stages of healing to occur in less time, such as proliferation and remodeling.
They favor hemostasis, modulate inflammation, and that the following stages of healing
to occur in less time (proliferation and remodeling). Natural products can also reduce
the risk of wound infections by having antibacterial activity. However, the
bioavailability of the extracts and their metabolites may be limited, and a solution to this
problem is to integrate them into preparations such as hydrogels, nanoparticles,
nanolibers, and nanoemulsions. Research on the therapeutic properties of various natural
products and their integration into the formulations mentioned above for wound
regeneration is described below according to their cffect on cpithelialization,
regeneration of epidermal appendages, vascularization and in some cases their
mechanism of action.

Keywords: Hair follicles, hydrogels, nanoemulsions, nanofibers,
nanoparticles, natural products and, wound regeneration.

INTRODUCTION

The largest organ in the body is the skin; one of its main functions is to maintain
the integrity of the individual. It has two main tissues: a) the outermost is the
epidermis, a keratinized squamous epithelium composed mainly of keratinocytes,
and the thickness varies from 0.04 to 1.6 mm depending on the location; b) the
dermis is made up mainly of fibroblasts that synthesize and remodel the
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extracellular matrix (ECM) such as type I collagen fibers, elastic fibers, and ground
substance; this layer is thinner than the epidermis -15 to 40 times- epidermis [1, 2].

In the dermis there are two important compartments: a) the papillary dermis (PD)
which is located below the epidermis, and is rich in papillary fibroblasts, with a
high proliferative and synthetic capacity; and b) the reticular dermis (RD) which is
much thicker with a parallel organization of connective tissue fibers to the surface
of the skin, below the fatty layer called the hypodermis and later the fascia. In these
layers, we find the radicular fibroblasts that oversee the synthesis of the ECM and
participate in the generation of adipocytes. Through the epidermis and dermis are
the hair follicle (HF) associated with sebaceous glands and the erector pili muscle,
known as epidermal appendages [1]. It has been reported that papillary fibroblasts
participate in the regulation of the maintenance and growth of the epidermis, as well
as of the follicles. Mesenchymal stem cells are found in PD located at the base of
the HF [2].

When the integrity of the skin is altered, a wound occurs. The damage repair process
occurs through the formation of scars or fibrotic repair that do not present HF,
sebaceous glands or sweat glands. The wound healing process comprises four
interposed phases: a) hemostasis (generation of a clot), b) inflammation
(debridement of the wound), ¢) proliferation (activation of fibroblasts with collagen
I1I synthesis), and d) remodeling (restoring type I collagen), resulting in a scar [2].

The process of healing wounds on the skin occurs in several stages and there are no
specific time limits between them, they overlap each other. This process is dynamic
and highly regulated by cellular, humoral, and molecular mechanisms that
participate in each of the phases. It begins immediately after the injury and can last
for years. Closure of skin wounds can be achieved through scarring or regeneration.
Healing occurs through a nonspecific form of healing through fibrosis and scar
formation [3].

On the other hand, skin regeneration consists of the replacement and specific
proliferation of tissues, such as the epidermis, and dermis with their annexes such
as HFs [3, 4]. The role of papillary fibroblasts is crucial in skin regeneration by
preventing fibrotic effects, and promoting the development of the epidermis,
neoformation of HFs and blood vessels [2]. After injury, PD fibroblasts respond to
Wnt/f-catenin and Sonic Hedgehog (Shh) signals. Transforming epidermal growth
factor beta (TGF-f) stimulates DR fibroblasts to proliferate and secrete ECM in
regeneration [5]. The epidermal Shh signaling pathway is involved in reseating
dermal papillae with the regenerative niche that promotes hair follicle neogenesis
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(HFN). The involvement of different pathways is complex and can lead to scarring
or regeneration; for example, sustained Wnt expression is associated with fibrosis,
but Shh signaling in Wnt-active cells promotes dermal papillae [6]. The temporal
and spatial regulation of signals that can induce fibrotic scar formation or
regeneration is complex and continues to be the subject of extensive research (Fig.
1).

Wound healing

Wound regeneration

1TNFkB 4 NFkB
4 Nrf2 T Nrf2
1T M1and { M2 regeneration { M1and T M2
T Wnt/B-catenina 1 Shh + Wnt/B-catenina
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Figure 1: Differences between wound healing and wound regeneration. 1: increase; |: decrease, MI:
Macrophage type 1, M2: Macrophage type 2.

Natural products: extracts and secondary metabolites

Treatments for wound healing are diverse and with them the aim is to promote the
healing phases and regeneration of tissue. In addition, it is recommended that
treatments help maintain humidity around the wound, promote gas exchange,
prevent infection, and be biocompatible, biodegradable, and nontoxic. In this sense,
natural products have multiple mechanisms that can affect the different phases of
healing, and can even induce regeneration by promoting re-epithelialization, de
novo formation of HFs, and vascularization [7].
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The extracts of several plant species, as well as compounds derived from their
secondary metabolism, have been used for the treatment of wounds. Some have an
effect in the early phases of tissue repair, favoring hemostasis, and reducing
inflammation time, which allows the following stages of healing to occur in less
time, such as proliferation and remodeling. Other compounds show an indirect
beneficial effect; for example, there are active ingredients that have antioxidant,
antimicrobial or anti-inflammatory activity [7].

Chronic diseases decrease the healing process and produce chronic wounds [8].
Diabetic patients with wounds are more susceptible to infection, which can cause
amputation of members, bacteremia, and death [9]. Researchers are focusing on
treatment in which wounds are closed quickly, infection is prevented, and tissue
regeneration is promoted. One strategy is the application and use of technology
tools.

The antimicrobial activity of an active principle favors healing by inhibiting the
development of microorganisms, which prevents wounds from becoming infected,
so that the tissue repair process can continue its course and culminate in an adequate
time. As previously mentioned, inflammation is a stage of healing, and it must occur
since growth factors are produced that allow the proliferation of keratinocytes and
fibroblasts, as well as the production of collagen, ECM, and re-epithelialization.
Growth factors involved in the formation of blood vessels, hair follicles, and
sebaceous glands are also produced [7]. Another important point is the change in
the phenotype of macrophages. M1 macrophages are a proinflammatory phenotype
that produce cytokines and chemokines that maintain the inflammatory state, M2
macrophages are an  antiinflammatory  phenotype  that  produce
cytokines/chemokines anti-inflammatory and growth factors, and higher expression
of M2 plays a role in the resolution of inflammation, antifibrotic activity and
regeneration of tissues [10]. Inflammation in wound healing is also regulated by
nuclear factors such as NF«kB (proinflammatory) and Nrf2 (homeostatic and
antioxidant response), and the regulation of these factors modulates inflammation
in the wound, which promotes tissue regeneration [11]. However, more research is
still needed in this regard.

If an active principle has the property of decreasing the inflammation time, without

inhibiting this process, growth factors are produced that allow the healing stages to
occur in less time (Table 1).
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Table 1: Extracts of plant species with a wound regeneration effect.

BDD for Targeting Human Diseases 129

wound models

Tnew blood vessels and fibroblasts
distribution

Species Extract and Biological model and Compounds Mechanism of action Reference
plant structure | method
Aloe vera Gel Wistar rats (body weight | Anthraquinones In 21 days: [12]
Synonym Leaves 200-300 g) re-epithelialized
A. barbadensis Excision wound model with a basal membrane
Tvascularized and well-organized
collagen
A. vera Gel Wistar rats (adult mature | Acemannan, maloyl glucans, aloine, modulated the inflammation, [13]
Synonym Leaves male, weighing 250 g) emodin, anthrones, asarabinan, trate and quality of fibroplasia,
A. barbadensis Excision wound model arabinorhamnogalactan, galactan, Tremodeling stage,
galactogalacturan, glucogalactomannan, | 1 wound contraction,
galacto glucoarabinomannan, Tepithelialization,
glucuronic acid, and lectins Thigher tissue alignment
Synonym Gel Wistar male rats (250-300 | NR Tregeneration epithelium [14]
A. barbadensis Leaves g) Tangiogenesis
Incision Wound Model
Curcuma longa | Ethanolic Female rabbit Alkaloids, flavonoids, curcumin, ldecreases length of wound |15]
Rhizome Oryctolagus cuniculus essential oils, saponins, tannins, and
(1500-2000 g) terpenoids.
Incision Wound Model
Panax gingseng | Aqueous Male Spraguee Dawley Ginsenoside tangiogenesis fepithelialization [16]
Roots rats (200-250 g) | inflammatory cells
Excision wound model 1 number of fibroblasts
Tcollagen
Artemisia Essential oil Human keratinocytes Major compounds in essential oil: f3- tproliferation [17]
montana Flowers (HaCaT) caryophyllene (12.8%), germacrene D | {synthesis of collagen, Twound
Proliferation and (9.9%), 1,8-cineole (7.9%), and closure
migration camphor (6.2%)
Sprague-Daweley rats
(200-220 g)
Excision wound model
Salvia officinalis | Hydroethanolic White Wistar rats (200 g) | Flavonoids and phenols Tcontraction and re-epithelialization | [18]
Leaves Excision and incision in wound
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The active principles that present the mechanisms of action that have been mentioned
produce a partial effect in tissue repair with the consequent formation of scars, while others
may have regenerative properties through the proliferation of keratinocytes [17], of which
epidermal appendages, as well as contraction and closure of the wound without the formation
of an apparent scar. These effects are mainly because the extracts and/or active principles
increase the expression of transformant growth factor-B (TGF-B) and vascular endothelial
growth factor (VEGF), which have an important role in stimulating re-epithelialization,
granulation tissue, angiogenesis, and the deposition of collagen fibers in incisional and
excisional wounds [7], so such substances, whether extracts or pure compounds, can be
considered to have a regenerative effect (Table 1). Additionally, the PI3K/AKT, ERK, and
AKT/mTOR pathways participate in wound healing by promoting cell proliferation
differentiation and migration [23, 24]. Its role in the wound regeneration process has been
reported, but its role in skin regeneration is still being investigated.

The diversity of species that produce active principles with healing properties is enormous
and they are part of the flora with medicinal properties, which is used throughout the world.
Of special importance are the plants used in the countries of Asia, Africa, and America, where
species such as: Aloe vera and the synonym A. barbadensis 7, 25], Centella asiatica [26],
Curcuma longa [15], Panax gingseng [16], Salvia officinalis [18], Asterohyptis stellulata
[22], among others (Table 1).

One of the most studied plants is A. vera (Synonym: A. barbadensis), which contains more
than 200 active compounds such as anthraquinones -aloin, emodin, and chrysophanol-,
anthrones, flavones, chromones, alkaloids, carbohydrates, amino acids, lipids, minerals, and
vitamins, which may even act synergistically way. 4. vera gel and extract promote skin repair
in both in vitro and in vivo models [7, 21]. In addition, it has antioxidant, anti-inflammatory,
antimicrobial and immunomodulatory properties [27]. These properties favor
epithelialization, the organization of the ECM fibers, vascularization, the remodeling of the
skin and epidermal appendage, which is why it favors skin regeneration [7, 12, 14, 27, 28].

The compounds with regenerative capacity are diverse among the different plant species,
such as phenolic compounds, alkaloids, glycosides, and glycoproteins (Table 2). Of these,
phenolic compounds [29], glycosides and glycoproteins are especially relevant, which act by
activating the growth factors involved in keratinocyte proliferation, angiogenesis, production
and maturation of collagen, and wound closure [30, 31,32].

Whether they are crude extracts, mixtures of compounds and/or pure active principles, the
concentrations in which they exert the regenerative effect play a fundamental role, since in
several of them it has been observed that the effect is not always dependent on the
concentration, of in such a way that in lower concentrations of natural products greater
healing is observed, which is a hormetic effect. This effect occurs in processes related to cell
keratinocyte proliferation, viability, migration, and collagen deposition in murine and human
fibroblasts [33].

Asiaticoside and madecassoside are pentacyclic triterpene glycosides isolated from Centella

asiatica. Glycosides and their aglycones -asiatic acid and madecassic acid- are recognized
for their beneficial effects on the skin. These compounds favor skin regeneration because
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they stimulate the synthesis of collagen, in addition to moisturizing the wound [34].
Madecassol®, which contains the following active ingredients: asiaticoside, asiatic acid and
madecassic. These compounds improve tensile strength, collagen synthesis, re-
epithelialization, and promote angiogenesis [35, 36, 37]. The activity of these compounds
has been evaluated in different models that include burn [38] as well as excisional wounds
[39]. Curcumin (diferuloylmethane) is the main curcuminoid in Curcuma longa. This
compound has antioxidant, antimicrobial, and anti-inflammatory properties. It favors the
development of various phases of healing, especially the transition from the inflammatory to
the proliferative phase, which causes wound contraction and subsequent remodeling, high
collagen deposition, neovascularization, rapid re-epithelialization, and tissue formation [40].
The effect of various secondary metabolites on wound repair is described in Table 2.
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Table 2: Compounds with wound regeneration eflects.
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180- 220 g) diabetics
Excision wound model

2/3
tangiogenesis and vasculogenesis

Compound Plant species Biological model Mechanism of action Reference
Acemannan Aloe vera Male Sprague Dawley rats (8-week- | 1 cell proliferation [41]
Synonym old, 200-250 g) TKGF-1, VEGF, and type I collagen
A. barbadensis wound healing assay | wound area
1 epithelial coverage
Asiaticoside and Centella asiatica Male Sprague-Dawley rats (250-300 | 1 collagen synthesis [31]
madecassoside 2) | oxidative stress
Burn wound whit hot plate (75 C) tvasodilatation, cell proliferation and
(3.5x4.6 cm) growth
1VEGT and FGI
Madecassic Centella asiatica Male ICR mice 12 weeks (20-25 g) | Twound repair [39]
acid, madecassoside, Excision wound model tfibroblast proliferation and collagen
asiatic acid, and synthesis
asiaticoside Tcontraction and epithelization
30- Amphipterygium Male Wistar rats (170-200 g) 3MA and ANA: [42]
hydroxymasticadienoic | adstringens Excision wound model twound closure
acid (3MA), better collagen matrix architecture
masticadicnoic acid ANA and MA:
(MA), anacardic acid linflammatory infiltrate
(ANA) Tmature epithelium and dermal papillae
3'4-O-dimethylcedrusin | Croton spp Female Wistar rats (250-300 g) Tcontraction of the wound [43]
and proanthocyanidins Excision wound model Tnew collagen
regeneration of the epithelial layer
stimulation of fibroblast spread
Curcumin Curcuma longa tgranulation tissue [44]
teollagen deposition, remodeling and
wound contraction.
Rosmarinic acid Rosmarinus officinalis Sprague Dawley rats (180-220 g) Twound contraction [45]
Excision wound model teell adhesion, epithelial migration, and
high hydroxyproline content
Epigallocatechin gallate | Camellia sinensis Wistar rat (180-220 g and 3-5 twound regeneration process [46]
weeks ol age) tvascularization, modulation growth
Excision wound model factors and inflammatory cytokines
Hesperidin Adult Sprague Dawley rats (male, | VEGF-c, Ang-1/Tie-2, TGF-p and Smad- | [47]
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Taxifolin Male Wistar rats (250-300 g) regeneration and reparation of hair [48]
Burn wound follicles and sebaceous glands
Naringin Adult male Wistar rats (250-270 g) | Naringin 6% downregulating the [49]
Excision wound model expression of inflammatory factors (NF-
kB, TNF-a and interleukins) and apoptotic
factors (pol-y and BAX). Upregulates the
expression of VEGF and TGF-B1, which
are associated with the enhancement of
collagen I synthesis and angiogenesis.
Quercetin Human skin fibroblasts (HSF), tproliferation and migration of fibroblasts | [50]
mouse skin fibroblasts (MSF) Restores the content of collagen fibers,
C57BL/6 mice linflammatory factors, (INF-a, IL-1f and
1L-6)
1 VEGF, FGF and SMA.

NR: Not reported; 1: increase; |: decrease
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Biotechnology in wound regeneration

The activity of natural products on the skin is limited by poor solubility in water,
high hydrophobicity, low solubility, photosensitivity, etc. Various formulations are
being developed to favor the bioavailability of substances by improving solubility,
permeability on the skin, and avoided degradation (chemical and/or enzymatic)

(Fig. 2).
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Figure 2: Effect of biotechnological formulations on the penetration and bioavailability of different secondary
metabolites and their effect on skin regeneration. CAT: Catalase, GC: Gallocathequin; GPx: Glutathione
peroxidase, M1: Macrophage type M1, M2: Macrophage type M2, NE: Nanoemulsion, NPs: Nanoparticles,
ROS: Reactive oxygen species, SOD: Superoxide dismutase.

Hydrogels

One technological strategy in regenerative medicine is the wuse of
formulations/scaffolds for dressing and adjuvant drugs, mostly hydrogels, in the
treatment of wound regeneration [51]. The hydrogel is a material of three-
dimensional networks whose main characteristic is that it retains large amounts of
water without dissolving, thus maintaining a humid environment that helps reduce
the formation of scars. Additionally, high porosity allows gas exchange, and
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hydrogels can be loaded with bioactive molecules, in addition low adherence
reduces pain for patients [52]. Therefore, the investigation of hydrogels loaded with
extracts or secondary metabolites is essential for wound regeneration. Quercetin is
a flavonoid that decreases fibrosis and scar formation, when loaded into liposomes
and integrated in hydrogels, enhanced its bioavailability and maintaining its
qualities [53]. Moreover, hydrogels enable the sustained release of metabolites. For
example, polyvinyl alcohol hydrogel with inebrin of Lagochilus inebrians it has a
sustained release of the drug for up to 60 hours [54]. The combination of resveratrol
and curcumin in a nanoemulgel enhanced controlled release, was applied in burns
and showed histopathological features similar to those of normal skin [55].

Secondary metabolites also function as scaffolds for the formulation of biomaterials
such as hydrogels.

Resveratrol in a gallic acid aqueous solution, promotes self-assembly of gallic acid
to form a fibrous hydrogel that is also therapeutic carrier and shows slow release,
antibacterial effects, and regulation of inflammatory factors in bacteria-infected
wounds [56]. Tannic acid, acrylamide, and soy protein constituting the hydrogel
used to treat wounds exhibited good adhesion, antibacterial activity, and tissue
regeneration [57].

Nanotechnology

Nanotechnology is a field in science involving the manipulation of matter in the
nanoscale range (10-1000 nm), whit different approaches such as medical area [58].
Their use as a carrier enhances bioavailability, increases biological activity and
allows the use of a lower dose of the active substance [59]. Nanotechnology itself
applied in wounds enhanced healing and regeneration. In the treatment of
regeneration of the skin the use of nanoparticles predominates, mainly applied
together with hydrogels to a lesser extent and other nanomaterials designed to
function as dressings.

Nanoparticles

Nanoparticles (NPs) in chronic wounds promote regeneration of skin, as shown by
epidermal appendage formation -hair follicles, sweat and sebaceous glands-,
formation of dermal papillae, adipocyte migration, and inhibition of scar formation
[60, 61]. Moreover, NPs as administration vehicles keep the drug isolated from
possible bioreactions and allow its controlled release after reaching the lesions [62],
and NPs can enter the tissue by hydrophobic interactions and cells by endocytosis,
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acting as vehicle and drug delivery [63]. Skin acts as a natural barrier; in this case,
it prevents most drugs from penetrating, mainly hydrophobic molecules with a large
molecular weight [64]. Moreover, when the molecules pass through the stratum
corneum, they are more retained in the dermis and hypodermis [65, 66]. Therefore,
developing methods to avoid the stratum corneum and facilitate drug entry is
essential in topical administration [67].

The modifications in NPs are essential since they will allow NPs to penetrate tissues
such as the stratum corneum or even determine the specificity of the cellular target.
In AuNPs their size, shape, and modifications of surface chemistry (charges,
ligands, antibodies, polymers), determine whether penetration may occur through
skin (hair follicles, intercellularly, or transcellularly), as well as release in response
to pH, biomolecules, or light [68].

Medicinal plants and metabolite secondaries, as mentioned earlier, also have
activities related to enhanced wound healing, promote the regeneration of skin and
epidermal appendages. This activity is enhanced by their integration of NPs.
Cimifuga dahurica in AgNPs alone and in hydrogel promotes healing skin wounds
and formation of epidermal appendages [69]. Calendula officinalis is widely known
for its healing activity; when it is integrated with AgNPs in chitosan hydrogels and
applied in patients with very large ulcers (10 x 8 cm approx.) in the lower
extremities that do not respond to treatment, decreased inflammation and pain
occur, wounds heal completely and promote tissue regeneration [70].

The possible improvement in the activity of the extracts when integrated into NPs
and/or hydrogels could be because of the increased bioavailability of the secondary
metabolites. Some of these compounds have low bioavailability, skin absorption
and sustained release problems. For example, flavonoids have a high molecular
weight more when be glycosylated, aromatic ring that confers hydrophobicity and
steric hindrances, have little probability of transport across cell membranes, and the
aglycones enters by passive diffusion but are pumped out by ABC transporters [71].
When flavonoids are integrated into NPs and/or hydrogels, their bioavailability
improves.

Gallocatechin (GC) integrated into AgNPs increased wound healing, restauration
of dermis and epidermal appendages, enhanced the expression of antioxidant
enzymes, and growth factors [11], increased Nrf2 and regulated expression of
NFkB both of which are associated with changes in the phenotype of M1 to M2
macrophages [11]. Higher expression of M2 plays a role in the resolution of
inflammation, antifibrotic activity and regeneration of tissues [10]. As mentioned,
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curcumin has various properties that favor regeneration wound -antibacterial,
antioxidant and anti-inflammatory (NF-kB) activities- but has poor solubility and
low bioavailability [72]. However, their bioavailability is enhanced with is integrate
in NPS of Fe-SiO> or NPS of silk fibroin/alginate, inhibits scar formation and
promote follicle regeneration in bacterial-infected wound; and increased cell
migration and production of growth factors in hair follicles in the DP [73, 74]. In
this case, the different material of NPs does not affect the activity since both
improved tissue regeneration.

Hence, the use and application of NPs increase the liberation of drugs and prolong
the release of metabolites. Alginate nanoparticles as capsaicin vehicle (embedded
in nanofibers) prolonged the release of metabolites from 120 to 500 hours in the
treatment of cancer [75]. Triterpene saponins such as Asiaticoside are poorly
soluble and lipophilic but are loaded in polymeric NPs and incorporated in
hydrogel, improve bioavailability, enable sustained release three times more that
metabolites alone and enhance therapeutic effects in diabetic wounds [76].
Moreover, asiaticoside loading into polylactic-co-glycolic acid nanofibers
promotes M2 polarization, and downregulates inflammatory cytokines, which
could promote tissue regeneration [77]. Secondary metabolites yields are
influenced by biotic and abiotic factors, and industrial manufacturing is
complicated due to its chemical complexity. Therefore, it is especially important
make the most of the resources.

The widespread use of antibiotics has increased antimicrobial resistance; for
examples are apparition of P-lactamase enzymes and creation of biofilms.
Nanomaterials exhibit antibacterial properties, which accelerate wound
regeneration [78]. AgNPs have notorious antibacterial activities per se against
gram-negative and gram-positive.

Secondary metabolites act on bacteria then: 1) compromise the cell wall/membrane;
2) inhibit the production of biomolecules; and c) cause death by ROS [79].
Moreover, wound dressings loaded with AgNPs have antimicrobial activity that
downregulates p-lactamase and other resistance genes [80]; as previously
mentioned, by integrating bioactive compounds such as GC, they act synergistically
and favor skin regeneration [11]. Quercetin-borate NPs in poly vinyl alcohol
exhibited excellent bacteriostasis and functional restoration of skin [60]. Biofilms
inhibit the healing of chronic wounds; treatment to remove them is complicated by
the presence of an extracellular polymeric barrier (EPB) that is permeable to drugs
[81]. Nanomaterials, owing to their size, can penetrate and deliver antibacterial
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agents in tissues and biofilms [82]. Sonodynamic therapy with emodin NPs
inhibited the growth of multi-bacterial biofilms, and curcumin NPs in biofilms of
multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa, both burn wound bacterial isolates,
had antibiofilm activity by decreasing expression of virulence factors [83, 84].
Therefore, the formulation with nanoparticles and natural products could be a good
alternative for the treatment of wounds with bacterial resistant and biofilm,
promoting of tissue regeneration.

Metabolites are not only being used as bioactive compounds but also for the
construction of NPs. Glycosylated flavonoids such as rutin are used as scaffolds of
NPs (rutin NPs) incorporated into cryogels to increased IL-10, have antioxidant
properties, and demonstrate their antiscarring effect [85]. Another example is the
fabrication of NPs with Ginseng extract which increased cell migration and
proliferation (ERK, AKT/mTOR), angiogenesis, dermis similar to normal and with
hair growth [86].

Nanofibrous

Another application of nanotechnology for regenerative medicine is the design of
biomaterials that provide essential structural “scaffolding” to create new structures
that mimic natural tissues that are biocompatible [87]. Nanofibrous scaffolds (NFS)
or matrix is a biomaterial that forms a 3D framework composed of synthetic or
natural polymer to carry and deliver drugs facilitating tissue regeneration in wounds
[60]. Investigation of this material with extract or metabolites it's still limited
because most of the research that has been done only reaches the in vitro phase.
Aloe vera loaded in NFS zein/polycaprolactone/collagen had antibacterial activity
against S. aureus and E. coli [88]. Essential oils have excellent biological
properties, but low solubility and stability under external factors limit their use [59].
Integration in NFS enhanced its stability. Polyvinyl alcohol/gelain NFS with
Thymus daenesis essential oil and Glycyrrhiza glabra extract promote the migration
of fibroblasts [89]. NFS with quercetin in graphene oxide NPs and incorporation in
polycaprolactone solution promoted the liberation of quercetin by approximately
70% after 15 days and had antibacterial effect [90].

Nanoemulsion

Nanoemulsion is a mix of two immiscible liquids in the presence of surfactants; one
of the liquids disperses in another liquid and forms small spherical droplets [72]. In
the case of skin, mono- and sesquiterpenes penetrate fastest and deeper, this is time-
dependent and these compounds enhance chemical absorption of other triterpenes
more complex that do not penetrate the skin easily [91, 92]. However, when
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integrated into a nanoemulsion triterpenes improve bioavailability. For example, a
nanoemulsion with triterpenes extract of Poria cocos loaded in hydrogels for
topical application stimulates skin regeneration in diabetic wounds [93].
Nanoemulsion of curcumin induces skin regeneration [72].

CONCLUDING REMARKS

When the integrity of the skin is lost and a wound is generated, a repair process
begins that can restore the functionality of this organ through two mechanisms:
healing with the formation of a fibrotic scar or skin regeneration where the skin
annexes are recovered, such as hair follicles and glands. The occurrence of either
mechanism depends on a complex regulation process that is still not fully
understood, this process involves molecular mechanisms that activate and regulate
re-epithelialization, formation of epidermal appendages, and neovascularization.

Plant extracts and their active components tip the balance toward regeneration;
however, bioavailability in many cases is limited. The development of hydrogels
and various nanotechnological strategies -nanoparticles, nanofibers and
nanoemulsions- promote the penetration, bioavailability, and improvement of the
therapeutic effect of plants.

In many cases, the low doses of the active compounds reduce the possible risk of
presenting side effects. Therefore, the use of technology integrating natural
products is an important point within research to find effective treatments for
chronic wounds that can lead to loss of tissue function, amputation of limbs and
even death. However, it is essential to continue researching the natural products to
understand how they promote the regeneration of skin wounds.
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