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Resumen

La familia Lamiaceae es una de las mas estudiadas y mejor conocidas en
aspectos fitoquimicos y etnofarmacoldgicos a nivel global. Asterohyptis es
considerado un género cercano a Hyptis; ambos grupos se encuentran dentro
de la familia Lamiaceae. En la comunidad de Tonatico, A. stellulata se usa
como agente cicatrizante en el tratamiento de heridas de animales de tiro. Hay
registro de plantas cercanas a esta especie con diferentes actividades
biolégicas comprobadas como: antibacteriana, antimitética, antifungica y
cicatrizante, entre otras. Dados los antecedentes de especies cercanas y el uso
etnobotanico de la especie mencionada, el objetivo del presente trabajo es
comprobar la actividad cicatrizante del extracto de los 6rganos vegetativos
aéreos de A. stellulata. Para confirmar dicha actividad, primero se realizo el
perfil fitoquimico preliminar del extracto metandlico mediante pruebas coloridas
para detectar los principales grupos de metabolitos secundarios; con ellas, se
encontraron fenoles, glucésidos, terpenos y esteroides. El extracto metandlico
no mostré actividad antimicrobiana en las nueve cepas evaluadas. La actividad
cicatrizante del extracto se evalué en ratones CD1, midiendo la velocidad de
cierre total de la herida y la fuerza de tension posterior a la cicatrizacién. El
extracto metandlico presentd una velocidad de cierre de herida de 1.78 £ 0.47
mm/dia, y se requirieron 886 + 141 g de fuerza; dichos resultados son similares
a los obtenidos con el Recoverén® (C+), por lo que se concluye que la
aplicacién topica del extracto crudo de A. stellulata si favorece el proceso de

cicatrizacion.



Introduccién

La familia Lamiaceae es de las mas estudiadas y mejor conocidas a nivel
global, en las areas de fitoquimica y etnofarmacologia, debido a que muchos
de los integrantes del grupo contienen gran cantidad de compuestos con
importante actividad bioldgica. Ademas, existe registro del uso de especies de
esta familia en medicina tradicional desde tiempos muy antiguos, que en

México se remontan a las culturas prehispanicas (Frezza et al., 2019).

La familia Lamiaceae se encuentra entre las mas diversas en México, con 236
geéneros, presenta un endemismo del 65.82%. Las plantas de esta familia se
distribuyen en zonas montafiosas, especialmente en climas templados, como lo
es a lo largo del eje Neovolcanico Transversal (Martinez-Gordillo et al., 2013;
Martinez-Gordillo et al., 2017).

A pesar de la importancia ecoldgica, econdmica y posibles usos de las
especies de la familia Lamiaceae, muchas plantas del grupo no cuentan con
estudios integrales. De hecho, se desconoce el estado de conservacion, asi
como la distribucion y demas informacion especializada de la mayoria de las
especies, lo cual las pone en riesgo. Ademas, este desconocimiento, no
propicia su conservacion y tentativo aprovechamiento. Por lo anterior, es
necesario realizar estudios profundos y diversificar los campos de investigacién
alrededor de la familia y las especies que la integran (Martinez-Gordillo et al.,
2017).

El género Asterohyptis fue separado de Hyptis en 1933 por Epling, por lo que
se consideran como clados cercanos. Ambos géneros forman parte de la
familia Lamiaceae y es posible encontrar especies de los dos grupos en
regiones secas y calidas del pais (Martinez-Gordillo et al., 2013), que

corresponden a los climas BSh y BSk (Garcia, 2004).



Dada la cercania cladistica de los géneros Hyptis y Asterohyptis y la poca
informacion referente a la fitoquimica de Asterohyptis, para efectos de esta

investigacion se buscaron también antecedentes de Hyptis.

El género Asterohyptis se distingue de Hyptis principalmente por diferencias
morfologicas del caliz; aunque también se puede diferenciar por las numerosas
flores pequefias, arregladas en grupos axilares, lobulos de la corola no

separados y anteras no explosivas (Turner, 2011).

Este género se conforma por cuatro especies: A. nayarana, A. seemannii, A.
mociniana y A. stellulata, todas ellas restringidas a México y Centroamérica.
Particularmente, la especie A. stellulata se distribuye en los estados de Nayarit,
Jalisco, Colima, Michoacan, Estado de México, Morelos, Veracruz, Puebla,
Guerrero y Oaxaca; asi como en algunas regiones de América Central (Turner,
2011).

A. stellulata es la especie tipoldgica del género Asterohyptis. Se trata de una
planta sufruticosa que puede encontrarse en forma de hierba o arbusto
perenne, de 1 a 4 m de alto, con hojas ovadas a lanceoladas de 2 a 3 veces

mas largas que anchas (Turner, 2011).

A. stellulata a nivel nacional se conoce como ‘chia’, ‘cordon de San Antonio’, o
‘Salvia cimarrona’ (CONABIO, s.f.). En Tonatico, Estado de México se le
conoce como ‘barrotero’; ahi se utiliza de forma topica como cicatrizante para

tratar heridas de animales de tiro (comunicacion oral).

La cicatrizacion es un proceso vital en todos los organismos, que restaura la
integridad de la piel. Este 6rgano es un medio de defensa de las condiciones
ambientales y una de las principales vias de comunicacion con el entorno. La
cicatrizacion es la respuesta fisioldgica natural a la herida de un tejido, que

necesita ser reparado, con el fin de recuperar la estructura y funcién normal.



Consiste en un complejo proceso de cuatro fases: hemostasia, inflamacion,
proliferacion y remodelacion. Estas etapas usualmente tienen lugar de forma
acoplada, por lo que su equilibrio es fundamental para la correcta reparacion

de la zona danada (Peng-Hui et al., 2018).

Las etapas de la cicatrizacién y las funciones bio-fisiologicas que cumplen
deben ocurrir en la secuencia adecuada, en el momento correcto y continuar
por un tiempo especifico a una intensidad 6ptima (Guo y DiPietro, 2010); la
conclusién de todas las etapas conduce al cierre de la herida (Jones et al.,
2004).

Las heridas cronicas y/o agudas que presentan una cicatrizacion deficiente,
generalmente tienen fallas en el progreso normal de las etapas del proceso de
reparacion. Estas heridas con frecuencia entran en procesos de inflamacion

patoldgica (Guo y DiPietro, 2010).

Los factores que afectan alguna o varias de las etapas de la cicatrizacion son
diversos y pueden dividirse en locales y sistémicos. Los factores locales son
aquellos que influyen directamente en las caracteristicas de la herida, tales
como oxigenacion e infecciones. Mientras que las causas sistémicas se deben
al estado de salud o enfermedad del individuo, que afectan su habilidad de
cicatrizar (Guo y DiPietro, 2010).

La infeccion de una herida puede definirse como la presencia de organismos
replicandose dentro de una herida con subsecuente dafio al hospedero. La
principal etapa de la cicatrizacién que se ve afectada a causa de infecciones es

el proceso inflamatorio (Jones et al., 2004).



Agyare et al. (2016) realizaron un articulo de revision en el que registraron la
actividad cicatrizante comprobada de plantas pertenecientes a 36 familias
botanicas, entre ellas Lamiaceae. De esta ultima, los géneros Occimum,

Hoslundia, Leucas, asi como Hyptis, se encuentran en el listado.

Picking y colaboradores en 2013 reportaron al género Hyptis como una notable
fuente de componentes bioactivos, entre ellos: lignanos, alcaloides,
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, polifenoles 'y
flavonoides, entre otros; con propiedades bioldgicas como antimicrobiana,

anticancerigena e insecticida.

Las plantas del género Hyptis han sido empleadas en la medicina tradicional de
al menos diez paises (siete Centroamericanos, incluido México). Resalta que
varias especies han sido —histéricamente— importantes plantas medicinales
en los tropicos; se han usado para tratar padecimientos, tanto internos,
(algunos asociados al sistema respiratorio, tracto gastrointestinal, sistema
ginecoldgico, sistema musculo-esquelético); como externos (en algunas

afecciones de la piel) (Picking et al., 2013).

De acuerdo con Picking et al. (2013), el ‘epazotillo’ (H. verticillata) es usado en
la medicina tradicional de Oaxaca para tratar problemas de la piel y
cicatrizacion de heridas. Ademas, se ha comprobado que los extractos y
compuestos de esta planta poseen actividad antimitética, antiproliferativa,
citotoxica, antioxidante, antiinflamatoria, antibacteriana, antifungica, antiviral,

anti-VIH, antisecretora, hepatoprotectora, insecticida y acaricida.

En Cuetzalan, Puebla, H. verticillata se usa para tratar enfermedades como
catarro, resfriado y secreciones acuosas. El tratamiento se hace aplicando un
pequefio tamal de las hojas calientes en el area afectada (Ocampo y Balick,
2009).



Chitra y colaboradores en 2009 evaluaron la actividad cicatrizante de H.
suaveolens (L) Poit., una importante planta medicinal usada en la India.
Evaluaron el porcentaje de cicatrizacion, tiempo de re-epitelizacién, fuerza de
tension, entre otros parametros, en ratas Wistar. Demostraron que un extracto
de hojas con éter de petroleo tuvo importante actividad cicatrizante, comparado

con un extracto acuoso y uno alcohélico de la misma planta.

Asimismo, Chitra et al. (2009) afirmaron que es necesario realizar estudios mas
profundos que nos permitan entender el mecanismo de la propiedad

cicatrizante de la planta que evaluaron.

A la fecha se cuenta con un registro que comprueba la actividad citotoxica de
un extracto acuoso de A. stellulata sobre un modelo de adenocarcinoma de

duodeno en hamster (Jacobo-Herrera et al., 2016).

En otro estudio, realizado por Pedersen (2000), se descarto la presencia de
algunos dihidroxi fenoles en el extracto etandlico de los 6rganos vegetativos
aéreos de la planta, mediante un analisis de espectrometria de resonancia de

espin de electrones.

Alvarez-Santos et al. en 2022 reportaron que el extracto metandlico de A.
stellulata presenté actividad cicatrizante en ratones macho jévenes (6-8
semanas) de la cepa CD-1 et/et. Dicha actividad cicatrizante se atribuy6 a la
presencia de compuestos derivados de quercetina y del acido rosmarinico
presentes en el extracto; los cuales promueven la cicatrizacién al reducir el
tiempo de cierre de herida, aumentando la sintesis de colageno vy

disminuyendo posibles infecciones.
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Justificacion

Es importante ampliar el conocimiento que se tiene de las plantas de la familia
Lamiaceae en el campo de la fitoquimica, debido a la gran cantidad de
compuestos con actividad bioldgica ya reportados en algunos géneros. Resulta
conveniente estudiar la posible actividad biolégica de algunas plantas y los
diversos compuestos involucrados; en este caso, la actividad cicatrizante en
heridas de animales de tiro que se atribuye a A. stellulata. A la vez, es de
interés investigar si dicha actividad se ve favorecida por el efecto
antimicrobiano del extracto; ya que se ha reportado esta actividad en otras
plantas de la familia y como se mencion6, las infecciones son factores que
afectan el proceso de cicatrizacion. Asi, sera posible proponer nuevas formas
de uso y aplicaciones de la planta; ademas de comenzar la conversacion
acerca de la conservacion de la especie. Por ello, este trabajo pretende dar

respuesta a las siguientes preguntas de investigacion:

¢, Cuales son los principales grupos de metabolitos que componen el extracto
metandlico de A. stellulata? itendra el extracto actividad cicatrizante en ratones
CD-1? y ¢ esta actividad se ve promovida por un efecto cicatrizante del mismo

extracto?

Hipotesis

A. stellulata ‘barrotero’ es utilizada como agente cicatrizante en heridas de
animales de tiro en algunas comunidades de Tonatico, Estado de México. La
actividad cicatrizante de especies de géneros cercanos a Asterohyptis, se ha
comprobado. Por lo tanto, se espera que el extracto crudo obtenido de los
organos vegetativos aéreos de A. stellulata muestre dicha actividad en la cepa

CD1 del modelo murino.
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Objetivos
Objetivo principal

Comprobar la actividad cicatrizante del extracto crudo de los &rganos

vegetativos aéreos (tallos y hojas) de A. stellulata en ratones de la cepa CD1.
Objetivos particulares

Obtener el extracto de A. stellulata empleando las técnicas de maceracion y

destilacion a presion reducida.

Caracterizar preliminarmente el contenido fitoquimico del extracto obtenido

mediante pruebas coloridas.
Determinar la actividad antimicrobiana del extracto crudo de A. stellulata.

Determinar la actividad cicatrizante del extracto crudo de A. stellulata en la
cepa CD1 del modelo murino mediante los métodos de cierre total de la herida

y tensiomeétrico.

Material y métodos

1. Obtencion del material vegetal y el extracto

Los drganos vegetativos aéreos de ejemplares de A. stellulata fueron
recolectados en la comunidad de “San José de los Amates” en Tonatico,

Estado de México; durante el mes de septiembre del 2019.

El material recolectado fue posteriormente identificado en el herbario IZTA de la
FES-Iztacala de la UNAM; un ejemplar de A. stellulata se integro a la coleccion

del herbario con el numero de registro: 3303-IZTA.

La extraccion de los componentes presentes en las hojas y tallos de A.

stellulata se realizd con el método de maceracion con solventes. Se pesaron
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582.2 g del material vegetal seco, este se triturd y dejé reposar con metanol en

ciclos de 24 horas en matraces de 4L.

El solvente del material macerado fue filtrado y se destilé a presion reducida
para la obtencion del extracto crudo. El rendimiento del extracto obtenido se
calculé considerando la diferencia del peso del material seco (donde 582.2 g
representan el 100%) en relacién con los sélidos totales obtenidos luego de la

destilacion.

2. Analisis cualitativo del extracto crudo

En el analisis cualitativo del extracto metandlico de A. stellulata se emplearon
métodos estandar de deteccion de fenoles, alcaloides, glucésidos, saponinas,
terpenos, cumarinas y esteroles (Asghari et al., 2017; Geethika y Sunoj, 2017).
Dicha caracterizacién preliminar de metabolitos secundarios se realizé con una

dilucién del extracto crudo en metanol (1 mg/mL).

Fenoles: Este tipo de compuestos generan un precipitado oscuro en presencia
de cloruro férrico (FeCl;). Debido a que el ion cloruro reacciona con el grupo
hidroxilo de los compuestos fendlicos generales; logrando que se rompa el
enlace y formando a su vez un complejo de color intenso con el Fe (lll) del

reactivo (Coy-Barrera et al., 2014).

Para esta prueba se agregaron de 2 a 3 gotas del reactivo FeCl; a 400 uL de la
dilucion del extracto. El cambio de coloracién del extracto a verde o azul fue

considerado positivo.

Alcaloides: a 1 mL de la dilucion del extracto crudo se agregaron gotas de
reactivo de Dragendorff y reactivo de Mayer en tubos separados; la apariciéon
de precipitado naranja/rojo y amarillo/blanco, respectivamente, indica la

presencia de alcaloides (Kancherla et al., 2019).
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El mecanismo de accion del reactivo de Dragendorff es poco conocido; la
manera en que se da la reaccién colorida provocada por este reactivo puede
ser la siguiente: La mayoria de los alcaloides tienen un grupo amino; dicho
grupo puede reaccionar de forma parecida al amoniaco (NH;) e interactuar
como una base que, al reaccionar con un acido, puede formar sal de amonio
(Raal et al., 2020).

Una reaccion de intercambio de iones toma lugar entre la sal de amonio
formada y el tetrayodo bismutato de potasio presente en el reactivo de

Dragendorff, generando un complejo salino insoluble (Raal et al., 2020).

En el reactivo de Mayer, el yoduro de potasio reacciona con el cloruro
mercurico, formando un precipitado rojo de yoduro mercurico: [HgCl,+2I'—2
CI'+Hgl,] soluble en exceso de iones de yoduro con formacién de un anidn
complejo incoloro: [Hgl,+I'—Hgl,*]. La solucién alcalina de este complejo sirve
para descubrir indicios de amoniaco. En esta reaccion se forma un compuesto
de color pardo, el oxiyoduro mercuriamoniaco, que es soluble en exceso de

complejo [Hgl,*], generando intenso color amarillo (Coy-Barrera et al., 2014).

Glicésidos: La deteccion preliminar de carbohidratos en una muestra suele
realizarse con la prueba de Molisch, cuyo reactivo consiste en una mezcla de
a-Naftol al 5% y acido sulfurico concentrado (H,SO,). Esta prueba esta basada
en la deshidratacion de los carbohidratos de una muestra por la accién del
H,SO,, convirtiéendose en aldehidos que al interactuar con el a-naftol del
reactivo generan un producto condensado de color purpura (Rathod et al.,
2022).

Para comprobar la presencia de glicosidos, se agregaron 2-3 gotas de reactivo
de Molisch, a la dilucién del extracto de A. stellulata. La aparicion de un anillo

purpura en la dilucion del extracto es resultado positivo para esta prueba.
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Saponinas: la busqueda de saponinas se realiz6 agitando vigorosamente la
dilucion del extracto crudo, luego de agregar de 1 a 2 mL de agua
aproximadamente. Esperando la permanencia de la espuma formada después
de dejar reposar el extracto por 5 minutos como resultado positivo (Kancherla
et al., 2019).

Terpenos: con la dilucion del extracto de la planta, se desarrolld una
cromatografia en placa fina de gel de silice como fase estacionaria y una
mezcla de hexano-acetato de etilo en concentracion 8:2 como fase movil. Al
término de la cromatografia, se revelaron con vainillina y acido sulfurico
concentrado para comprobar la presencia de monoterpenos. Posteriormente,
las placas obtenidas se calentaron en una parrilla a 110°C durante 5-10 min;
observar bandas rosas o moradas en la placa revelada indicaria positivo a la

presencia del grupo mencionado (Wagner y Ulrich-Merzenich, 2009).

Cumarinas: la prueba de deteccion de cumarinas se llevd a cabo en una
cromatografia en capa fina con las mismas condiciones que la realizada en la
prueba para terpenos. Esta vez, la placa seca se asperjé con hidréxido de
potasio (KOH) al 5 % diluido en etanol. Posteriormente fue revelada con luz UV
(365 nm) para comprobar la presencia de cumarinas, que se manifiestan como

franjas azules en la placa (Wagner y Ulrich-Merzenich, 2009).

Esteroides: La reaccion de Liebermann-Burchard fue realizada para la
deteccion de esteroides. La reaccion se desarrollo diluyendo 0.1g del extracto
en 2 mL de cloroformo, a continuacién, se agregdé 1 mL de anhidrido acético y
1mL de acido sulfurico concentrado; esta reaccion forma acido sulfénico,

derivado del colesterol disuelto en el acido acético (Nath et al., 1946).

En el ensayo de Liebermann-Burchard el cambio en la coloracion a verde/azul

es considerado como resultado positivo (Chaudhary et al., 2010).
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3. Actividad antimicrobiana por el método de difusién en agar.

Para determinar si el extracto de una planta presenta actividad antimicrobiana
suele recurrirse al método de difusion en agar (Kirby-Bauer), ya que es una
técnica estandarizada para evaluar el crecimiento de patégenos y su
resistencia a diferentes agentes. La reproducibilidad de este método depende
de la fase de crecimiento del organismo, por lo que se utilizan subcultivos de la

cepa a evaluar (Sandle, 2016).

Se realizdé la prueba de Kirby-Bauer en 5 cepas de Staphylococcus aureus
(23MR, ATCC2921, cc, CUSI y FES-C), 2 cepas de S. epidermidis (ATCC
12228 y FES-C) y en 3 hongos levaduriformes del género Candida (C. albicans
17MR, C. glabratay C. tropicalis); todas las cepas obtenidas del Laboratorio de
Bioactividad de Productos Naturales de la Unidad de Biologia y Prototipos de la
FES Iztacala.

Las cepas de Staphylococcus fueron inoculadas e incubadas en cajas Petri con
agar Muller-Hinton, mientras que los hongos del género Candida fueron

incubados en agar PDA.

En cada caja se colocaron 3 sensidiscos impregnados con 20 uL del extracto
crudo (2 mg). Sensidiscos impregnados de metanol fungieron como control
negativo (C-) y se utilizaron discos distintos impregnados con cloranfenicol

(antibiético de amplio espectro) como control positivo (C+) (0.5 g/100 mL).

4. Actividad cicatrizante mediante prueba tensiométrica y cierre total

de la herida

Ratones macho de la cepa CD-1 de 6 a 8 meses de edad, procedentes del
BIOTERIO de la FES-Iztacala, se dividieron al azar en 3 grupos (5 n): control
positivo (Recoverén®, C+), control negativo (Vaselina, C-) y experimental

(extracto crudo al 5% con vaselina como vehiculo).
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Todos los ratones sujetos a la prueba fueron depilados dorsalmente con crema
Nair® piel sensible y se dejaron descansar un dia para el posterior

procedimiento.

Los ratones fueron anestesiados individualmente con 100 pyL de isofluorano
(99.9%); durante su adormecimiento se les realiz6é una herida (incisién) de 1.5
cm de longitud en el dorso. Pasadas 24 horas (dia 1), los tratamientos fueron
aplicados de forma tépica con una espatula y hasta cubrir la herida; C+

(Recoverén®), C- (vaselina) y experimental (extracto al 5%).

La longitud de la herida en el dorso de los ratones fue medida y registrada,
desde el dia en que se realiz6 la incision (dia 0) y hasta el momento en que se
practicd su eutanasia (dia 14). Las mediciones se hicieron con ayuda de un
vernier electronico calibrado en milimetros. Con los datos obtenidos se calcul6
la velocidad de cierre de la herida para cada tratamiento aplicado. Los datos de

esta prueba fueron analizados mediante un ANOVA de medidas repetidas.

La eutanasia de los ratones se hizo con una camara de CO,, para realizar
posteriormente la evaluacién tensiométrica. Dicha prueba consiste en medir la
resistencia que la piel cicatrizada ofrece a cierta fuerza de tension aplicada
antes de romperse. Ello se hizo con ayuda de un dinamdmetro calibrado en
1000 g (Alvarez, 2019). Los datos de esta prueba fueron analizados mediante
un ANOVA.

Todos los procedimientos con los animales se realizaron de acuerdo con la
norma NOMO062-Z00-1999 y fueron aprobados por el Comité de Bioética de la
FES-Iztacala (CE/FESI/092017/1200, 9, 27, 2017).

17



Resultados
1. Obtencion del extracto

El extracto crudo que se obtuvo de las hojas y tallos de A. stellulata a partir del
método de maceracion con metanol tuvo un rendimiento de 107.99 g. Lo que

represento el 18.55% del material seco vegetal empleado (582.2 g).

2. Deteccion cualitativa de metabolitos secundarios

En la Tabla 1 se muestra un resumen de los resultados de las pruebas
coloridas y ensayos estandar para detectar metabolitos secundarios, realizados

al extracto metandlico de hojas y tallos de A. stellulata.

Las pruebas de deteccion de ocho grupos de metabolitos secundarios
indicaron que el extracto resultdé positivo para cuatro de ellos: fenoles,

glucésidos, terpenos y esteroides.

La reaccion con cloruro férrico (FeCls) resulto positiva para fenoles.

El extracto no reaccion6 con los reactivos de Dragendorff y de Mayer, por lo

que se consider6 que no contiene alcaloides.

La prueba de glucésidos se realizd con alfa-naftol y acido sulfurico
concentrado; al agregar acido sulfurico al extracto se formd un anillo purpura

en el tubo de ensayo, lo cual indicé resultado positivo para este analisis.

Después de agitar la mezcla del extracto diluido-agua la espuma formada no
permanecié mas de un par de segundos, por lo cual se considera negativo para

saponinas.
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El revelado de la placa cromatografica con vainillina y acido sulfurico presento

varias bandas de color rosa/lila en la placa; resultado positivo para terpenos.

Mas tarde, la placa cromatografica usada para la deteccion de cumarinas,
luego de ser revelada no mostré ninguna banda al ser expuesta a luz UV, lo

cual se consideré como resultado negativo para esta familia de moléculas.

La reaccion Liebermann-Burchard resulté en un cambio de coloracion de
amarillo a verde en el extracto evaluado, resultado positivo para la presencia

de esteroides.

Tabla 1. Perfil fitoquimico cualitativo del extracto metandlico de hojas y tallos de A.
stellulata.

Metabolito Reacci
secundario on
Fenoles +
Alcaloides -
Glucosidos +
Terpenos +
Saponinas -
Cumarinas -
Esteroides +

(+) Reaccioén positiva; (-) Reaccion negativa.

3. Actividad antimicrobiana

De las 9 cepas microbianas que se utilizaron en el ensayo de Kirby-Bauer,
ninguna mostré ser inhibida por el tratamiento con extracto crudo de A.
stellulata; el control positivo mostré diversos tamafios del halo de inhibicién (de
12 mm a 22.5 mm), mientras que el control negativo también resultd sin
actividad sobre las cepas. En la Tabla 2 se muestra el resumen de la prueba de

actividad antimicrobiana del extracto metandlico de hojas-tallo de A. stellulata.
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Tabla 2. Actividad antimicrobiana de A. stellulata por el método de difusién en agar.

Extracto Cloranfenicol Metano
metanolico (C+) 1(C-)
Microorganismo Cepa
Halos de inhibicién (mm) + Desviacion estandar
S. aureus 23 MR SA 20.5+0.5 SA
ATCC SA 120 SA
29213
cc SA 1310 SA
cusi SA 225+0.5 SA
FES-C SA 17.5+0.5 SA
S. epidermidis FES-C SA 20.5+0.5 SA
C. albicans 17MR SA SA SA
C. glabrata SA SA SA
C. tropicalis SA SA SA

Promedio de dos experimentos independientes con tres repeticiones cada uno * desviacion

estandar. (SA) Sin actividad.

4. Actividad cicatrizante por cierre total de la herida

La herida inicial en los ratones (dia 0) fue una incision dorsal de 15.39 £ 0.67

mm de longitud. Dicha herida se midié durante los 14 dias subsecuentes, en

los que se aplicaron los tres tratamientos, con el fin de obtener la velocidad y

tiempo de cierre de las heridas (mm/dia). Estos resultados se muestran en la

Figura 1.

La velocidad de cierre de herida del grupo de ratones a los que se aplicé el

Recoveréon® (C+) fue de 1.06 + 0.81 mm/dia, la velocidad de cierre de herida

obtenida de los ratones tratados con vaselina (C-) fue de 0.96 + 0.76 mm/dia y

para el grupo que fue tratado con el extracto metandlico de A. stellulata se

registré una velocidad de cierre de herida de 1.78 £ 0.47 mm/dia.
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El control negativo (vaselina) no mostré efecto sobre la velocidad de
cicatrizacion de la herida; mientras que el tratamiento con extracto metandlico
de A. stellulata tuvo una velocidad de cierre de herida similar a la registrada en

el control positivo (Recoveron®).

Existen diferencias significativas (p<0.05) entre los tratamientos, ya que se
observa que la velocidad de cierre de herida registrada en los ratones tratados
con el extracto metandlico y con Recoveron® (C+) es muy similar y a su vez
estas son superiores a la velocidad de cierre de herida para los ratones

tratados solo con vaselina (C-) (Figura 1).

Es importante mencionar que las heridas de los ratones en los grupos tratados
con Recoveron® y con el extracto metandlico de A. stellulata, tuvieron una
mejor apariencia desde los primeros dias (Figura 2) y cicatrizaron por completo
para el dia 13, en tanto que los ratones tratados solo con vaselina no

completaron la cicatrizacidon para el término del experimento al dia 14 (Figura

1),
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Figura 1. Evaluacion de la actividad cicatrizante por velocidad de cierre de la herida
(VCH), obtenida mediante la longitud de la herida expresada en mm por 15 dias de
tratamiento (n=5).
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Figura 2. Apariencia de las incisiones dorsales, comparando los tres tratamientos,
durante los primeros 9 dias del ensayo.

5. Actividad cicatrizante por prueba del tensiémetro

La evaluacion de la actividad cicatrizante por el método tensiométrico, que
considera la fuerza necesaria para reabrir la herida, produjo los siguientes
resultados: en los ratones tratados con Recoveron® (C+) se requirié una fuerza
promedio de 804 + 210 g para reabrir las heridas, las incisiones del grupo al
que se aplicod vaselina (C-) requirieron 690 + 193 g y fueron necesarios 886 +
141 g para el grupo tratado con el extracto metanolico de A. stellulata.

Aunque no existen diferencias significativas entre los diferentes tratamientos
(Figura 3), puede observarse una tendencia al aumento en la fuerza necesaria
para reabrir las heridas de los ratones a los que se les aplicd el extracto
metandlico de A. stellulata, con respecto a los otros dos grupos.

Ademas, durante el ensayo se observé que dos de los individuos del grupo
tratado con extracto crudo, requirieron mas tiempo para reabrir sus heridas en
contraste con los otros tres individuos del grupo experimental. Ello sugiere que
usar un dinamometro con una calibracién mayor a 1000 g hubiese ayudado a

obtener un resultado mas preciso.
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Figura 3. Evaluacion de la actividad cicatrizante por el método tensiométrico, medido en
gramos. Se muestra el promedio de cinco repeticiones * error estandar.

Discusion

El perfil fitoquimico de A. stellulata obtenido coincide con el realizado por
Alvarez-Santos (2022) quien registré fenoles, terpenos, glicésidos y esteroides
en un extracto metandlico de la misma especie. También se encuentra

coincidencia con el contenido reportado por Alvarez-Cruz (2022).

Los fenoles en el extracto metandlico de A. stellulata en este estudio no
coinciden con lo encontrado por Pedersen (2000) que descarta la presencia de
diversos dihidroxi-fenoles en el extracto etandlico y hexanico de la especie

basado en un analisis de espectroscopia de resonancia del giro electronico.

La diferencia del contenido fitoquimico de A. stellulata entre este estudio y el de
Pedersen (2000) puede tener diferentes causas, una de ellas es que
particularmente los ejemplares que se usaron en el analisis de Pedersen, no
contenian estos compuestos. Ademas, este autor buscaba dihidroxi-fenoles, un
tipo muy especifico de fenoles, mientras que en este estudio la busqueda fue
mas general debido a que la prueba detecta compuestos fendlicos donde los

grupos hidroxilo ‘quelan’ el cloruro férrico y forman el precipitado.
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Hyptis, el género mas cercano a Asterohyptis, cuenta con diversos estudios en
fitoquimica por lo que es posible usarlos como referentes para este analisis.
Por ejemplo, en los organos vegetativos aéreos de H. verticillata se han
encontrado 37 compuestos distintos, que corresponden a diferentes grupos de
metabolitos secundarios como: monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos,
triterpenos, lignanos, alcaloides ((R)-5-hidroxipirrolidina-2-ona), polifenoles
(acido rosmarinico) y flavonoides (Picking et al., 2013). El extracto metandlico
estudiado en este proyecto, coincide con la presencia de terpenos y fenoles del

estudio mencionado; sin embargo, no hubo reaccién positiva para alcaloides.

En 2013 Dian-Hong et al., analizaron el contenido fitoquimico del aceite
esencial de los érganos vegetativos aéreos de tres especies de Hyptis: H.
suaveolens, H. rhomboidea e H. brevipes. ldentificaron 62 compuestos
diferentes en total, los elementos principales son monoterpenos,
sesquiterpenos y fenoles en las tres especies. Los compuestos mencionados
coinciden con la presencia de terpenos y fenoles en el extracto metandlico del
presente trabajo; sin embargo, en el estudio citado se presentaron diferencias

en la proporcion de familias de metabolitos secundarios segun la especie.

La actividad antioxidante del aceite esencial de las tres especies de Hyptis (H.
suaveolens, H. rhomboidea e H. brevipes), asi como el efecto antimicrobiano
sobre 4 cepas bacterianas y 4 fungicas fueron comprobadas. Siendo el extracto
de H. brevipes el que mostro el efecto mas fuerte sobre bacterias
Gram-positivas, Gram-negativas y hongos, probablemente por su alto

contenido en compuestos fendlicos (Dian-Hong et al., 2013).

El aceite esencial de H. suaveolens presentd la mayor cantidad de
sesquiterpenos. La especie H. rhomboidea se compone en su mayoria de
sesquiterpenos y terpenos oxigenados, mientras que el aceite esencial de H.
brevipes tiene el mayor contenido de compuestos aromaticos (Dian-Hong et al.,
2013).
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El contenido de terpenos y fenoles en las especies mencionadas coincide con
A. stellulata. Alvarez-Santos et al. (2022) reportaron actividad antioxidante
moderada de un extracto de la misma planta, atribuyéndose a los grupos de
metabolitos mencionados. Aun cuando se ha reportado la composicion
fitoquimica de aceites esenciales en plantas del género Hyptis, todavia es poca

la informacién que se tiene acerca de las fracciones extraidas de A. stellulata.

Es importante mencionar que el resultado del perfil obtenido es apenas un
acercamiento al estudio fitoquimico de A. stellulata. Geethika y Sunoj (2017)
recomiendan realizar investigaciones, en las que la extraccion de metabolitos
secundarios se haga con diversos solventes. Ademas de separar y caracterizar
sus componentes quimicos para conocer de manera mas comprehensiva los
productos naturales que ofrecen las especies; ya que la presencia o ausencia
de ciertos fitoquimicos esta determinada por la polaridad del solvente usado

para la extraccion y la separacion cromatografica.

Las infecciones son una de las causas principales del retraso en la
cicatrizacion, principalmente en heridas crénicas (Moeini et al., 2020), por lo
que el control de las infecciones se vuelve fundamental al tratar una herida y
promover su cicatrizacion. Prevenir y tratar infecciones en heridas de manera
tépica resulta conveniente por las siguientes razones: (1) hay una alta
concentracion del agente activo en la zona que se requiere, (2) producen pocos
efectos secundarios a nivel sistémico y (3) genera menor incidencia de

resistencia bacteriana (Punjataewakupt et al., 2019).

La actividad antimicrobiana del extracto metandlico (hojas y tallo) de A.
stellulata no se mostré en las cepas de S. aureus y S. epidermidis evaluadas.
Esto es similar al estudio realizado por Rios et al. (2015), al trabajar con el
aceite esencial (hojas y flores) de H. suaveolens sobre cepas de S. aureus,
puesto que no encontraron actividad antibacteriana, incluso a una mayor

concentracion en los sensidiscos del aceite esencial que estaban evaluando.
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Comfort y Johnson (2017) usaron una concentracion de 35 mg/mL de
diferentes particiones del extracto metandlico (hojas) de H. suaveolens y
reportaron que no tiene actividad inhibitoria en S. aureus. Sin embargo, en
ambos estudios (el de Rios et al., 2015 y el de Comfort y Johnson 2017) el
aceite esencial de H. suaveolens si muestra actividad inhibitoria sobre otras
bacterias Gram-negativas. Quizas valga la pena explorar la actividad

antimicrobiana del extracto de A. stellulata, sobre cepas Gram-negativas.

Los resultados de actividad antimicrobiana contrastan con los de Alvarez-Cruz
(2022) quien reporta que el extracto metandlico de inflorescencias de A.
stellulata, cuyo contenido fitoquimico es de fenoles y alcaloides, si tuvo efecto
antibacteriano sobre S. aureus cc, una de las cepas evaluadas en este trabajo.
Asi mismo el extracto metandlico de la parte aérea (hojas y tallos) de la misma
especie, que presentd fenoles, cumarinas, flavonoides y glicésidos, tuvo
actividad sobre S. aureus ATCC 29213, y S. aureus FES-C La diferencia
encontrada en este estudio puede deberse a los drganos de la planta de los

que se hizo la extraccion.

Las concentraciones minimas inhibitorias a las que los extractos evaluados por
Alvarez-Cruz (2022) presentaron actividad antimicrobiana fueron de 1.5 mg/mL
del extracto de inflorescencias de A. stellulata y de +3 mg/mL del extracto de
partes aéreas sobre las cepas cc y FES-C de S. aureus, respectivamente;
mientras que en este proyecto se usé una concentracion de 2 mg/mL en cada

disco.

Pedersen (2000) propone que la variacion de un compuesto en particular en
algunos lugares sigue un patron impredecible y ello tiene tres posibles
explicaciones: (1) hay variacioén estacional o en las condiciones de crecimiento
de un espécimen a otro, (2) hay cambios en el contenido quimico relacionados
con el manejo del material vegetal previo al almacenamiento y por ultimo (3)

hay compuestos que se deterioran debido a un largo periodo de almacenaje.
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La actividad antimicrobiana de extractos de especies de la familia Lamiaceae
suele atribuirse a la presencia de fenoles y terpenos. Sin embargo, la
concentracion de este grupo de metabolitos tiene un amplio rango de variacién
entre géneros dentro de la misma familia (Chia-Jung et al., 2011). Aunque en
este estudio se detectaron compuestos fendlicos, es probable que no se
encuentren a una concentracion suficiente para evidenciar actividad sobre las

cepas de bacterias Gram positivas.

Las infecciones en la piel y en superficies mucosas son una de las principales
afecciones clinicas atribuidas al género Candida de hongos levaduriformes;
siendo C. albicans la especie con mayor distribucién mundial (Potente, 2020).
Es por lo que en el campo de la fitoquimica se hacen esfuerzos por encontrar
productos naturales cuya actividad biolégica permita usarlos en tratamientos
antifungicos. En el presente estudio, el extracto metandlico de A. stellulata no
mostré actividad inhibitoria en el desarrollo de las cepas de Candida sobre las

que se evaluo.

El modelo de incision en tejidos se usa para evaluar actividad cicatrizante in
vivo, ya que con este ensayo puede determinarse el grado de re-epitelizacion
que se asocia a la velocidad del cierre de la herida, fuerza tensil o de
rompimiento de herida, colagenizacion y neovascularizacién (Agyare et al.,
2016). Los primeros dos parametros mencionados fueron los determinados en

el presente trabajo.

La velocidad de cierre de herida obtenida del extracto metandlico de A.
stellulata es menor a la reportada por Alvarez-Santos et al. (2022) quien evalud
la misma actividad en ratones CD-1, pero de la cepa sin pelo et/et. Menciona
que el 50% de las heridas habian cicatrizado al dia 9 del experimento, mientras
que en el presente estudio la mayoria de las heridas que se trataron con el

extracto metandlico cicatrizaron por completo para el dia 13.
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La cepa CD-1 et/et es una mutante de ratones desnudos (Basurto-Alcantara et
al., 2000). Una posible explicacion a las diferencias del tiempo de cicatrizacion
de este estudio con respecto al obtenido por Alvarez-Santos et al. (2022)

puede ser la condicién de la piel de los sujetos de estudio, asi como su edad.

El tiempo en el que cerraron por completo las heridas de los grupos tratados
con Recoveron® (C+) y con extracto metandlico de A. stellulata coinciden con
el proceso normal de cicatrizacion. Comparandolos con el control negativo,
puede notarse que los tratamientos promueven la cicatrizacién, pues la fase
proliferativa suele ocurrir de 1 a 3 semanas después de la herida (Strodtbeck,
2001).

El cierre de la herida esta relacionado con la etapa proliferativa del proceso
normal de cicatrizacion, ya que esta fase puede comenzar dentro de las
primeras 48 horas luego de la lesién y se extiende hasta el dia 14. En esta
etapa se dan la angiogénesis, fibroplasia y reepitelizacién (Gonzalez et al.,
2016). Puesto que los tiempos de cierre de herida en los grupos tratados con
Recoverén (C+) y el extracto metandlico de A. stellulata son muy similares, es

posible que el extracto promueva alguno de los procesos mencionados.

En la tercera etapa de la cicatrizacion, la proliferativa, comienza a desarrollarse
la fuerza de la cicatriz; el proceso puede verse facilitado por un ambiente calido
y humedo (Strodtbeck, 2001); condiciones aportadas por los tratamientos

aplicados en este estudio.

Pastar et al. (2014) dicen que la capacidad regenerativa de la piel se debe a las
poblaciones circundantes de células madre de la epidermis; estas células
tienen tres nichos conocidos hasta ahora: bultos en los foliculos pilosos, la

base de las glandulas sebaceas y la capa basal de la epidermis interfolicular.
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Los fenoles detectados en el extracto metandlico de A. stellulata nos
proporcionan una posible explicacion a la actividad cicatrizante exhibida en el
presente analisis, debido a la naturaleza antioxidante de este grupo de
metabolitos. Agyare et al. (2016) mencionan que una mayor cantidad de

antioxidantes facilitan el depdsito de colageno en las heridas.

Es decir que se estaria promoviendo el desarrollo de la fase de remodelacion,
pues es en esta etapa en la que se realiza el depdsito de colageno (Broughton
Il et al.,, 2006). Es necesario realizar pruebas de actividad antioxidante del
extracto, asi como observaciones histologicas para confirmar o descartar esta

idea.

En la prueba tensiométrica realizada, la fuerza de tensién necesaria para
reabrir la herida registrada en este estudio resultd muy superior a la que
reportan Chitra et al. (2009) tanto en el extracto metandlico y el extracto de éter
de petréleo de H. suaveolens, asi como en los controles puestos a prueba

(DMF vy Estreptomicina).

La fuerza de tensidén que se requirié para abrir la herida de los ratones tratados
con extracto de A. stellulata mostré ser mayor en contraste con los tratamientos
C+ y C-; lo que sugiere que el extracto podria promover también una buena
fase de remodelaje, ya que es en esta etapa en la que la matriz extracelular
formada principalmente por fibrina y fibronectina es reemplazada por una

matriz mas densa de fibras de colageno (Broughton Il et al., 2006).

29



Conclusiones

El rendimiento del extracto metandlico de los érganos vegetativos aéreos de A.
stellulata fue del 18.56 %.

Se comprobd la presencia de fenoles, glicésidos, terpenos y esteroles en dicho
extracto y coincide con el contenido fitoquimico de al menos cuatro especies

del género mas cercano y con el de dos antecedentes de la misma especie.

El extracto no mostré actividad antimicrobiana sobre ninguna de las cepas en

las que se probd, de acuerdo con el ensayo de difusion en disco.

La velocidad del cierre de la herida aplicando el extracto crudo de A. stellulata
fue muy similar a la obtenida con el control positivo, por o que el extracto si

tiene actividad cicatrizante.

A pesar de no haber diferencias significativas en la evaluacion tensiométrica,
se observo una tendencia al aumento de la fuerza de tensidn de las heridas de

los ratones tratados con el extracto metandlico de hojas-tallo de A. stellulata.
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