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RESUMEN 

La piel es nuestra principal defensa frente al medio, cuando esta se ve interrumpida 

comienza un proceso conocido como cicatrización, el cual está dividido en cuatro fases 

interpuestas: a) hemostasia, b) inflamación, c) proliferación y d) remodelación. Este proceso 

generalmente es sumamente eficiente, no obstante, puede ser afectado por factores como 

la infección de heridas y patologías previas como la diabetes, ambas relacionadas con 

inflamación sostenida e inhibición de cierre de la herida. Por lo cual, es fundamental la 

búsqueda de tratamientos que permitan un proceso más eficiente. Los productos naturales 

siempre han sido fuente importante para el descubrimiento de fármacos. A. stellulata es una 

planta utilizada en Tonatico Edo, de México para el tratamiento de heridas, por lo tanto, 

podría tener actividad cicatrizante. Para evaluar si cuenta con dicha actividad se obtuvo el 

extracto crudo metanólico (EMAS) de las partes áreas de la planta y los aceites esenciales 

de hojas y tallo (AEHT) e inflorescencia (AEI), de estos últimos solo se evaluó 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, PH2O y PDMSO. Debido a que los extractos son mezclas de compuestos que en 

muchas ocasiones actúan de manera sinérgica, se determinó el perfil fitoquímico de A. 

stellulata con el fin de identificar cuáles eran sus componentes principales. Se realizaron un 

screening de los principales grupos de metabolitos secundarios, cuantificación de fenoles, 

análisis por HPLC-MS/MS y CG/MS. El EMAS y sus particiones se utilizaron para evaluar 

las actividades biológicas in vitro relacionadas con la cicatrización de heridas: 

antibacteriana, antioxidante y antiinflamatoria. El EMAS a diferentes concentraciones se 

integró a la base Beeler para preparar la emulsión que será usada en la evaluación de la 

actividad cicatrizante, se le realizaron pruebas de estabilidad e irritabilidad en ratones CD1 

et/et. La emulsión con EMAS al 5% fue usado para la evaluación de la actividad cicatrizante 
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in vivo en ratones CD1 et /et con heridas incisionales el tratamiento duro 13 días. El perfil 

fitoquímico de A. stellulata nos indica que cuenta con compuestos fenólicos y terpenicos, 

probablemente glicosilados, pero no tiene alcaloides. El análisis del EMAS por HPLC-MS-

MS permitió identificar dos derivados de quercetina y un glucopiranósido de ácido 

rosmarínico. El análisis de CG/EM de los aceites esenciales el de AEHT mostró que tiene 

como compuestos mayoritarios óxido de cariofileno y α-bisabolol; el AEI fue más diverso y 

sus compuestos principales son germacreno D, cariofileno, α- bisabolol, α-cadinol y óxido 

de cariofileno. Los resultados de la actividades biológicas, indican que tanto el EMAS y sus 

particiones tienen actividad bactericida y/o bacteriostática en cepas de S. aureus y S. 

epidermidis. El AEHT tiene actividad bactericida y/o bacteriostática en cepas de S. aureus. 

El EMAS, PMeOH, PH2O 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 evaluación in vivo se determinó que el uso de la formulación no es 

irritante en ninguna concentración y todas las formulaciones son estables. La aplicación 

tópica de EMAS en base Beeler mejoro el depósito y maduración del colágeno, formación 

de nueva epidermis similar a la normal, mayor contracción de la herida, dermis con folículos 

pilosos y glándulas sebáceas, hipodermis y una capa de musculo de neoformación. Por lo 

tanto, podemos concluir que A. stellulata cuenta con metabolitos secundarios, que le dan 

diferentes actividades biológicas que en conjunto permiten la regeneración de tejidos en 

heridas incisiones de ratones CD1 et/et. 
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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 partitioned, and four partitions 

were obtained named by the solvent in which they are miscible: PHex, PMeOH, PH2O, 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 
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alkaloids. HPLC-MS/MS analysis of EMAS allowed the identification of two derivatives of 

quercetin and a glucopyranoside of rosmarinic acid. CG/MS of AEHT identified the major 

compounds germacrene D, caryophyllene, α-bisabolol, α-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, PH2O, 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.  
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1. INTRODUCCIÓN  

La piel está compuesta de dos capas principales: la epidermis y la dermis (Emming et al., 

2014); que están separadas por una membrana basal; en este órgano se albergan 

estructuras especializadas como los folículos pilosos, las glándulas sudoríparas y 

sebáceas; la epidermis es un epitelio plano estratificado que se renueva constantemente, 

mantiene un equilibrio entre la proliferación de las células basales, la diferenciación y 

estratificación de las células suprabasales. (Rognoni et al., 2018). La dermis se compone 

de diferentes subcapas: a) papilar está ubicada cerca de la membrana basal y muestra una 

alta densidad de fibroblastos y fibras de colágeno delgadas y desorganizadas, b) reticular 

es la capa central con menor densidad celular, que cuenta con fibras de colágeno gruesas 

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

La piel es el órgano más grande del cuerpo humano, mantiene la homeostasis y protege a 

los órganos internos (Kim et al., 2019). Por lo cual, es propensa a sufrir daños y que se 

formen lesiones conocidas como heridas. Para restablecer la homeostasis se da el proceso 

de cicatrización, el cual busca recuperar la integridad y función del tejido (Rodrigues et al., 

2019). La cicatrización es un fenómeno complejo y dinámico que está dividido en cuatro 

etapas superpuestas: a) hemostasia, b) inflamación, c) proliferación y d) maduración o 

remodelación (Mi et al., 2022).  

En condiciones fisiológicas normales, el proceso de cicatrización es rápido y eficaz. Sin 

embargo, el envejecimiento, las enfermedades crónicas como la diabetes, las 

enfermedades vasculares y el cáncer pueden disminuir la capacidad de curación de los 

tejidos (Bao et al., 2022). En consecuencia, esto promueve la cronicidad de las heridas, 

caracterizada por la inflamación excesiva y en ocasiones la infección (Sathyanarayanan et 

al., 2017).  
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La inflamación crónica se caracteriza por una respuesta continua a lo largo del tiempo 

(Ptaschinski et al., 2017) y la hiperproducción de radicales libres, los cuales conducen a la 

inhibición de los mecanismos responsables de las etapas posteriores del proceso de la 

cicatrización de la herida (Sathyanarayanan et al., 2017). El exceso de radicales libres, 

provoca estrés oxidativo que puede causar daño a las macromoléculas y por lo tanto daño 

celular (Krudyavtseva et al., 2016; Sathyanarayanan et al., 2017). En parte esta 

sobreproducción está relacionada con neutrófilos que presentan cambios fenotípicos, una 

menor infiltración y una permanencia más prologada en la herida (Las Heras et al., 2020), 

lo que induce una sobreproducción de ROS y daño a la MEC (Zhao et al., 2016). También, 

existe un desequilibrio entre los macrófagos M1/M2 lo que mantiene el estado inflamatorio 

(Baltzis et al., 2014). Durante este proceso hay una sobreproducción de mediadores, uno 

de estos es COX-2 que a través de la producción de prostaglandinas (PG) contribuye a la 

inflamación (Romana-Souza et al., 2016). Por lo cual, COX-2 es uno de los principales 

blancos farmacológicos para tratar la inflamación. Actualmente, se aplican medicamentos 

antiinflamatorios no esteroideos para su inhibición, pero se ha reportado que pueden 

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

La infección microbiana es otro fenómeno que inhibe la curación de heridas, prolongando 

la fase de inflamación y dando origen a heridas crónicas (Zhao et al., 2016; Elzayat et al., 

2018). Es muy común en lugares con malas condiciones de higiene (Kramer et al., 2018), 

o en pacientes con patologías preexistentes como el cáncer (Zhou et al., 2019) o la diabetes 

(Qiao et al., 2020). La invasión de tejido viable por bacterias patógenas 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 
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curación o en última instancia, conducir a bacteriemia y septicemia, las cuales pueden ser 

fatales (Catanzano et al., 2017; Rajoo et al., 2021). Además, las lesiones cutáneas afectan 

a muchos pacientes en todo el mundo y cuestan miles de millones de dólares a los sectores 

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

Estos fenómenos conducen a la inhibición de los mecanismos responsables de la sucesión 

de etapas en el proceso de cicatrización (Sathyanarayanan et al., 2017). Lo cual da como 

resultado la formación de úlceras o heridas crónicas que afectan la calidad de vida de los 

pacientes e impacta económicamente tanto al sistema de salud (Han y Ceilley, 2017; Meng 

et al., 2018). Por lo tanto, es importante la búsqueda de nuevos fármacos 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, decocción, extracto o polvo, mejora y acelera la curación (Nour 

et al., 2019). Incluso, se ha reportado que se disminuye la formación 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 fármacos, ya sea por sí mismos o como inspiración para 

compuestos sintéticos (Almeida et al., 2021).  

La aplicación de plantas medicinales como tratamiento, mejora el proceso de cicatrización 

de heridas debido a la presencia de compuestos activos que pueden ser fenoles, alcaloides 

y terpenoides. Por ejemplo, la quercetina inhibe la producción de TNFα, IL-1β, IL-6, regulan 

los niveles de IL-10 y/o aumentan los niveles de expresión de VEGF y TGF-α/β; promueve 

la diferenciación del fenotipo de macrófagos M1 a M2, lo cual modula la fase inflamatoria 

(Fu et al., 2020; Ud-Din et al., 2019). Los compuestos terpenoides pueden modular la 
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inflamación. El kiredol inhibe la expresión de COX-2 (Ren et al., 2020). La periplocina 

aumenta la proliferación y migración de fibroblastos (Chen et al., 2019). Por lo tanto, la 

investigación de compuestos y los extractos de plantas medicinales es fundamental para 

conocer los eventos y fases en los que actúa para mejorar el proceso de cicatrización, lo 

cual permitirá determinar si las plantas medicinales cuentan con el potencial farmacológico 

necesario, además de establecer criterios de calidad y la estandarización para su 

formulación.  

Dentro de las plantas medicinales destaca la familia Lamiaceae por su uso 

etnofarmacológico. En una revisión 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, anticancerígena y 

antiinflamatoria (Frezza et al., 2019). Dicha familia es una de las más diversas de la 

República Mexicana y presenta un endemismo del 65.82%. Algunos de los géneros 

presentes en el país son Salvia, Scutellaria, Stachys, Hyptis y Asterohyptis (Martínez-

Gordillo et al., 2013). 

Asterohyptis Epling es un género pequeño que fue separado del género Hyptis Jacq., éstos 

permanecieron juntos hasta la propuesta de Epling en 1933. Asterohyptis está tipificado por 

la especie A. stellulata (Benth.) Epling y se distingue de Hyptis por sus numerosas flores 

pequeñas que están dispuestas en racimos axilares, lóbulos de la corola no engrosados y 

anteras no explosivas (Turner, 2011). El género Asterohyptis está constituido por cuatro 

especies distribuidas de México a Centro América (Turner, 2011), de estas, dos son 

endémicas (Martínez-Gordillo et al., 2013). A. stellulata, en el municipio de Tonatico, Edo. 

de México se utiliza para el tratamiento de heridas (León, en proceso). Debido a este uso 

tradicional de A. stellulata y los antecedentes etnofarmacológicos de la familia, es 

importante realizar un estudio de sus actividades biológicas como: antimicrobiana, 
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antioxidante y antiinflamatoria de manera independiente. Así, como determinar si en 

conjunto afectan el proceso de cicatrización al aplicar el extracto y/o aceites esenciales de 

la planta de manera tópica en ratones que tengan heridas incisionales. Además, determinar 

la composición química de la planta nos llevará a discernir los posibles compuestos activos, 

su mecanismo de acción. Asimismo, nos permitirá tener un probable acercamiento a una 

formulación farmacológica.  

2. HIPÓTESIS 

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 tópica en heridas 

incisionales en modelo de ratón CD-1 et/et, se observará que las heridas cierran en menor 

tiempo y presentarán mayor resistencia a la fuerza de tensión. Esto debido a que a nivel 

histológico habrá re-epitelización, contracción de la herida, así como síntesis y maduración 

colágeno.  

 

3. OBJETIVO GENERAL:  

• Evaluar la actividad cicatrizante de Asterohyptis stellulata y conocer su fitoquímica. 

3.1. Objetivos particulares  

• Investigo el perfil fitoquímico de A. stellulata con un screening de los principales 

grupos de metabolitos secundarios, cuantificación del contenido de fenoles totales, 

análisis de HPLC-DAD-ESI/MS/MS del extracto metanólico de A. stellulata (EMAS) 

y un análisis de CG/EM de los aceites esenciales de A. stellulata. 

• Evaluar la actividad antibacteriana de A. stellulata en cepas relacionadas a la 

infección de heridas. 

• Determinar la capacidad antioxidante in vitro de A. stellulata frente al radical DPPH. 
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• Analizar la capacidad antiinflamatoria de A. stellulata a través de la inhibición in vitro 

de COX-2. 

• Determinar la estabilidad de la emulsión con A. stellulata.  

• Evaluar la irritabilidad cutánea de A. stellulata en ratones CD-1 et/et. 

• Evaluar la capacidad cicatrizante en ratón CD-1 et/et del extracto crudo de A. 

stellulata. 

4. ANTECEDENTES  

El género Asterohyptis está formado por cuatro especies y sus actividades biológicas han 

sido poco estudiadas incluyendo la actividad cicatrizante. Sin embargo, para tener un 

panorama más 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 biológicas 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 vómito. 

León, en proceso  

(Tesis) 

En la comunidad de Tonatico Edo. De México A. stellulata se utiliza en forma 

de cataplasma e infusión para el tratamiento de heridas y problemas 

cutáneos. 

Espinosa-González et al., 

2021 

El extracto MeOH de las partes aéreas de A. mocininana (sinonimia H. 

mociniana) presentó actividad antioxidante y efecto fotoquímio preventivo. 

Se identificaron compuestos derivados de quercetina, pectinólidas y dos 

derivados del ácido cafeico 

HYPTIS 
Autores Antecedente 

Shirwaikar et al., 2003 El extracto etanólico de hojas de H. suaveolens mejoró el proceso de 

cicatrización en heridas de incisión, escisión 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. METODOLOGÍA 

5.1. Material vegetal  

El material vegetal se colectó 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 número de registro 3303-IZTA. 

5.1.1. Extracto crudo y particiones 

El extracto crudo metanólico de A. stellulata (EMAS) se obtuvo a partir de 1176.5 g de las 

partes aéreas previamente secas y molidas, dicho material vegetal se sometió a maceración 

con metanol por tres días. Posteriormente, se concentró a presión reducida y se eliminó el 

solvente restante. El rendimiento se calculó 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 

PH2O. Las cuales están 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. El material se sometió a hidrodestilación durante 2 horas, 

utilizando un aparato de tipo clevenger. El aceite esencial se almacenó a 4°C hasta el 

momento de su uso en los experimentos. El rendimiento del aceite esencial se calculó 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 determinó pesando por triplicado un volumen 

conocido (10μL). Debido al rendimiento de los aceites esenciales solo se realizaron las 

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

5.2. Perfil fitoquímico de A. stellulata 

Se realizo la caracterización química de A. stellulata, comenzando por una detección 

preliminar con pruebas coloridas de los principales grupos de metabolitos secundarios y 

una cuantificación de fenoles totales por el método de Folin-Ciocalteu. Posteriormente, se 

realizó un análisis del EMAS por HPLC-DAD-ESI/MS/MS. Para los AEHT y AEI se realizó 

un análisis por CG/MS.  

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

coloridas de A. stellulata. 

La detección de los principales grupos de metabolitos secundarios presentes en el EMAS 

y precipitados de A. stellulata, se llevó a cabo con técnicas estándar (Tabla 2). Tubos con 

1 mg/mL de EMAS, PMeOH, PHex, PDMSO o PH2O, se les agrego de 3-5 gotas de reactivo. 

Los precipitados con los reactivos de Dragendorff y Mayer indican presencia de alcaloides; 

la coloración azul o verde oscuro con cloruro férrico determina la presencia de compuestos 

fenólicos; un halo violeta indica glucósidos al realizar el test de Molisch; color verde azulado 

identifica esteroides; una coloración 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 detección de terpenos se realizó por cromatografía en capa fina con una fase móvil de 

hexano y etil acetato (8:2), el revelado de las placas se realizó con vainillina-ácido sulfúrico 

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

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

GRUPO DE METABOLITOS 
REVELADOR/AGENTE 

CROMÓGENO 
REACCIÓN POSITIVA 

Alcaloides 

Reactivo de Dragendorff 
 

Reactivo de Mayer 
 

Precipitado o color naranja 
 

Precipitado color blanco 
 

Glucósidos Molish Halo color morado  

Fenoles Cloruro férrico Coloración de verde-azul 

Saponinas Espuma Persistencia de espuma 

Lactonas sesquiterpénicas Reactivo de Baljet Coloración naranja o roja obscura 

Esteroides Liebermann-Burchard Color verde intenso 

Terpenos Vainillina-ácido sulfúrico 
Revelado de cromatografía en capa 
fina donde las coloraciones van del 

rosa al morado. 

 

5.2.2. Cuantificación de fenoles totales  

Se utilizó el método de Folin-Ciocalteu para determinar el contenido fenólico total (Rajhi et 

al., 2022) con modificaciones en consideración a Singleton et al. (1999). Brevemente, se 

mezclaron 75 μL de EMAS, PMeOH, PHex, PDMSO o PH2O (1 mg/mL de MeOH) con 1150 

μL de agua destilada, 250 μL de reactivo de Folin-Ciocalteu y 1500 μL de carbonato de 

sodio al 2%. La absorbancia se midió a 760 nm en el Espectrofotómetro Lambda 2S UV/Vis 

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

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

El análisis fitoquímico del EMAS se realizó según el método descrito por Estrella-Parra et 

al., (2019) y Espinosa-González 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/MS/MS 

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

Se utilizó una columna Nucleodex β-OH (200 mm x 4 mm, 5 μm; Macherey-Nagel, 720,124). 

La muestra se analizó mediante una base móvil en gradiente: A) ácido fórmico al 0.1% en 

agua (v/v); B) ácido fórmico al 0.1% en acetonitrilo (v/v); y C) ácido fórmico 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% B y 3% C después 30 minutos. El flujo 

fue de 0.6 mL/min. 

También, se realizó el análisis de masa de los siguientes patrones comerciales: catequina 

(C1251), quercetina (Q0125), ácido gálico (G7384) y ácido shikímico (S5375), de Sigma-

Aldrich. Además, se consultaron las bases de datos espectrales como mzCloud y 

MassBank para determinar los patrones de fragmentación. 

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

El análisis fitoquímico de los aceites esenciales AEHT y AEI se realizaron en el Instituto de 

Química de la UNAM. Las muestras fueron diluidas en 1 mL de diclorometano. 

Posteriormente, se inyectaron al cromatógrafo de gases acoplado a espectrometría de 

masas. Para el análisis se utilizó un cromatógrafo de gases (CG) Agilent Technologies 

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

Se utilizó una columna capilar HP-5MS 30m x 0.25 mm x 0.25mm, como fase móvil 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 análisis fue de 25 minutos. El detector de espectrometría de masas por impacto 
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electrónico fue de 70eV y con rango de 30-600 (m/z). La identificación de compuestos se 

hizo a través de la comparación 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 evaluó de acuerdo con la directriz M100 del 

Clinical and Laboratory Standard Institute. (CLSI 2020). 

5.3.2. Determinación cualitativa de la actividad antibacteriana  

La actividad antimicrobiana cualitativa se determinó por el método de difusión en agar de 

Kirby-Bauer (CLSI, 2020). Los inóculos bacterianos se ajustaron al estándar 0.5 de Mc 

Farland (1 x 108 UFC/mL). Se prepararon los discos de papel filtro de 5mm de diámetro, se 

impregnaron con 2 mg de las particiones (EMAS, PMeOH, PHex, PDMSO o PH2O). Para 

los aceites esenciales se aplicaron los siguientes volúmenes de acuerdo con su densidad 

AEHT 7.5 μL y del AEI 6 μL. El antibiótico Cloranfenicol fue utilizado como control positivo 

(30 μg/5 μL) y DMSO como control negativo (10 μL). Los inóculos se sembraron en placas 

con agar Müller-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 inhibición se reportan en mm. Cada bioensayo 

se realizó por triplicado. Las sustancias que tuvieron actividad se les determinó la 

concentración mínima inhibitoria (CMI) y concentración bactericida mínima (CBM). 

5.3.3. Determinación cuantitativa de la actividad antibacteriana  

A las cepas que fueron sensibles en la prueba de Kirby-Bauer, se les determinó la 

concentración mínima inhibitoria (CMI), que es la concentración mínima que inhibe el 

crecimiento visible de los microorganismos y la concentración bactericida mínima (CBM) 

que se define como la concentración mínima que elimina a más del 99.9% de los 

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

A partir de inóculos al 1.5 x 108 UFC/mL que tenían una absorbancia de 0.242 ± 0.019 a 

560 nm, se preparó el inóculo experimental para lo cual se tomaron 100 μL y se agregaron 

a 100 mL de solución salina (0.9%) para obtener una concentración de 1.5 x 105 UFC/mL, 

de este se agregaron 50 μL a tubos Eppendorf 600 µL. El 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 y las particiones fueron disueltos en 1% de DMSO y 1% de Tween 80 (para mejorar 

la solubilidad en el medio) en el caldo Müller-Hinton; el AEHT fue disuelto solamente en 

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

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 

realizó para observar que el material con el que disolvió el aceite esencial no afectará el 

crecimiento de las bacterias, control con caldo y bacteria; y control positivo -con 

cloranfenicol 30 μg/mL y bacteria-. En todos los casos el volumen final fue de 200 μL. 

Posteriormente se incubaron por 24 horas a 37°C. 
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Después del periodo de incubación se agregaron 50 μL de cloruro de tetrazolio (TTC 

0.08%), se incubaron por 30 minutos y finalmente se observó la sobrevivencia bacteriana 

por el cambio de coloración; rojo hay sobrevivencia mientras que sin color hay muerte 

celular; también se puede observar la baja de intensidad cuando hay reducción 

considerable del crecimiento bacteriano, lo cual nos permite determinar la CMI. Una 

repetición se dejó sin TTC para posteriormente ser sembrada en cajas con agar Müller-

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 evaluó mediante la capacidad de reducción del radical 2,2-

difenil-1-picrilhidracilo (DPPH) (Guija-Poma et al., 2015). Este método está basado en la 

reducción del radical DPPH por la sustancia a evaluar. El DPPH es un radical que presenta 

una coloración púrpura con un máximo de absorción a 515 nm, cuando este es reducido 

por el compuesto antioxidante la coloración 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, PH2O o PDMSO (5-640 µg/mL). En una placa de 96 pozos se agregaron 

50 µL de cada dilución de las muestras a evaluar a 150 µL de una solución de DPPH (250 

µM) en metanol. La mezcla se incubó a temperatura ambiente por 30 minutos en 

obscuridad. Finalmente, se midió la absorción a 515 nm. Como control positivo se utilizó 

quercetina (1-10 µg/mL). 

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

formula: 

% decoloración = (Absorbanciamuestra/ AbsorbanciaDPPH) X 100 
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Con el porcentaje de decoloración, a partir de un análisis de regresión, se obtuvo la 

concentración antioxidante media (CA50), es decir, la cantidad necesaria de una sustancia 

para reducir en un 50% los radicales libres, por lo tanto, un valor bajo de (CA50) representa 

una alta capacidad antioxidante. Se realizaron ocho repeticiones de cada medición en tres 

experimentos independientes. 

5.5. Actividad antiinflamatoria: ensayo in vitro de COX-2 

El EMAE fue estudiado en cuanto a su capacidad de inhibición in vitro de COX-2 para 

determinar los valores de CI50, es decir, la concentración de la fracción o extracto que inhibe 

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

Se utilizó 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 µg/mL. PMeOH, PHex, PDMSO y PH2O 

fueron disueltas en DMSO a una sola concentración de 100 µg/mL. El Celecoxib es un 

fármaco de referencia antiinflamatorio específico para COX-2, por lo que fue ocupado como 

control positivo con tres concentraciones 1, 10 y 100 µM. Los tubos con la reacción se 

prepararon de la siguiente manera: 160 µL de Buffer de reacción, 10 µL de Hemo, 10 µL de 

COX-2 y 10 µL del inhibidor (EMAE, partición o Celecoxib). También, se prepararon dos 

tubos más; 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 reacción fueron incubados durante 10 minutos a 37°C y se les agrego 

10 µL de ácido araquidónico, son incubados nuevamente a 37°C durante tres minutos 

exactos y se les agrega cloruro de estaño con el objetivo de parar la reacción enzimática. 

Las PG que se produjeron durante el periodo de reacción se cuantificaron por ELISA. Se 

realizaron diluciones 1:2000 y 1:4000 de cada tubo de reacción, estas diluciones son las 
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que se utilizaron para el ELISA. Los pozos contenían 50 µL de cada tubo de reacción, 50 

µL de tracer y 50 µL de anticuerpo. Para poder determinar la concentración de PG de los 

tubos de reacción se realiza una curva patrón con diferentes concentraciones de un 

estándar de PG (15.6-2,000 pg/mL), los pozos con el estándar contenían lo mismo que los 

tubos de reacción. La placa se dejó incubar en obscuridad y agitación por 18 horas. 

Después, de este periodo se lava la placa cinco veces y de manera consecutiva. 

Posteriormente, se agregan a cada pozo 200 µL del reactivo de Ellmann’s y se incuba 

nuevamente por 30-60 min. Pasado este periodo se leyó a una absorbancia de 420 nm. Los 

datos se analizaron con un ajuste de curva logística de 4 parámetros. Lo cual nos permite 

determinar la concentración de PG. El % de inhibición se determinó con la siguiente formula: 

% de inhibición = ([Concentración de PG con COX-2 al 100%] – [Concentración de PG con 

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

Posteriormente con los porcentajes de inhibición y la concentración se determina la CI50, 

con un análisis de regresión lineal. 

5.7. Formulación de la emulsión con A. stellulata y medida de estabilidad  

Se utilizó una emulsión que contenía base Beeler y el EMAS. Esta base fue seleccionada 

porque permite la penetración de moléculas polares de alto tamaño molecular en el estrato 

córneo con una distribución homogénea tanto en la epidermis como en la dermis de ratones 

sin pelo (Boiy et al., 2007) La base Beeler se preparó de acuerdo con las indicaciones de 

la Agencia Española de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS, 2019), con 

modificaciones menores (glicerina en sustitución del propilenglicol). El EMAS a diferentes 

concentraciones 1, 5 y 10% (p/p) se agregaron a la base Beeler, se mezcló 

homogéneamente para obtener al emulsión de EMAS. A las formulaciones se les ajustó 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 

preparación y durante 6 meses (Xavier-Santos et al., 2022). También, se sometieron a una 

prueba de centrifugación para determinar su estabilidad a 12000 rpm durante 30 minutos 

(Centrifuga 5418 Eppendorf, Hamburgo). Terminado el periodo de centrifugación se 

observan si existen cambios visuales en la formulación. Posteriormente, se determina el 

índice de formación de crema (IC) y se analizó por el método de emulsificación (Wu et al., 

2022), se calculó con la ayuda de la siguiente fórmula:  

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

Donde CI = índice de formación de crema, Hs = altura de la emulsión superior, Ht = Altura 

de la emulsión total. 

Además, se determinó la estabilidad de EMAS con un escaneo UV (200-200 nm), donde se 

midieron la emulsión EMAS previamente demulsificación con metanol (32 μg/mL), EMAS a 

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

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

Para evaluar la irritabilidad de los compuestos se utilizó el método descrito por Drize (1944) 

y OECD guideline (2015) for testing chemicals 404, modificando el modelo animal por la 

cepa de ratón que se utilizara en el protocolo de cicatrización. Se utilizaron ratones de seis 

a ocho semanas de la cepa CD1 et/et -ratones sin pelo-, estuvieron en condiciones estándar 

de ciclo luz y oscuridad, temperatura ambiente 25°C, agua y alimento ad libitum. Los ratones 

fueron acondicionados durante siete días antes del protocolo de investigación (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, PH2O o PDMSO.  

El día 0 del experimento se aplicaron tópicamente 0.1 mL con una jeringa de insulina de los 

tratamientos en la zona dorsal de los ratones. La aplicación 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 colocó 

en el dorso del ratón. Los cambios en la aplicación de zona están dados en el sentido de 

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

 

Figura 1. Aplicación en cuadrantes de las cremas a diferentes concentraciones y el vehículo (V) en el 
dorso de ratones CD-1 et/et. En las tres repeticiones se puede observar como la aplicación 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 acrílico de manera individual por una hora, 

el cual es el tiempo indicado para la prueba de irritabilidad. La inmovilización permite que 

la aplicación permanezca en contacto con una sola área del dorso, sin que el ratón se 

desprenda el parche o ingiera parte de la formulación. 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 observación, las siguientes se hacen cada 24 horas 

1% 5% 

10% V 

10% 1% 

V 5% 

V 10% 

5% 1% 

EMAS (1) EMAS (2) EMAS (3) 
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durante tres días (24, 48 y 72 horas) después de la aplicación y se tomaron anotaciones de 

acuerdo con las tablas establecidas por Drize (1944) y OECD guideline (2015) (Tabla 3) 

para determinar la formación de eritema o edema en la zona de la aplicación. El eritema es 

el enrojecimiento difuso o en manchas de la piel, producido por la congestión de los 

capilares. Mientras, que el edema es la inflamación producida por acumulación excesiva de 

líquido seroalbuminoso en el tejido celular. 

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

No eritema 0 

Eritema 1 

Eritema bien definido 2 

Eritema de moderado a severo 3 

Eritema severo 4 

Calificación máxima posible de eritema: 4 

EDEMA 

No edema 0 

Edema muy ligero apenas perceptible  1 

Edema ligero con bordes sobresalientes con 

elevación definida 

2 

Edema moderado, con una elevación máxima de 1 

mm aproximadamente 

3 

Edema severo, elevación mayor de 1 mm 

extendiéndose más allá del sitio de aplicación 

4 

Calificación máxima 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 vehículo. El mismo procedimiento se 

utiliza para evaluar el edema. A partir de estos promedios, calcular el índice de irritación 

primaria con la siguiente fórmula: 

Índice de irritación primaria = promedio de eritema + promedio de edema 
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La interpretación de los resultados con base en el índice de irritación primaria se da con 

base a las siguientes categorías (Tabla 4). 

Tabla 4. Índice de irritación primaria (Drize 1944; OECD guideline 2015) 

INDICE DE IRRITACIÓN 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. Evaluación 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 realizó el protocolo con ligeras modificaciones de 

acuerdo con lo establecido por García-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 físicas (fuerza de tensión, velocidad y tiempo de reepitelización total de la 

herida) y B) análisis histológico (reepitelización; tamaño de la zona cicatrizada -TZC-, 

disposición y maduración del colágeno; tejido de granulación y determinación de la fase del 

proceso de cicatrización). Los animales se dividieron en los siguientes grupos (5 

individuos/grupo): 1) grupo EMAS (aplicación del EMAS al 5% en base beeler); 2) grupo 

vehículo (aplicación de base beeler sin extracto); y 3) grupo Recoverón® (aplicación del 

medicamento estándar para heridas). Los diferentes tratamientos se aplicaron de manera 

tópica desde el primer día que se realizó la herida (día 0) hasta el cierre total (día 13). 

5.9.1. Evaluaciones físicas del proceso de cicatrización de heridas  

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

(mm/día) y el tiempo total de reepitelización (días). Al final los organismos fueron 
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sacrificados en cámara de CO2. Posteriormente, se determinó la fuerza de tensión (g) 

necesaria para abrir la herida con un tensiómetro calibrado de 1000 g. Todos los 

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

5.9.2. Análisis histológico de la piel en la zona cicatrizada  

Los ratones para el análisis histológico fueron sacrificados bajo las mismas condiciones que 

los anteriores. Después, se tomaron muestras de piel en la zona de cicatrización de la 

herida y piel adyacente. Las muestras se fijaron en solución tampón de paraformaldehído 

PBS al 2% (p/v) (pH 7.2) durante 24 horas. Posteriormente, se deshidrataron con una 

secuencia de soluciones etanólicas (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 inclusión. Luego, se 

realizaron cortes de 3 µm de grosor, se tiñeron con Hematoxilina-Eosina esto permitió 

reconocer la estructura general del tejido, otras sesiones fueron reñidas con la tinción 

tricrómica de Masson que nos ayudó a observar la maduración del colágeno (García-Bores 

et al., 2020).  

Los parámetros que se consideraron en el diagnóstico histológico fueron los siguientes: a) 

reepitelización, b) TZC (las medidas se obtuvieron con el software NIS-Elements BR -

versión 3.2- proporcionado por Nikon Instruments), c) grosor, disposición y maduración 

colágeno, d) Tejido de granulación, e) la fase del proceso de cicatrización de las muestras 

(considerando las capas de la piel normal, glándulas sebáceas y folículos pilosos). Los 

resultados de la aplicación de EMAS (5%) se compararon con los ratones del grupo de 

referencia con aplicación del fármaco Recoveron® (C+) (acexamato de sodio en crema) y 

el grupo con aplicación del vehículo base Beeler (C-). 
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6. ANÁLISIS ESTADÍSTICOS 

Los datos de la cuantificación de fenoles, la actividad antioxidante sobre DPPH, la inhibición 

de COX, la actividad cicatrizante por el método del tensiómetro y la velocidad de cierre de 

las heridas se sometieron a análisis 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 análisis de regresión lineal para 

determinar la velocidad de cierre. Todos los análisis 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 biológicas se reservó una parte del 

EMAS (50.42 g). Al resto (71 g) se le realizó una partición con metanol/hexano de la cual 

se obtuvieron: la PMeOH, PHex, PH2O y PDMSO su rendimiento en gramos y porcentaje 

está dado a partir de los 71 g del CRU que fue procesado, es decir, el 100% del extracto 

que se particionó. El mayor rendimiento lo tiene la PMeOH, seguida del PDMSO, la PHex 

y el PH2O (Tabla 5). 

Tabla 5. Rendimientos de la partición del EMAS de A. stellulata. 

EMAS de A. stellulata (71g = 100%) 

PMeOH PHex PH2O PDMSO 

31.46g 
(44.23%) 

10.18g 
(14.31%) 

4.89 g 
(6.87%) 

13.33g 
(18.74%) 

El rendimiento total del extracto crudo metanólico de A. stellulata fue de 121.42 g (10.32%) a partir de 1176.5 g de planta 
seca. CRU=crudo, PMeOH=partición metanólica, PHex=partición hexánica, PH2O=partición miscible en agua y 

PDMSO=partición miscible en dimetilsullfóxido. 
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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%, coloración 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 análisis de CG/MS. 

 

7.2. Perfil fitoquímico de A. stellulata 

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

El EMAS, PMeOH y PH2O tuvieron reacción positiva con cloruro férrico, la cual revela la 

presencia de fenoles. En cuanto a la prueba de Molish todos fueron positivos para 

compuestos glicósilados, teniendo una reacción más intensa en el extracto EMAS, la 

PMeOH y PDMSO; en menor proporción la PHex y PH2O. La reacción con vainillina-ácido 

sulfúrico nos muestra que la PHex y la PDMSO tienen terpenos. En PHex, PH2O y PDMSO 

cuenta con lactonas (sesquiterpénicas o cumarinas) de acuerdo con lo observado al 

agregar el reactivo de Baljet. El EMAS, PHex y PDMSO tienen metabolitos del tipo esteroide 

por la reacción con Liebermann-Buchard. Para la prueba de saponinas solo se observó la 

formación de espuma en EMAS. Mientras, ninguno tiene compuestos del tipo alcaloide ya 

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

METABOLITO REACTIVO A. stellulata 
EMAS PMeOH PHex PH2O PDMSO 

Fenoles FeCl3 ++ +++ - ++ - 

Alcaloides 
Mayer - - - - - 

Dragendorff - - - - - 

Glicósidos Molish +++ +++ + ++ +++ 

Saponinas Espuma + - - - - 

Terpenos Vainillina - - +++ + + 

Lactonas  
Sesquiterpénicas 

Baljet - - ++ + ++ 

Esteroides  
Liebermann-

Buchard 
+ - ++ - + 

* El signo (+) significa que el resultado es positivo, mayor reacción positiva (+++), media (++), baja (+) y reacción negativa 
(–). CRU=crudo, PMeOH=partición metanólica, PHex=partición hexánica, pH2O=precipitado miscible en agua y 

pDMSO=precipitado miscible en dimetilsullfóxido. 

 

7.2.2. Cuantificación de fenoles totales  

La PMeOH tuvo la mayor concentración 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 PH2O (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 concentración de fenoles totales de A. stellulata u otro miembro del 

género Asterohyptis.  

7.2.3. Análisis por HPLC-DAD-ESI/MS/MS del EMAS de A. stellulata 

En el análisis 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 (I), 

quercetina-3-O-glicósido (II) y 2-O-(4-hidroxi-cinamoil), 4'-O-D-glicopiranósido (glicósido del 

ácido rosmarínico) (III). 
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Figura 2. Cromatograma AsM. I. 2-(3,4-dihidroxifenil)-5,7-dihidroxi-3-[2,3,4-trihidroxi-5-(hidroximetil) 

ciclohexoxi] cromen-4-ona (463,07 m/z [M+H]), II. quercetina-3-O-glicósido (465,23 m/z [M+H]), III. 2-O-

(4-hidroxi-cinamoil),4'-O-D-glicopiranósido (507.37 [M+H]). UV: 254 nm. 

 

7.2.3.1. Análisis de masas de derivados de compuestos de quercetina 

Se identificaron dos derivados de compuestos de quercetina (I y II) (Fig. 2. I y II). La aglicona 

quercetina presentó un fragmento de 303 m/z [M+H] (> 15%). Los iones presentes en los 

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

El compuesto I (TR: 12.42 min) tiene un ión molecular de 463.07 m/z [M+H] (Fig. 3). La 

fragmentación del ciclitol presentó pérdida de cuatro grupos hidroxilo (68 u) que 

corresponden al fragmento 395.13 m/z [M+H]. Además, el ion de 303 m/z [M+H] es el de la 

aglicona, este mismo está presente en el estándar de quercetina, en los informes de 

espectros de PubChem y el estudio de Espinosa-González (et al., 2021). Posteriormente, 

hay pérdida de metinos y metilenos, respectivamente. 
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Figura 3. Patrón de fragmentación del compuesto I. 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 detección de masas se 

realizó en modo positivo [M+H]. 

 

El compuesto II (TR: 14.58 min) tiene un ion molecular es de 465.23 m/z [M+H] (Fig. 4). 

Región de glucósido, presenta pérdida de cuatro hidroxilos (68 u) que corresponden al 

fragmento de 397.17 m/z [M+H]. De igual manera presenta un heteroátomo de oxígeno en 

que corresponde al 329 m/z [M+H]. Luego, la fragmentación del enlace éter origina un 

fragmento de 303 m/z [M+H], correspondiente a la quercetina aglicona, este ion está 

representado en el patrón de fragmentación del estándar quercetina, al reporte de espectros 

en MassBank y al estudio de Espinosa-González y colaboradores (2021). Finalmente, se 

forma un fragmento de 153 m/z [M+H] por la retrorreacción Diels-Alder en el anillo C de la 

aglicona de quercetina. 
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Figura 4. Patrón de fragmentación del compuesto II. Quercetina-3-O-glicósido (465,23 m/z [M+H]). La 
detección de masas se realizó en modo positivo [M+H]. 

 

7.2.3.2. Análisis de masas del glicósido del ácido rosmarínico  

El compuesto III (TR: 18.13 min) tiene un ión molecular de 507.37 m/z [M+H] (Fig. 5). La 

región de glicopiranósido presenta pérdida de grupos hidroxilo (68 u) originando fragmento 

439.17 m/z [M+H]. Posteriormente, por doble transposición de hidrógeno a oxígeno del 

enlace éter, se libera una molécula de agua (18 u), rompiendo el anillo del heterociclo, y 

liberando una cadena alifática de C6H5 (75 u), formando un fragmento de 344 m/z [ M+H], 

que corresponde a aglicona. Esto, por una transposición de hidrógeno rompiendo el enlace 

éster originando un fragmento de 148.97 m/z [M+H]. Por otra parte, la aglicona pierde el 

grupo ácido, formando el fragmento más abundante 287 m/z [M+H]. Los siguientes 

fragmentos son pérdida de oxígeno (16 u) 271 m/z [M+H], formando orto-dihidroxibenceno 

148.97 m/z [M+H], esta pérdida dos oxígenos (32 u) y un reordenamiento de McLafferty 

formando un grupo de propilio. 
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Figura 5. Patrón de fragmentación del compuesto III. 2-O-(4-hidroxi-cinamoil),4'-O-D-glicopiranósido 
(507.37 [M+H]. La detección de masas se realizó en modo positivo [M+H]. 

 

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

7.2.4.1. CG-EM del AEHT 

La caracterización química del AEHT por CG-EM permitió identificar 11 compuestos de los 

cuales 9.10% fueron monoterpenos y 90.90% sesquiterpenos. Los principales 

constituyentes son: óxido de cariofileno (20.48%) y α-bisabolol (13.60%) (Figura 6 y tabla 

7).  

Figura 6. Cromatograma de CG-EM del AEHT de A. stellulata. A) óxido de cariofileno y B) α-bisabolol. 

A 

B 



32 
 

Tabla 7. Constituyentes del AEHT de A. stelullata identificados CG-EM. 

TR Molécula %Área 
11.51 criptona 1.83 

12.47 3-isopropilbenzaldehido 0.83 

13.32 cuminol 0.67 

15.00 (-)-β-borboneno 3.13 

16.64 
naftaleno, decahidro-4a-metil-1-metileno-7-(1-

metiletenil)-, [4aR-(4a.α.,7.α.,8a.β.)]- 

 

16.89 β-bisaboleno 2.13 

18.03 β-spatulenol 9.72 

18.13 óxido de cariofileno  20.48 

18.50 
(1R,3E,7E,11R)-1,5,5,8-Tetrametil-12-oxabiciclo 

[9.1.0] dodeca-3,7-dieno (derivado del humuleno) 

3.55 

19.11 

2-furanmetanol, tetrahidro-α,α.,5-trimetil-5-(4-

metil-3-ciclohexeno-1-il), [2S-[2-α,5-β(R*)]]- 

(derivado del bisabolol) 

8.39 

19.46 α-bisabolol 13.60 

TOTAL  62.5% 

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

 

7.2.4.2. CG-EM del AEI 

El análisis por CG-EM del AEI mostró 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 α- bisabolol (9.62%), el α-cadinol (5.80%) y el óxido de cariofileno (5.42%) 

(Figura 7 y tabla 8). 
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Figura 7. Cromatograma de CG-EM del aceite esencial de inflorescencias de A. stellulata. A) cariofileno 
(TR 15.59); B) Germacreno D (TR 16.47); C) α-cadinol (TR 19.11) y D) α-bisabolol (TR 19.47) 

 

Tabla 8. Constituyentes del AEI de A. stelullata identificados por el análisis de CG-EM. 

TR Molécula %Área 
6.60 α-pineno 0.54 

7.46 β-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 isómero 0.29 

14.38 α-cubebeno 0.22 

14.84 α-copaeno 1.15 

15.01 (-)-β-borboneno 1.75 

15.59 cariofileno 11.96 

16.13 humuleno 2.04 

16.25 alloaromadendreno 0.92 

16.46 δ-muuroleno 0.59 

16.57 germacreno D 19.00 

16.89 β-bisaboleno 2.01 

17.40 ciclohexeno, 4-[(1E)-1,5-dimetil-1,4-hexadien-1-

yl]-1-metil 

7.44 

18.13 óxido de cariofileno 5.42 

18.93 tau-cadinol 2.79 

19.11 α-cadinol 5.80 

19.47 α-bisabolol 9.62 

TOTAL  73.28% 

Los constituyentes no identificados fueron omitidos.TR: tiempo de retención, AEI: aceite esencial de inflorescencia. 

A 

B C 

D 
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7.3. ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA DE A. stellulata  

7.3.1. Determinación cualitativa de la actividad antibacteriana  

7.3.1.1. EMAS y particiones 

La evaluación cualitativa de la actividad antibacteriana de EMAS, PMeOH, PHex, PH2O 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 CC y 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-C y S. epidermidis FES-C. La PH2O mostró 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 inhibición los presentaron la PHex (7.68 ± 0.68), el PH2O 

(7.46 ± 0.05) sobre S. epidermidis ATCC 12228 y la PMeOH (7.05 ± 0.20) sobre S. aureus 

ATCC 29213. El EMAS fue el que inhibió el menor número de microorganismos S. aureus 

FES-C y S. epidermidis FES-C. Estos resultados mostraron diferencias estadísticamente 

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

Cepa 
Tratamientos (mm) 

Cloranfenicol 
(30 μg) EMAS PMeOH PHex PDMSO PH2O 

S. aureus (+) 
23 MR 

NA NA NA NA NA 24.30 ± 0.44 

S. aureus (+) 
ATCC 29213 

NA 7.05 ± 0.20 6.13 ± 0.20 6.40 ± 0.57 5.98 ± 0.65 22.37 ± 0.98 

S. aureus (+) 
 CC 

NA 6.16 ± 0.37 NA 5.16 ± 0.20 6.28 ± 0.45 20.42 ± 1.20 

S. aureus (+) 
CUSI 

NA NA NA NA NA 23.02 ± 0.92 

S. aureus (+) 
FES-C 

5.96 ± 0.06 NA 5.73 ± 0.25 5.83 ± 0.14 NA 23.13 ± 1.35 

S. epidermidis 
(+) 

ATCC 12228 

NA NA  7.68 ± 0.68 NA 7.46 ± 0.05 23.95 ± 2.53 

S. epidermidis 
(+) 

FES-C 

6.66 ± 0.26 NA NA 6.01 ± 0.55 6.04 ± 0.18 21.12 ± 1.69 

M. luteos (+) 
ATCC 1024Oa 

NA NA NA NA NA 13.75 ± 2.37 

P. aureginosa (-) 
ATCC27853 

NA NA NA NA NA 21.12 ± 1.69 

E. coli (-) 
82MR 

NA NA NA NA NA 27.22 ± 1.91 

E. aerogenes (-) 
ATCC 13048 

NA NA NA NA NA 25.73 ± 1.62 

S. typhi (-) 
ATCC 19430 

NA NA NA NA NA 26.63 ± 1.89 

Todos los tratamientos estuvieron a una concentración de 2mg por sensidisco. Los resultados se presentan como el 
promedio de los halos de inhibición (mm) de tres repeticiones ± Desviación estándar. Bacterias gram positivas (+), Bacterias 
gram negativas (-), No activo (NA), Cloranfenicol (C+), EMAS: extracto crudo metanólico de A. stellulata, PMeOH: partición 

metanólica, PHex: partición hexánica, PDMSO: partición miscible en dimetilsulfóxido, PH2O: 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 mayoría de las cepas de S. aureus, con excepción de S. aureus CC (Tabla 

10). 

 

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

Cepa 
Halos de inhibición (mm) 

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 ± desviación estándar). AEHT: aceite esencial de hojas y tallos, AEI: aceite 
esencial de inflorescencia.  
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7.3.2. Determinación cuantitativa de la actividad antibacteriana  

Las cepas que tuvieron actividad en el protocolo de difusión en agar se les determinó su 

CMI y CBM (Tabla 11). La PH2O 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 PH2O en la prueba cualitativa. Sin embargo, 

su CMI está por encima de la concentración más alta evaluada de 4 mg/mL. Por lo tanto, la 

CBM no se pudo determinar.  

Tabla 11. Valores de CMI y CBM de A. stellulata. 

 Tratamientos (mg/mL) 

Cepa 
EMAS PMeOH PHex PDMSO PH2O 

CMI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM CMI CBM 

S. aureus  
ATCC 29213 

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

S. aureus 
 CC 

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

S. aureus  
FES-C 

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

S. 
epidermidis 

ATCC 12228 

- - - - > 4 - - - 1  2  

S. 
epidermidis  

FES-C 

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

Los resultados se presentan en mg/mL del promedio de las tres repeticiones. No fueron evaluadas por falta de actividad (-), 

EMAS: extracto crudo metanólico de A. stellulata, PMeOH: partición metanólica, PHex: partición hexánica, PDMSO: 

partición miscible en dimetilsulfóxido, PH2O: precipitado acuoso. 

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

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

DPPH se evaluaron EMAS, PMeOH, PHex, PH2O y PDMSO.  

La PMeOH presentó la mayor actividad antioxidante (CA50 = 102.79 ± 3.15 μg/mL), seguido 

por el EMAS (CA50 = 112.84 ± 3.71 μg/mL), después la PDMSO (CA50 = 122.65 ± 10.98 

μg/mL), la PH2O (CA50 = 137.79 ± 6.05 μg/mL) y por último la PHex (CA50 = 1496.53 ± 30.79 

μg/mL). El estándar quercetina tuvo la mayor actividad antioxidante (CA50 de 5.01 ± 0.1 
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μg/mL). El análisis 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 estándar y 

EMAS, PMeOH, PHex, PH2O 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 (CA50 μg/mL)  

Quercetina EMAS PMeOH PHex PH2O PDMSO 

5.01 ± 0.1* 112.84 ± 3.71 102.79 ± 3.15 
1496.53 ± 

30.79† 
137.79 ± 6.05 122.65 ± 10.98 

 Cada valor corresponde al promedio de tres experimentos diferentes ± valores de desviación estándar. CA50 = 
concentración 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 (†) (p < 0.05 o p=1.79e-16) con respecto al resto de las sustancias. 

 

El estándar quercetina tuvo el valor de CA50 menor. Pero, se debe considerar que esto es 

debido a que se trata de un compuesto puro con alta actividad antioxidante, en comparación 

con EMAS, PMeOH, PHex, PH2O y PDMSO que aún 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 CA50 de 1496.53 ± 30.79 μg/mL; lo 

anterior podría ser porque dicha actividad se le atribuye principalmente a lo compuestos 

fenólicos que se encuentran presentes en EMAS, PMeOH y PH2O.  

7.5. Actividad antiinflamatoria de EMAS: ensayo in vitro de COX-2 

El EMAS tiene una CI50= 28 µg/mL, el Celecoxib CI50= 22.35 µM y las particiones tuvieron 

diferentes porcentajes de inhibición a la concentración de 100 µg/mL (Tabla 13). Hasta el 

momento de la búsqueda, no se han encontrado investigaciones sobre la inhibición de 

COX-2 con Asterohyptis o Hyptis. 
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Tabla 13. Inhibición in vitro de COX-2 por A. stellulata.  

TRATAMIENTO 
% DE INHIBICIÓN 

(100 µg/mL) CI50 

EMAS 94.69 28 µg/mL 

PMeOH 82.40 − 

PHex 96.92 − 

PDMSO 88.330 − 

PH2O 92.1390 − 

Celecoxib − 44.35 µM 
COX-2: ciclooxigenasa 2, CI50: Concentración inhibitoria media, EMAS: extracto metanólico de A. stellulata, PMeOH: 
partición metanólica, PHex: partición hexánica, PDMS: Partición dimetilsulfóxido, PH2O: partición acuosa, - = dato sin 

evaluar. 

 

7.7. Formulación de la emulsión y medida de estabilidad  

Las formulaciones desarrolladas no mostraron cambios visibles durante los 6 meses de 

observación. Después, de la centrifugación se mantuvo la estabilidad de la formulación con 

un IC = 100 y no hubo cambios en el aspecto visual de la formulación. El escaneo UV (200-

400 nm) de la base demulsificada y EMAS a la misma concentración no mostró cambios e 

el patrón de absorción.  

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

Las observaciones de la piel de ratón expuestas a la aplicación de las diferentes 

concentraciones (1, 5 y 10%) del EMAS y las particiones de A. stellulata no mostraron 

características de edema o eritema en las observaciones a 1, 24, 48 y 72 horas 

postratamiento (Tabla 14). Los resultados nos permiten inferir que la aplicación tópica de la 

crema con diferentes concentraciones no induce irritación en la piel de ratón CD-1 et/et. 
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Tabla 14. Evaluaciones obtenidas en la prueba de irritabilidad dérmica primaria de A. stellulata. 

 Tiempo (h) 

Tx´s 1 24 48 72 

EMAS 
1% 0 0 0 0 

5% 0 0 0 0 

10% 0 0 0 0 

PMeOH 
1% 0 0 0 0 

5% 0 0 0 0 

10% 0 0 0 0 

PHex 
1% 0 0 0 0 

5% 0 0 0 0 

10% 0 0 0 0 

PDMSO 
1% 0 0 0 0 

5% 0 0 0 0 

10% 0 0 0 0 

PH2O 
1% 0 0 0 0 

5% 0 0 0 0 

10% 0 0 0 0 

Vehículo 
0% 0 0 0 0 

TX’s: tratamientos, EMAS: extracto crudo metanólico de A. stellulata, PMeOH: partición metanólica, PHex: partición 

hexánica, PDMSO: partición dimetilsulfóxido, PH2O: partición acuosa. 

 

Es importante resaltar que el cambio de la tonalidad de la piel que se observaron después 

de 1 hora de aplicación es debido al contacto con las formulaciones, ya que a pesar de que 

se limpió el área con agua estéril y gasas, la piel conservó parte de los compuestos de la 

planta (Tabla 15).  
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Tabla 15. Imágenes del dorso de los ratones a los que se les realizó la prueba de irritabilidad dérmica 
primaria de la aplicación tópica de A. stellulata.  

H 
TX´s 

EMAS PMeOH PHex PDMSO PH2O 

1 

     

24 

     

48 

     

72 

     

En las imágenes de la primera observación (1 hora) del ratón elegido para las fotos, se muestra el cuadrante de la 
aplicación de los tratamientos 1%, 5%, 10% y el vehículo (V). Las imágenes de las revisiones posteriores son del mismo 

individuo, por lo cual, ya no se dibujó el cuadrante nuevamente. H: horas, TX’s: tratamientos, EMAS: extracto crudo 
metanólico de A. stellulata, PMeOH: partición metanólica, PHex: partición hexánica, PDMSO: partición miscible en 

dimetilsulfóxido, PH2O: precipitado acuoso. 

Estos resultados no permitirán continuar con los protocolos de actividad cicatrizante y 

discernir la concentración idónea para evaluar dicha actividad. Dados los resultados 

podríamos ocupar incluso la dosis máxima. Sin embargo, se ha reportado que las dosis 

altas no necesariamente son mejores, incluso pueden llegar a ser citotóxicas y disminuir el 

proceso de cicatrización (Chiocchio et al., 2019). Por lo cual, se decidió utilizar la 

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

7.9.1. Evaluaciones físicas del proceso de cicatrización de heridas  

La cicatrización de heridas se evaluó con el EMAS a una concentración de 5% (Tabla 16). 

El grupo con la aplicación de A. stellulata tuvo resistencia a la fuerza de tensión y velocidad 

de cierre de la herida, similar al grupo Recoverón® y mayor que el grupo con aplicación del 

vehículo. Todos los grupos tuvieron el cierre total de la herida al día 13. La velocidad del 

cierre de la herida fue similar entre los grupos tratados con A. stellulata (1.479 ± 0.043) y el 

Recoverón® (1.509 ± 0.040), las heridas tratadas con el vehículo-base Beeler- tuvieron la 

menor velocidad de cierre (1.330 ± 0.039). 

Tabla 16. Resumen de los resultados de las evaluaciones físicas con los diferentes tratamientos:  
A. stellulata, Recoverón® y Vehículo. Aplicación tópica en ratón CD-1 et/et. 

Grupos 
Fuerza de tensión  

(g) 
Cierre total de la herida 

(días) 
Velocidad del cierre de 

la herida (mm/día) 

A. stellulata 960 ± 89.44 13 1.479 ± 0.043 

Recoverón® 940 ± 89.44 13 1.509 ± 0.040 

Vehículo  774 ± 217.67 13 1.330 ± 0.039 

 

7.9.2. Análisis histológico de la piel en la zona cicatrizada  

Las secciones de piel donde se encuentra la zona cicatrizada se tiñeron con Hematoxilina-

Eosina para reconocer la estructura general del tejido, observar la formación de neodermis 

-reepitelización-, definir el tamaño de la zona cicatrizada -TZC- (la zona en la que se hizo 

la herida y se recuperó con la aplicación de los distintos tratamientos), la revisión del tejido 

de granulación nos permite reconocer grupos celulares presentes en la zona, infiltrado 

inflamatorio, angiogénesis e incluso procesos de regeneración por la presencia de 

glándulas y folículos. Mientras, la tinción tricrómica de Masson se utilizó para observar el 

grosor, disposición y maduración del colágeno en la zona cicatrizada.  



42 
 

7.9.2.1. Reepitelización y tamaño de la zona cicatrizada 

Las secciones de la zona cicatrizada con la aplicación de los diferentes tratamientos 

mostraron diferencias en la reepitelización (Figura 8). Los ratones tratados con A. stellulata 

y Recoverón® muestran una epidermis similar a la piel normal (Fig. 8. A, B, C y D), mientras 

que el grupo vehículo (Fig. 8. E y F) muestra una epidermis visiblemente más delgada.  

 

Fig. 8. Imágenes representativas del análisis histológico de secciones de la epidermis de 
neoformación teñidas 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 Recoverón® (C+); E) y F) Tratamiento con 

vehículo (C-). EN: epidermis de neoformación. 

 
Asimismo, el TZC fue menor en el grupo A. stellulata 473.82 ± 166.72 µm (Fig. 9 A y B), 

seguido por el grupo Recoverón® 1406.85 ± 1059.92 µm (Fig. 9 C y D), y finalmente el 

grupo vehículo 1736.08 ± 854.64 µm (Fig. 9 E y F). La reepitelización y la contracción de la 

herida (reducción del tejido de granulación -zona cicatrizada- para resolver la separación 

producida en los bordes de la herida) son características 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 

remodelación. 

 
Fig. 9. Imágenes representativas del análisis histológico de secciones zona cicatrizada teñidas 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 Recoverón® (C+); E) y F) Tratamiento con vehículo (C-). TZC: tamaño 

de la zona cicatrizada. 
 

7.9.2.2. Grosor, disposición y maduración del colágeno 

Al grupo de ratones que se les aplicó de manera tópica A. stellulata mostró mejor 

desempeño en la distribución y maduración del colágeno (Fig. 10 A y B), formando fibras 

densas y organizadas, similar al grupo Recoverón® (Fig. 10 C y D); de forma contraria, la 

piel tratada con el vehículo tuvo menor maduración y organización del colágeno (Fig. 10 E 

y F). La matriz extracelular como componente principal tiene al colágeno, es la proteína 

más abundante en el tejido de la piel, y la proporción adecuada es esencial durante la 

TZC 

A B 

C D 

E F 

TZC 

TZC 

TZC 

TZC 

TZC 

As As 

C+ C+ 

C- C- 
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formación del tejido conectivo y el proceso de cicatrización de heridas (Pérez-Contreras et 

al., 2022). Además, como se mencionó anteriormente, en la fase de remodelación es 

fundamental el cambio de colágeno tipo III a colágeno tipo I (Wang et al., 2018). Estos 

resultados están relacionados con la resistencia a la tracción reportada para los diferentes 

tratamientos, lo que confirma que la aplicación tópica de A. stellulata aceleró el progreso a 

la fase de remodelación. 

 

 

Fig. 10. Imágenes representativas del análisis histológico del colágeno teñido 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 Recoverón® (C+); E) y F) Tratamiento con vehículo (C-). COL: 

colágeno. 
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E

 

D 

F

 

C
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7.9.2.3. Tejido de granulación 

El estudio histológico del tejido de granulación -zona cicatrizada- (Figura 11) es consistente 

con los resultados anteriores. Las secciones del grupo A. stellulata presentan menor 

número de fibroblastos/miofibroblastos, abundantes vasos sanguíneos y no se observó 

infiltrado inflamatorio (Fig. 11 A y B). Por su parte, el grupo Recoverón® presenta profusión 

de fibroblastos reactivos, pocos vasos sanguíneos y nula presencia de infiltrado inflamatorio 

(Fig. 11 C y D). Finalmente, en el grupo vehículo tiene un número intermedio de fibroblastos, 

pocos vasos sanguíneos y neutrófilos (Fig. 11 E y F). 

 
Fig. 11. Imágenes representativas del análisis histológico de secciones de tejido de granulación 
teñidas 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 Recoverón® (C+); E) y F) Tratamiento con 

vehículo (C-). F: fibroblasto, M: miofibroblasto, V: vaso sanguíneo, N: neutrófilo. 

 
El conjunto de resultados de las evaluaciones físicas (Tabla 15) y los resultados del análisis 

histológico, nos permiten determinar la fase de cicatrización y/o la regeneración 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 análisis histológico de los tejidos con tratamientos: A. 
stellulata, Recoverón® y Vehículo. Aplicación tópica en ratón CD-1 et/et. 

Grupos 
TZC 
(µm) 

COL E D 
TG Fases 

(transición) F M N V 

A. stellulata 
437.82 

± 
166.72 

+++ R R + ++ - +++ Remodelación/Regeneración 

Recoverón® 
(C+) 

1406.85 
± 

1059.92 
+++ R NR +++ + - ++ Proliferación/Remodelación 

Vehículo  
(C-) 

1736.08 
± 

854.64 
++ R NR ++ - + + Inflamación/Proliferación 

TZC: tamaño de la zona cicatrizada, COL: colágeno, E: epidermis, D: dermis, TG: tejido de granulación, R: 
regeneración, NR: sin regeneración, F: fibroblastos, M: miofibroblastos, N: neutrófilos, V: vasos sanguíneos, -: 

ausentes, +: pocos, ++: regulares, +++: muchos. 
 

El grupo vehículo (C-)se encuentra en la transición de la inflamación a la proliferación (Tabla 

17), por la presencia de neutrófilos, pocos fibroblastos, colágeno inmaduro, menor 

resistencia a la tensión, tamaño mayor en la zona cicatrizada, permanencia del tejido de 

granulación y sin formación de las capas características de la piel normal (Fig. 12 A y B).  

 

El grupo Recoverón® se encuentra entre la proliferación y la remodelación (Tabla 17), 

tienen abundantes fibroblastos, pocos miofibroblastos, nuevos vasos sanguíneos, ausencia 

de neutrófilos, colágeno maduro y mejor resistencia a la tensión, tamaño mayor en la zona 

cicatrizada, permanencia del tejido de granulación y sin formación de las capas 

características de la piel normal (Fig. 12 A y C).  

 

Los ratones tratados con A. stellulata (Tabla 17) presentan miofibroblastos, abundantes 

vasos sanguíneos, ausencia de neutrófilos, epidermis nueva similar a la normal, colágeno 

maduro, menor tamaño de la zona cicatrizada (contracción de la herida) y disminución del 

tejido de granulación (Fig. 12 A y D). Esto implica que están en fase de remodelación, 

incluso es posible un proceso de regeneración, ya que la zona cicatrizada es pequeña y 

presenta capas características de la piel normal -músculo, hipodermis, dermis-, así como 

folículos pilosos y glándulas sebáceas (Figura 12 D, E y F). 
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Fig. 12. Comparación de piel normal y los tejidos de ratones CD-1 et/et con la aplicación de los 
diferentes tratamientos. A) Piel normal de CD-1 et/et (40x); B) Zona cicatrizada del grupo vehículo; C) Zona 

cicatrizada del grupo Recoveron®; D) Zona cicatrizada/regenerada del grupo A. stellulata (40X); E) 
Regeneración de músculo y glándula sebácea de neoformación del grupo A. stellulata (400x); D) Folículo de 
neoformación del grupo A. stellulata (400x). As: A. stellulata, C-: grupo vehículo, C+: grupo Recoverón®, PN: 
piel normal, E: epidermis, D: dermis, HD: hipodermis, M: músculo, GS: glándula sebácea, F: folículo, GSN; 

glándula sebácea de neoformación, NF: folículo de neoformación, NM: músculo de neoformación. 

 

 

 

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 aplicación de los distintos tratamientos. 
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8. DISCUSIÓN 

8.1. Perfil fitoquímico 

8.1.1. Aceites esenciales 

El AEHT tiene como principales constituyentes el óxido de cariofileno (20.48%) y α-bisabolol 

(13.60%). el óxido 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). Además, el óxido de cariofileno cuenta con actividad 

analgésica y antiinflamatoria, mostrando actividad similar a la aspirina (Chavan et al., 2010). 

El β- cariofileno aplicado en forma de hidrogel mejoró el cierre de la herida en modelo 

murino gracias a su efecto antinflamatorio (Parisotto-Peterle et al., 2020). Además, cuanta 

con actividad antibacterial sobre P. aeruginosa, S. aureus y E. coli, también mejora la acción 

del antibiótico norfloxacina, gentamicina y eritromicina cuando se utilizan en combinación 

(Santos et al., 2021). 

El α-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 farmacológicas como antiinflamatorio, antibacteriano, 

calmante e hidratante de la piel (Kim et al., 2021). Siento, la mayoría de ellas importantes 

en el proceso de cicatrización. El α-bisabolol tiene actividad antiinflamatoria ya que se sabe 

que puede actuar regulando de manera negativa la expresión de los genes de iNOS y COX-

2 mediante la inhibición de la señalización de NF-kB (Kim et al., 2011). También, se ha 

relacionado que su presencia en el aceite esencial de Manzanilla (Chamomille sp.) 

promueve la cicatrización de heridas, reduciendo la inflamación a través de la disminución 

de los niveles de IL-1β (Gad et al., 2019), lo cual podría relacionarse a la regulación negativa 

sobre la expresión genética de COX-2.  
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El AEI tiene como componentes principales el germacreno D (19%), cariofileno (11.96%), 

el α- bisabolol (9.62%) y el α-cadinol (5.80%). El óxido 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 α-cadinol ha sido identificado en especies como H. villosa (Franco et al., 

2011) y en H. fructicosa (Silva et al., 2013). El α-cadinol cuenta con actividad 

antiinflamatoria sobre macrófagos RAW 264.7 activados por lipopolisacáridos (Tung et al., 

2010). Además, se ha comprobado que tiene alta afinidad con COX-2, similar al ligando 

estándar rofecoxib, por lo cual su actividad antiinflamatoria tal vez sea a través de la 

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

Debido al bajo rendimiento de los aceites esenciales solo se evaluó la actividad 

antibacteriana. Sin embargo, la mezcla de compuestos presentes en los aceites pareciera 

tener potencial en la curación de heridas. 

8.1.2. EMAS y particiones 

El screanning farmacológico nos indica que A. stellulata cuenta con compuestos del tipo 

fenol y terpeno principalmente, así como ausencia de alcaloides, lo cual coincide con los 

perfiles fitoquímicos del género Hyptis ya que hasta el momento de la búsqueda no se han 

descrito compuestos de este tipo. Mientras, en sus PHex, PH2O y PDMSO dio reacción 

positiva al reactivo de Baljet que permite identificar compuestos con lactonas insaturadas. 

El análisis fitoquímico de A. mociniana (Sinonimia Hyptis mociniana) indica que cuenta con 

derivados del tipo pectinolido -α-pironas- (Espinosa-González et al., 2021). Las α-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 cuantificación de fenoles totales entre 32.06 a 178.218 mg de EAG/g 

de extracto, en comparación con especies del género Hyptis (> 300 mg de EAG/g extracto), 

tiene una menor concentración de fenoles totales. Por ejemplo, Hyptis crenata Pohl ex 

Benth en su extracto metanólico tenía 373.0 ± mg de EAG/g de extracto (Rebelo et al., 

2009), Hyptis fructicosa en su extracto crudo hidroetanólico tuvo 360.51 ± mg de EAG/g de 

extracto (de Lima et al., 2013) and Hyptis suaveolens en su extracto etanólico 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 fenólicos (ácidos fenólicos, flavonoides, taninos, lignanos, estilbenos, etc.) 

son ampliamente conocidos por sus actividades antioxidantes, antiinflamatorias (Khan et 

al., 2019) y antimicrobianas (Ivanov et al., 2022). Además, el extracto rico en fenoles de 

Ipomoea pes-capre mejoró el proceso de cicatrización de heridas (Xavier-Santos et al., 

2022). Por lo tanto, la presencia de estos compuestos en el extracto podría estar 

relacionado con las actividades biológicas de A. stellulata. Además, se ha considerado que 

las preparaciones herbales que mejoran la cicatrización, es porque cuentan con 

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

El análisis por HPLC de EMAS permitió la dilucidación de compuestos del tipo fenólico: 

derivados de quercetina y ácido rosmarínico. Isoquercitrosido, boehmerina y ácido 

rosmarínico glicosilados fueron identificados en A. mociniana (Espinosa-González et al., 

2021). El ácido rosmarínico 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). Así como los glicósidos 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 curación de heridas como se comentará más adelante.  

8.2. Actividad antibacteriana 

La incidencia de enfermedades infecciosas nuevas y recurrentes; la resistencia a los 

antibióticos ha aumentado en gran medida la susceptibilidad de la curación tardía 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 

cicatrización normal.  

El género ha sido poco estudiado y no cuenta con reportes sobre su actividad 

antimicrobiana, por lo cual nuevamente se discutirá 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 clínicos S. aureus CUSI y S. aureus FES-C con un CMI de 2 mg/mL, 

aunque inhibió 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 50µL) (Oliva et al., 2006), H. martiussii (CMI: 32-1024 µL/mL) 

(Andrade et al., 2017) y H. pectinata (CMI: 12.50 µL/mL) (Santos et al., 2008). El AEHT 

tiene como componentes principales óxido de cariofileno, (20.48%) y α-bisabolol (13.60%). 

El β-cariofileno tiene actividad antibacteriana sobre P. aeruginosa, S. aureus y E. coli, 

mejora la acción del antibiótico norfloxacina, gentamicina y eritromicina cuando se utilizan 
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en combinación (Santos et al., 2021). La aplicación de α-bisabolol en combinación con 

aminoglucósidos y beta lactámicos, mejora su actividad antimicrobiana, se cree que esto 

es debido a que dicho compuesto podría interactuar con la membrana citoplasmática o 

proteínas presentes en ella, aumentando la permeabilidad e incrementando la entrada del 

antibiótico (Galvão et al., 2018). Además, el aceite esencial con α-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 

podría 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 PH2O 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 determinó 

el compuesto que les podría estar brindando dicha actividad. H. crenata en su extracto 

etanólico (CMI 250 μg/mL), fracción de diclorometano (CMI 62.5 μg/mL), fracción hexánica 

(CMI 125 μg/mL), fracción acetato de etilo (CIM 125 μg/mL) y su fracción hidrometanólica 

(CMI >10000 μg/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 etanólico mostró 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 μg/mL), los compuestos α-pirona de H. 

oblongifolia tuvieron actividad sobre B. subtilis (MIC 100 μg/mL) pero no sobre S. aureus 

(Rojas et al., 1992). No obstante, H. pectina su compuesto α-pirona pectinokido H tiene una 

CMI de 20 μg/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 ácido rosmarínico, ambos con actividad antimicrobiana. La quercetina tiene 

efectos bacteriostáticos sobre diferentes cepas incluyendo S. aureus, dañando las paredes 
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celulares y membranas (Wang et al., 2018). El ácido rosmarínico al ser integrado a un 

biopolímero provocaron morfología mórbida 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 bacteriostáticos (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). Además, 

plantas como Elaeis guineensis tiene actividad bacteriostática (6.25 mg/mL) sobre S. 

aureus y promueve la regeneración de tejidos (Rajoo et al., 2021). Una posible razón es 

qué la actividad antibacteriana moderada mantiene una tasa lenta de crecimiento 

bacteriano, permitiendo al sistema inmunitario eliminar cualquier patógeno restante de 

manera más eficiente (Álvarez-Santos et al., 2022). 

Además, S. aureus es la causa más importante de infecciones de piel y tejidos blandos en 

el hospital y en la comunidad en todo el mundo, puede diseminarse a áreas más profundas 

de la piel y eventualmente llegar al torrente sanguíneo provocando enfermedad sistémica 

y/o afectando órganos 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 estafilocócicas es la resistencia a los antibióticos (Eftekhar 

y Raei 2011). Además, S. epidermidis es una de las bacterias que habitualmente infecta las 

heridas retrasando el proceso de curación (Asada et al., 2012; Catanzano et al., 2017). Por 

lo cual, es fundamental la búsqueda 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 neutrófilos reclutados y 

eliminar el patógeno de la piel (González et al., 2019; Caldwell, 2020).  

8.3. Antioxidante y antiinflamatoria 

El EMAS, las particiones PMeOH y PH2O presentaron las actividades antioxidantes más 

altas, estos resultados coinciden con los resultados de la cuantificación de fenoles totales. 

Los compuestos fenólicos son conocidos por su capacidad de sufrir series de reacciones 

de reducción y oxidación; debido a los efectos de resonancia localizados en el anillo 

aromático y a la presencia de grupos hidroxilos; por lo que son capaces de reducir a los 

radicales libres o especies reactivas de oxígeno (Dzah 2014; Zuo et al., 2018). La estructura 

química será 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 químicas, físicas y biológicas de los compuestos se ven 

significativamente afectadas por la glicosilación (Choi et al., 2012). Esto podría afectar la 

actividad antioxidante de los compuestos de A. stellulata ya que de acuerdo con la reacción 

de Molish el EMAS y las particiones tienen compuestos glicosilados, por lo cual esta podría 

ser la razón de que presente una CA50 mayor en comparación con A. mocininana CA50 de 

29.06 ± 2.69 ppm (Espinoza-González et al., 2021). Especies del género Hyptis tienen 

actividad antioxidante sobre DPPH variable por ejemplo H. heterodon con una CA50 de 

233.4 ± 1.3 μg/mL (Silva et al., 2005) es menos antioxidante que A. stellulata, pero H. 

suaveolens colectada en Veracruz, Méx., el extracto etanólico de hojas presento una CA50 

de 3.56 ± 0.04 μg/mL (Sánchez-Aguirre et al., 2020) tiene mejor actividad antioxidante. Esta 

modificación en la actividad antioxidante está relacionada directamente con la composición 

química de las plantas sometidas a diferentes condiciones bióticas y abióticas. La PDMSO 

tuvo actividad antioxidante similar con una cuantificación de fenoles totales similar a las 

particiones polares. No obstante, le reacción 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 indicó 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 

aromático y presenta de uno a dos grupos hidroxilo (Barros de Lima et al., 2012). Los 

polifenoles pueden dividirse en otros subgrupos: ácidos fenólicos, flavonoides, taninos, 

lignanos y estilbenos, muchos de estos cuentan con actividades biológicas importantes, 

destacando la actividad antioxidante mediante la inducción de la expresión de enzimas 

antioxidantes, quelar los iones metálicos e inhibir la reacción de Fenton (Aruoma 2003; 

Halliwell 2008; Yan et al., 2020). Además, se les han atribuido cualidades antiinflamatorias 

(Ghuman et al., 2019). 

La actividad antiinflamatoria de los polifenoles se da mediante la regulación de vías de 

señalización en células del sistema inmune mediante la regulación de los procesos 

inflamatorios asociados a neutrófilos, monocitos/macrófagos, mastocitos y linfocitos T. 

Dentro de los procesos que se conocen esta la disminución de citocinas proinflamatorias: 

TNFα, IL-1, IL-2, IL-6 e IL-8 (vía NF-κB); la regulación de la cascada de señales para genes 

asociados a la inflamación (vía MAPK); además se ha observado que los polifenoles tiene 

una capacidad para modular mecanismos epigenéticos, la inhibición de las enzimas COX-

2 y LOX (vía ácido araquidónico) (Khan et al., 2019). 

El EMAS y sus particiones inhiben la enzima COX-2. Hasta el momento de la búsqueda, no 

se han encontrado investigaciones sobre la inhibición de COX-2 con Asterohyptis o Hyptis. 

A. stelullata tuvo una CI50= 28 µg/mL en otras especies se han determinado CI50 menores, 

por ejemplo: la fracción metanólica de Betula utilis tuvo un IC50= 4.26 µg/mL (Vishwakarma 

et al., 2022a), Lantana camara un CI50= 4.06 µg/mL (Vishwakarma et al., 2022b) y Hedera 



56 
 

helix con una CI50= 3.36 µg/mL (Shokry et al., 2022). Sin embargo, A. stellulata tuvo 

actividades similares en su porcentaje de inhibición con plantas con actividad 

antiinflamatoria como Ajuga bracteosa que mostró 42.38% de inhibición de COX-2 a una 

concentración de 25 µg/mL (Gautam et al., 2011). El efecto de la inhibición total de COX-2 

en heridas podría incluso disminuir el proceso de cicatrización ya que afecta la respuesta 

inflamatoria necesaria para la curación, reduciendo la contracción de la herida, la 

reepitelización, angiogénesis y componentes de la MEC (Dong et al., 1993; Romana-Souza 

et al., 2016). Por lo cual, la actividad modera del extracto podría 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 podría estar relacionada con los compuestos 

identificados por HPLC/MS-MS. Es importante considerar que los compuestos identificados 

en el extracto están glicosilados en comparación con sus agliconas que han sido 

investigadas en los procesos de inflamación y cicatrización. Por lo tanto, esto podría afectar 

su actividad.   

La quercetina es un compuesto que promueve el proceso de curación en ratones con 

heridas por escisión disminuyendo la inflamación 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 actúa sobre la vía del ácido araquidónico actuando sobre 

lipooxigenasa y no sobre COX-2, también, se considera que su actividad antiinflamatoria 

está relacionada con su capacidad antioxidante, la inhibición de vías como NF-κB y MAPK 

(Khan et al., 2019). 

El ácido rosmarínico (AR) cuenta con diversos reportes sobre su capacidad de inhibición 

de COX-2 (Dahchour, 2022; Swarup et al., 2007) y de su expresión (Ghasemzadeh et al., 
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2016). Además, modula la inflamación a través de las vías NF-κB, MAPK y Nrf2 (Vasileva 

et al., 2021). Además, la aplicación de AR disminuyo la formación de cicatrices y promovió 

la regeneración de tejidos (Chhabra et al., 2020; Küba et al., 2021; Wani et al., 2019). 

Por lo tanto, la inhibición de COX- 2 por el EMAS podría estar relacionado con su actividad 

cicatrizante al modular la inflamación. Probablemente, a través de los glicósidos AR y 

quercetina. Sin embargo, es importante considerar su papel en otras vías de señalización 

relacionadas con la inflamación como NF-κB, MAPK y Nrf2. Por lo cual, sería necesario 

analizar este punto en estudios posteriores.  

8.4. Prueba de irritabilidad 

La aplicación tópica de la crema con diferentes concentraciones no induce irritación en la 

piel de ratón CD-1 et/et. Hasta el momento de la búsqueda solo se encontró una 

investigación sobre la toxicidad tópica de una especie de Hyptis: H. verticillata Jacq., se 

probó su toxicidad dérmica con la aplicación de 4g/kg del extracto crudo acuoso en conejos 

albino Nueva Zelanda y no presentó irritación local (Picking et al., 2013). La mayoría de las 

investigaciones sobre su toxicidad se han hecho con estudios de toxicidad agua con 

administración oral y no se consideran tóxicos, por ejemplo, H. suaveolens no se consideró 

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 días consecutivos no provocó mortalidad y no aparecieron signos de 

intoxicación; además, cuando se le da la decocción de 1 mL por animal por día (4mg) no 

hubo mortalidad, ni signos de toxicidad y la necropsia muestra que no existió daño interno 

(Picking et al., 2013).  

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

la concentración para evaluar dicha actividad. Dados los resultados podríamos ocupar la 
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dosis máxima, sin embargo, se consideraron los resultados de las pruebas biológicas como 

la actividad antioxidante, ya que, en algunas ocasiones los antioxidantes a dosis altas 

pueden actuar como prooxidantes (Pérez 2003).  

8.5. Actividad cicatrizante/regeneración  

El tratamiento tópico con el vehículo (C-) se encuentra en la transición de la inflamación a 

la proliferación, por la presencia de neutrófilos, pocos fibroblastos, colágeno inmaduro, 

menor resistencia a la tensión, tamaño mayor en la zona cicatrizada, permanencia del tejido 

de granulación y sin formación de las capas características de la piel normal. En la 

inflamación, las células fagocíticas, incluidos los neutrófilos y los macrófagos, previenen la 

infección y eliminan los desechos celulares (Yazarlu et al., 2021), liberan citocinas, 

quimiocinas y factores de crecimiento, participan en el reclutamiento y la activación 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 

vehículo adecuado para la liberación de compuestos presentes en el EMAS. Debido a que 

la eficacia curativa de quercetina y sus derivados está limitada por su baja solubilidad y 

permeación cutánea (Zhou et al., 2021).  

La aplicación tópica de Recoverón® (C+) en los ratones provocó un proceso de cicatrización 

más rápido, necesitó una fuerza de tensión ligeramente menor que el tratamiento con A. 

stellulata para abrir la zona de cicatrización de la herida, coincidiendo con los datos 

histológicos en los cuales se observa una TZC grande, pero con fibras densas y 

organizadas de colágeno. El grupo tratado con Recoverón® se encuentra entre la 

proliferación y la remodelación, porque tienen abundantes fibroblastos, pocos 

miofibroblastos, nuevos vasos sanguíneos, ausencia de neutrófilos, colágeno maduro y 

mejor resistencia a la tensión, tamaño mayor en la zona cicatrizada, permanencia del tejido 

de granulación y ausencia de las capas características de la piel. La proliferación se 
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caracteriza por la angiogénesis, proliferación de fibroblastos (nueva MEC/colágeno tipo III), 

queratinocitos (reepitelización) y células endoteliales (vasos sanguíneos) (Low et al., 2021; 

Yazarlu et al., 2021). En última instancia, los fibroblastos y los queratinocitos producen TGF-

β que conduce a la diferenciación de los miofibroblastos, regulando el cierre de la herida 

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

La aplicación tópica de A. stellulata promueve la cicatrización y regeneración de la piel. El 

análisis histológico permitió identificar epidermis similar a la normal, zonas de cicatrización 

pequeñas, la formación de capas características de la piel -músculo, hipodermis, dermis-, 

así como folículos pilosos y glándulas sebáceas. Se observo que los individuos tratados 

con A. stellulata presentaban una mejor distribución y maduración del colágeno, lo cual 

coincide con la fuerza de tensión para abrir la herida en comparación con los controles. 

Como se mencionó anteriormente, en la fase de remodelación es fundamental el cambio 

de colágeno tipo III a colágeno tipo I el cual es más resistente (Wang et al., 2018). En cuanto 

a los grupos celulares los ratones tratados con A. stellulata presentan miofibroblastos, 

abundantes vasos sanguíneos, ausencia de neutrófilos, características de la fase de 

remodelación. Incluso, es evidente un proceso de regeneración ya que la piel de la zona 

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

Existen datos en los que el proceso de cicatrización se identifica por la formación de cicatriz 

y perdida de función del tejido, en otros caso se estipula que puede llegar a la restauración 

del tejido. Akita y colaboradores (2019) consideran que la cicatrización de heridas puede 

estar implicada en la regeneración de tejidos y el retorno a su estado original. Para que se 

de este último fenómeno 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 comúnmente como cicatriz (Castaño et al., 2018). En esta se puede observar 

fibrosis dérmica variable, epidermis borrada, glándulas sebáceas y folículos limitados o 

ausentes, lo que provoca una pérdida de estructura y función (Sun et al., 2016), lo cual se 

observa en los controles. También, se considera que los tratamientos que acortan el 

proceso de cicatrización disminuyen la formación de cicatrices (Süntar et al., 2010). Lo cual 

concuerda parcialmente con nuestros resultados, ya que la aplicación de A. stellulata 

acelera el proceso de cicatrización, Recoverón® también, pero en este caso se observa 

tejido cicatricial. Por lo tanto, considerando que la cicatrización solo conlleva a la formación 

de cicatriz -perdida de función- y la regeneración el restablecimiento de las condiciones 

normales, se puede concluir que la aplicación tópica de A. stellulata en ratones CD-1 et/et 

disminuye la formación de cicatrices y promueve la regeneración de la piel. Dichos sucesos 

están asociados a los metabolitos secundarios presentes en el EMAS, ya que es sabido 

que pueden actuar por diferentes vías y promover la curación de heridas (Álvarez-Santos 

et al., 2023).  

A. stellulata tiene glicósido de quercetina, este compuesto se ha reportado en plantas que 

mejoran la cicatrización/regeneración de heridas. El extracto metanólico de Euphorbia 

characias subsp. wulfenii (Hoppe ex W.D.J. Koch) Radcl.-Sm., promovió el avance a la fase 

de remodelación y disminuyo la formación de cicatrices, en los cortes histológicos del 

artículo se observa la formación de folículos pilosos con la aplicación del extracto, pero no 

lo reportan en el escrito, en cuanto a sus fracciones tienen quercitrina, hiperósido y 

guaijaverina, pero al aplicarlas de manera individual no mejoraron la actividad (Özbilgin, et 

al., 2018). Esto podría ser indicativo de que el extracto crudo al contener todos los 

metabolitos juntos estos podrían estar actuando de manera sinérgica. Sambucus ebulus L. 

tiene quercetina 3-O-glucósido, aislado de una de sus fracciones, pero la actividad 

cicatrizante fue menor que el extracto metanólico inicial (Süntar et al., 2010). Además, en 
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el extracto de acetato de etilo de Eugenia pruniformis Cambess se identificaron quercetina, 

kaempferol e hiperósido (43 % p/p), este extracto aceleró la cicatrización de heridas y la 

remodelación dérmica (Galhardo de Albuquerque et al., 2016). Por lo tanto, podemos 

considerar que la aplicación de extractos crudos -mezcla de metabolitos- aceleran y 

mejoran la curación de heridas. Aunque se ha visto que la aplicación de las agliconas de 

los compuestos identificados en el EMAS promueve la curación de heridas por si solos o 

en la aplicación conjunta con biomateriales. La quercetina acelera el proceso de contracción 

de la herida, incrementa el número de fibroblastos, mejora el depósito de colágeno y 

promueve la diferenciación de macrófagos del tipo M1 -proinflamatorio- al M2 -

antiinflamatorio- (Fu, et al., 2020). Este cambio de fenotipo está asociado a la regulación de 

vías de señalización incrementado Nrf2 y regulado NFκB (Wang y He 2022). El incremento 

de la expresión de M2 juega un papel importante en la resolución de la inflamación, 

actividad antifibrótica (inhibición de formación de cicatriz) y regeneración de tejidos 

(Monovarian et al., 2019). Además, cuando la quercetina es integrada a nanopartículas se 

ha observado que funciona como bacteriostático y promueve la regeneración 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 formación de cicatriz 

(Jangde et al., 2018). Por lo tanto, la presencia de los derivados de quercetina en A. 

stellulata podría promover la cicatrización y regeneración de heridas.  

El otro metabolito presente en el EMAS de A. stellulata fue el glucopiranósido del ácido 

rosmarínico. Hasta el momento no se han encontrado reportes de las actividades de dicho 

metabolito, pero si la aglicona es decir el ácido rosmarínico. La aplicación tópica de crema 

con ácido rosmarínico (10 %) redujo el tamaño de la herida y produjo menos cicatrización, 

pero el tiempo de cicatrización se prolongó y la epitelización fue menor (Küba et al., 2021). 

Además, la aplicación de ácido rosmarínico en nanopartículas y gel tiene actividades 
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antibacterianas, antioxidantes y cicatrizantes, incluso disminuye la formación de cicatrices 

y promueve la regeneración 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 ácido rosmarínico. Estos compuestos podrían mejorar 

la actividad de cicatrización de heridas. Sin embargo, es posible que otros metabolitos no 

identificados tengan también cualidades curativas y actúen de manera sinérgica, ya que los 

reportes indican que al hacer fracciones y subfracciones disminuye la actividad (Süntar et 

al., 2010; Özbilgin, et al., 2018). 

Es fundamental continuar con la investigación de los posibles mecanismos de acción de A. 

stellulata en la regeneración de heridas cutáneas, ya que es sabido que tanto la quercetina 

como el ácido rosmarínico actúan en diferentes vías de señalización relacionadas con la 

curación de heridas (Khan et al., 2019; Vasileva et al., 2021; Alvarez-Santos et al., 2023). 

Por lo cual un estudio a mayor profundidad permitiría en un futuro la formulación de un 

fitofármaco para el tratamiento de heridas.  

9. CONCLUSIONES 

• A. stellulata tiene compuestos fenólicos y terpenos en su composición química, pero 

no contiene alcaloides. 

• El rango 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 polar y de 32.06 ± 0.001 mg EAG/ g de extracto 

en la fracción hexánica.  

• El extracto crudo de A. stellulata cuenta derivados de quercetina y un 

glucopiranósido de ácido rosmarínico.  

• El aceite esencial de hojas y tallos tiene como compuestos mayoritarios óxido de 

cariofileno y α-bisabolol. 
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• El aceite esencial de inflorescencia tiene como compuestos mayoritarios 

germacreno D, cariofileno, α- bisabolol, α-cadinol y óxido de cariofileno. 

• A. stellulata y sus particiones tienen actividad bactericida y/o bacteriostática frente 

a S. aureus y S. epidermidis.  

• El aceite esencial de A. stellulata tiene actividad bactericida y bacteriostática en 

diferentes cepas de S. aureus. 

• El EMAS, PMeOH, PH2O 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 tópica en el dorso de 

ratones CD-1 et/et.  

• La aplicación del EMAS de A. stellulata integrado a la base Beeler mejoró el proceso 

de cicatrización/regeneración en heridas incisionales de ratón CD-1 et/et. 

• A. stellulata cuenta con metabolitos secundarios, que le dan diferentes actividades 

biológicas que en conjunto permiten la regeneración de tejidos en heridas incisiones 

en ratones CD1 et/et. 
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ANEXO I. Asterohyptis stellulata: phytochemistry and wound healing activity (artículo 
de requisito. 
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ANEXO II. Secondary metabolites in wound healing: a review of their mechanisms of 
action (Capítulo de libro) 
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ANEXO III. Natural Products in Wound Regeneration (Capítulo de libro) 
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