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3. Resumen

A especies del género Plantag,0 entre ellas Plantago major, se le han atribuido propiedades
medicinales debido a la diversidad de compuestos presentes en sus células. Estd comprobado que
metabolitos aislados o bien, extractos crudos de esta especie, pueden ayudar a la regeneracion de
heridas de piel, estimular la proliferacion celular, disminuir la inflamacion y que tienen actividad
antibacterial. Por lo anterior, en el presente proyecto se busco optimizar el establecimiento de cultivos
celulares de llantén, para elaborar, analizar y comparar la capacidad regenerativa de diferentes
extractos de esta planta en un modelo in vitro e in vivo. Para ello, se evaluaron ocho tratamientos para
la induccion de la desdiferenciacion celular a partir de hojas in vitro, y asi comprobar el potencial de
los cultivos celulares en procesos de cicatrizacion. EI medio de cultivo seleccionado se denomind
como M27.7 50S (Sales y vitaminas M&S 50%, 2,5 mg/l de TDZ, sacaros 3% m/v, pH 7). Se probaron
diferentes concentraciones de diferentes muestras de extractos de P. major: plantas tomadas de
campo, plantas cultivadas in vitro y ademas callo friable para evaluar cual era el efecto sobre la
migracion celular in vitro. Posteriormente, luego de seleccionar el tratamiento mas eficiente in vitro,
se elabord una crema a base de esta planta para analizar el efecto durante las diferentes fases de
regeneracion en un modelo murino. En el caso de los resultados del modelo de regeneracion in vivo
parece ser que el extracto de llantén ejerce una accidn antiinflamatoria lo que favorece el incremento
en la tasa de regeneracion. De esta manera se concluye que la especie P. major podria tener un efecto
positivo en la fase aguda del proceso de regeneracion tisular en piel.

4. Palabras clave: callo friable, cultivo celular, formulacion, histologia, regeneracion de piel.



5. Introduccién

En numerosos estudios se ha planteado el gran potencial en el aprovechamiento de las propiedades
que ofrecen las plantas medicinales, partiendo de la base del estudio de los metabolitos secundarios
presentes en las mismas, para prevenir enfermedades o bien tratar diferentes condiciones de salud.

La especie vegetal Plantago major, perteneciente a la familia Plantaginaceae, es una planta herbacea,
con una altura aproximada de 15 cm, con hojas en forma de roseta ovaladas hasta elipticas; presenta
inflorescencias tipo espigas en colores del café al verde que dan origen a gran cantidad de semillas
diminutas, alrededor de 20 mil por planta, contenidas en cépsulas (Samuelsen, 2000). En la semilla
se ha determinado la presencia de diferentes metabolitos secundarios como triterpenos, iridoides,
aceites fijos, alcaloides monoterpénicos y carbohidratos. En el follaje de la planta, se encuentran
alcaloides como la plantagonina, flavonoides como luteolinas, hispidulinas, baicaleina, plantaginina
y homoplantaginina, algunos de los cuales tienen propiedades antioxidantes; los glicdsidos iridoides
como la aucubina, se consideran responsables tanto de la capacidad antiinflamatoria como de la
accion antiespasmolitica (Blanco et al, 2008, Garro y Alvarenga, 2009).

En la medicina tradicional, las hojas de la planta Plantago major han sido utilizadas como tratamiento
de lesiones en la piel en diferentes paises (Zubair et al, 2016). Adicionalmente, se ha utilizado como
tratamiento del cancer, la diabetes, infecciones urinarias, infecciones virales, entre otras. Lo anterior
porque se le ha evidenciado actividad antitumoral, antiinflamatoria, antifingica, antibacteriana,
analgésica, antiespasmaodica, antiviral y hepatoprotector (Harput et al, 2012).

El cancer gastrico es la segunda causa principal de muerte por cancer en todo el mundo (738 000
muertes, 9,7% del total), y a su vez el cuarto cancer mas comun en el mundo, detras de los canceres
de pulmén, mama y colorrectal. Cerca del 70% de los casos (714 000 casos) ocurren en paises en
desarrollo (467 000 en hombres, 247 000 en mujeres). Las estimaciones sittan las tasas de mortalidad
mas altas en Asia Oriental; altas tasas de mortalidad también estan presentes en ambos sexos en
América Central (Ferlay et al, 2010). Se ha visto que el factor de riesgo mas importante para el cancer
gastrico es la presencia de H. pylori ya que se asocia a inflamacion gastrica crénica inducida por la
bacteria (Brawner et al, 2014). De hecho, los estudios epidemiol6gicos han determinado que
aproximadamente el 75% del riesgo total para el cancer gastrico es atribuible a la infeccién por H.
pylori (Cao y Yu, 2015). Interesantemente, extractos metanélicos de P major, han sido estudiados
por sus efectos contra bacterias patdgenas (Abd et al, 2012). Entonces, tomando en cuenta que Costa
Rica ocupa el noveno lugar en la incidencia de cancer gastrico per capita, se considera de alta
importancia explotar la actividad citoprotectora de la mucosa gastrica atribuida a diferentes
compuestos como flavonoides, terpenoides y alcaloides, presente dentro de extractos de P. major, los
cuales tienen un efecto regenerador y antiinflamatorio, sumado a una potencial actividad
antibacteriana, por lo que resulta necesario datos cientificos que verifiquen tales propiedades.

Adicional a lo anterior, desde antes de Cristo, médicos griegos utilizaron esta planta para la
regeneracion de heridas en piel, generadas por distintas causas (Abd et al, 2012; Zubair et al, 2016),
costumbre que se ha mantenido a través de los siglos. Su uso se justifica por las propiedades
antiinflamatorias, promitéticas e inmunomoduladoras que favorecen estos procesos. Se usan
principalmente los extractos de hojas de estas plantas para dicho fin (Samuelsen, 2000). Sin embargo,
a pesar de que se ha venido estudiando los mecanismos implicados, existen muchas variables que
dificultan la reproducibilidad de los resultados como lo son el origen de la planta, la metodologia de
elaboracion del extracto y también la concentracidn utilizada. Por lo que es necesario estandarizar las
condiciones para determinar el efecto bioldgico sobre las heridas.

Por otro lado, a pesar de la evidencia de casos, algunas plantas medicinales son mal llamadas malezas,
debido a su crecimiento espontaneo. Debido a lo anterior, y por el potencial de esta planta, la



conservacion de P.major y otras tantas especies curativas, se ve amenazada por diversos factores
relacionados con el uso del suelo en actividades del area agricola. Por lo anterior, su aprovechamiento
a nivel de investigacion se ha dado gracias a la Ingenieria de Tejidos Vegetales, permitiendo la
utilizacion y conservacion del germoplasma en condiciones controladas, como alternativas que
favorezcan el valor agregado de actividad farmacoldgica asociado a esta planta (Blanco et al, 2008 y
Garro y Alvarenga, 2009).

Para el periodo 2014-2015, se ejecutd con éxito el proyecto “Establecimiento de cultivos celulares de
Plantago major (llantén) para la deteccion y cuantificacion de compuestos con actividad cicatrizante
y antimicrobiana contra Helicobacter pylori” adscrito a la VIE, con el cual se logré establecer cultivos
celulares in vitro de P. major o llantén, con potencial cicatrizante y antimicrobiano comprobado. La
etapa actual que se trabaja en conjunto con Laboratorios Lisan, incluye como objetivo la formulacion
de la crema cicatrizante a partir de extractos crudos de llantén, aunque previamente deben concluirse
las estandarizaciones pertinentes al proceso de cuantificacion de &cidos cindmicos, en conjunto con
la optimizacién de los protocolos de establecimiento de cultivos celulares. Aunado a los objetivos
anteriores, la consecucion de las pruebas de actividad antimicrobiana alcanza también su segunda
fase, en la cual se pretendia establecer un modelo de infeccion de H. pylori in vitro para la
comprobacion de las hipétesis correspondientes. Sin embargo, por varios motivos presentados en
informes de avance, este Ultimo objetivo se vario y se cambi6 por probar el potencial cicatrizante de
la crema elaborada a base de esta planta en un modelo in vivo.

Es debido a todo lo anterior, que se considera importante el hacer un aprovechamiento de esta planta,
ya que la alta incidencia de lesiones en piel o bien cancer, resulta de gran interés contar con un
producto con evidencia cientifica, de origen natural, de alta calidad, producido de manera sustentable
e idealmente organico que pueda ser una opcion terapéutica eficaz.

De esta forma el proyecto se perfila como una clara aplicacion de técnicas de Biotecnologia vegetal
y Aplicaciones Biomédicas, para la mejora de la calidad de vida. Asi mismo, facilita articulacién con
otras unidades de investigacion a nivel local (CIB, Quimica) y externo (Laboratorios LISAN), lo cual
es basico para la obtencion de resultados fiables, eficaces y de rigor cientifico.

El objetivo de la presente investigacién fue optimizar el protocolo de establecimiento de cultivos
celulares de Plantago major (llantén) para la comprobacion de la actividad cicatrizante de un producto
farmaceutico in vivo e in vitro.



6. Marco Tedrico

La importancia de establecer y optimizar la induccidon y mantenimiento del cultivo de callo de P.
major, es justamente lo que permite que a posterior se pueda analizar a nivel fitoquimico el
aprovechamiento industrial o clinico que tiene el extracto crudo de la linea celular bajo estudio. Esto
gracias a la acumulacion de metabolitos secundarios presentes en las células de callo. Por ejemplo,
en especies de Plantago sp., estudios quimicos describen la presencia de oligosacaridos, cumarinas,
iridiésidos, flavonoides, aminoacidos, iones inorganicos y microelementos, compuestos volatiles y
ésteres de glucdsido de acido cafeico (Fons et al, 1999, Ru et al, 2008).

Los dos principales ésteres de glucésido de &cido cafeico que corresponden al verbascésido y al
plantamosido han mostrado actividad antimicrobiana, antioxidante, antiinflamatorias y antitumoral,
estas sustancias han sido estudiadas mediante técnicas de cromatografia en capa fina (TLC) y
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) (Fons et al, 1999, Ru et al, 2008, Suomi, 2001). Por
otra parte, el primer iriodésido en ser descrito en esta planta fue el catalpol, pero actualmente se
conocen mas de 33 mondmeros de iridoiglicdsidos, la mayoria importantes componentes en hierbas.
Estos han sido separados e identificados como dihidrocatalpol, acetilcatalpol, leonurida, aucubina,
melitosidos, cerebrosidos, glutinosidos, entre otros. Para el catalpol, también se describen
propiedades hipoglicémicas, diuréticas y laxantes (Ru et al, 2008; Samuelsen, 2000).

Segun ensayos realizados de actividad farmacoldgica, la aucubina ha demostrado tener una capacidad
para inducir la apoptosis en células humanas cancerosas de pulmon, lo que genera que se le considere
como un potencial agente antitumoral (Rakotondramasy, 2010). Si bien este es un estudio acerca de
la accion farmacoldgica de un s6lo compuesto en especifico, en términos de ensayos de otras
propiedades, como la cicatrizacion de heridas, se considera que dicha actividad no necesariamente
puede atribuirse a un solo compuesto, sino que el efecto puede también ser debido a la interaccién de
varios compuestos que actian de manera sinérgica (Samuelsen, 2000).

De acuerdo a lo anterior, varios de los compuestos aislados de P. major pueden ayudar a la
regeneracion de heridas; por ejemplo, el plantamajosido y acteosido, que ademas tienen actividades
antibacterianas; algunos flavonoides y los derivados del &cido cafeico presentan capacidad
antioxidante, erradicando los radicales libres; algunos polisacaridos pécticos se han descrito como
eficaces contra las Ulceras en ratas y por tener actividades inmunomoduladoras; por Gltimo, la cadena
larga de alcoholes primarios saturados, que estan presentes en la cera de la hoja, estimula al proceso
de repitelizacion de heridas superficiales. Sin embargo, las hojas también contienen compuestos con
actividad antiinflamatoria, por ejemplo: plantamajosido, baicaleina, hispidulina, aucubino, acido
ursélico y acido oleandlico (Samuelsen, 2000, Zhong et al, 2012).

Por otro lado, estudios concretos sobre efecto antibacteriano de compuestos de P. major, utilizando
el método de difusion de disco con discos de agar nutritivo, contra cepas de Escherichia coli,
Pseudmonas aeruginosa y Bacills subtilis, compararon el efecto de una crema formulada a partir de
hojas de esta especie con el de los antibioticos sulfadiazina de plata, gentamicina y tetraciclina. Los
resultados mostraron que en una concentracion de 20 mg de solidos por cada gramo de base hidrofila
confirman el efecto inhibitorio, con una efectividad estadisticamente igual a la de la sulfadiazina y
gentamicina, y ligeramente inferior a la de la tetraciclina (Pelaéz y Herencia 2006). En otros estudios
también se ha descrito su efecto contra Staphylococcus aureus (Kharma y Hassawi, 2006).

La bacteria de interés en este proyecto, Helicobacter pylori, es una bacteria Gram negativa, curvada
y espiral (Claros et al, 2007), que representa un problema de salud publica a escala mundial dado que
puede evadir la respuesta inmune del ser humano y permanecer durante toda la vida de quien la
hospeda, sin producir enfermedad. Pero, en condiciones no bien establecidas en algunas personas



provoca diferentes patologias como gastritis, Ulceras y cancer gastrico. EI problema se incrementa
ante el panorama de que pocos trabajos en el mundo explican el por qué este microorganismo ha sido
encontrado en agua de consumo (Montero et al, 2010).

Un contraste positivo ante lo explicado anteriormente es que, en un estudio realizado en 2007, se
confirmé que existe una actividad inhibitoria del extracto hidroalcohélico de Plantago major sobre
cepas de Helicobacter pylori, lo que podria deberse a la presencia de un aglicén de la aucibina llamado
aucubigenina liberado por una glucosidasa (Claros et al, 2007). EI argumento anterior fortalece la
tesis de que es posible generar un impacto farmacéutico si se trabaja esta planta medicinal como una
opcion para el tratamiento de pacientes con cuadros clinicos relacionados con la presencia de la
bacteria en el organismo, principalmente con cancer gastrico, por lo que se confirmaria su potencial
uso como antimicrobiano.

De acuerdo con los resultados generados en la | etapa del proyecto, el estudio que ha realizado el
Departamento de Investigacion y Desarrollo de Laboratorios Lisan, ha demostrado que los
marcadores quimicos aucubina y verbascosido no son los apropiados para el andlisis de P. major, ya
que estos compuestos se degradan rapidamente en los extractos. Gracias a estos hallazgos, a partir de
enero del 2016 1+D de Lisan, trabaja en el desarrollo de un método de ensayo basado en la hidrdlisis
acida para la cuantificacion de &cidos cindmicos totales. Por otra parte, se comprobd que los extractos
producidos a partir de Plantago major, estimulan la proliferacion y migracion celular de las células
de la dermis. Sin embargo, es necesario analizar la respuesta sistémica, utilizando organismos vivos.
Por otro lado, los resultados de actividad antimicrobiana mostraron sensibilidad en la mayoria de los
extractos, sin embargo, los resultados encontrados con los extractos provenientes de callo aln no son
concluyentes, por lo que se continu6 con la comprobacion de actividad antimicrobiana in vitro.

7. Metodologia

OE1L. Optimizar el sistema de callogénesis en P. major para la obtencion de compuestos
bioactivos

La semilla, requerida para la introduccion in vitro, fue suministrada por Laboratorios Lisan, a partir
de su material de campo. Las semillas fueron trasladadas a temperatura ambiente al CIB, y
almacenadas a 4°C. El protocolo de introduccion fue el mismo empleado en la | etapa del proyecto,
segun las condiciones descritas por Garro y Alvarenga (2009). Una vez germinadas las semillas in
vitro se trabajé con cultivo de apices de acuerdo con el protocolo descrito por estos mismos autores.

A partir de las plantulas de llantén in vitro se extrajeron segmentos de hoja para la induccién de
callogénesis somética, con el haz en contacto con el medio de cultivo. El protocolo completo para la
induccion de crecimiento de células indiferenciadas (callo), fue desarrollado en la | etapa del proyecto
e incluia dos medios de cultivo M27 y M28. Entre la | y Il etapa de este proyecto, existié un afio
(2016) sin actividades financiadas, sin embargo, se inicié con la optimizacion de los cultivos celulares
y se determind que los medios de cultivo debian ser ajustados a un pH de 7 (M27.7 y M28.7), para
asi evitar la oxidacién prematura de los callos.

e Tratamientos de optimizacion
Para esta nueva etapa, la optimizacion de los medios de cultivo de callos previamente establecidos:

M27.7 (M&S 100%, 2,5 mg/l de TDZ, maltosa 3% m/v, pH 7) y M28.7 (M&S 100%, 3 mg/l de TDZ,
maltosa 3% m/v, pH 7), consistio en la comprobacion del efecto de ocho variantes o subtratamientos



cambiando la fuente de carbono (sacarosa-maltosa) y empleando sales y vitaminas M&S (1962) al
100 y al 50%, dando lugar a los tratamientos M27.7 100S (100% sales y sacarosa), M27.7 50S (50%
sales y sacarosa), M27.7 100M (100% sales y maltosa), M27.7 50M (50% sales y maltosa), M28.7
100S (100% sales y sacarosa), M28.7 50S (50% sales y sacarosa), M28.7 100M (100% sales y
maltosa), M28.7 50M (50% sales y maltosa).

La evaluacion de callogénesis se realiz6 a través de las variables cualitativas de color, en una
clasificacion de amarillo cremoso, amarillo verdoso, café amarillento y café; formacion de callo en
una clasificacion del 1 al 5 donde 1 corresponde a explante muerto, 2 a explante vivo pero ausencia
de callo, 3 a explante con inicio de formacion de callo, 4 a 50% de formacion de callo y 5 a 100% de
formacion de callo, y friabilidad en una escala de 0, 25, 50 y 100%. Para los tratamientos se establecio
un n=25.

e Pruebas experimentales

Los cultivos celulares fueron analizados por linea, de acuerdo con la fecha de induccidn. Se realizaron
algunas pruebas experimentales como el uso de antioxidantes antes de la multiplicacion de los
cultivos celulares (1 g/l &cido ascorbico y citrico, 10 min de exposicion) o bien agregando cisteina
(15 y 30 mg/l) al medio. Ademas, se realiz6 el pase de los cultivos de callo a medio liquido, tal y
como se planted en la propuesta, partiendo del uso del medio de cultivos M27.7 50S.

OEZ2. Elaborar, caracterizar y cuantificar extractos crudos de P. major a partir de callo y hojas
secas

La seccion de Investigacion y Desarrollo de Procesos (I1+D) de Laboratorios Lisan S.A. trabajo en el
desarrollo de una metodologia para de deteccion de un marcador quimico apropiado para extractos a
base de P. major.

e Cuantificacion de Verbascosidos

Estandar: VERBASCOSIDO
Concentracion: 0,4 mg/ml disolviendo y aforando con fase movil (Metanol: Agua, 40:60)

Condiciones Cromatogréficas:

Fase Mdvil: Metanol: agua (40:60)

Longitud de Onda: 303 nm

Volumen de Inyeccion: 20 puL

Flujo: 1.0 ml/min

Columna: X-BRIDGE C18, 5 um, 4.6x150 mm

e Cuantificacion de Iridoides con base en Aucubina

Estandar: AUCUBINA

Concentracion: 0,125 mg/ml disolviendo y aforando con fase mévil (Metanol: Agua, 2:98)
Condiciones Cromatogréficas:

Fase Movil: Metanol: agua (2:98)

Longitud de Onda: 206 nm

Volumen de Inyeccion: 20 puL

Flujo: 1.0 ml/min

Columna: X-BRIDGE C18, 5 pm, 4.6x150 mm

e Meétodo de extraccion para la materia prima



Se tomaron 10 g de materia prima y se realizd la extraccion mediante ultrasonido empleando etanol
al 50% como medio para la extraccion, por un tiempo de 60 min. Las condiciones instrumentales se
mantuvieron para ambos analitos (verbascosido y acubina) dado que las pruebas para los estandares
fueron positivas. Las muestras se diluyeron tomando 4 ml y aforando a 10 ml con la fase mdvil
respectiva para cada caso.

e Pruebas para el analisis: Materia prima y extracciones alcohélicas

Con el fin de dar mayor estabilidad de los analitos en las muestras de Ilantén, se realizé la extraccion
de la materia prima empleando solamente etanol al 95% en sustitucion de la mezcla etanol: agua
(50:50). Se analizaron a la vez tres extractos que se encontraban almacenados como muestras
retenidas identificados de la siguiente manera: Extracto # 1 llantén hojas verdes J V 9000 ml, extracto
# 2 llantén hojas secas J V 1850 ml y extracto # 3 llantén hojas verdes RC 200 ml. Las condiciones
instrumentales se mantuvieron respecto a las pruebas anteriores.

Cuantificacion de cinamatos con base en verbascosido

Inicialmente se inyectaron estandares aforados tanto en fase mévil como en metanol, para establecer
el medio que generaba mayor estabilidad.

Cuantificacion de iridoides con base en aucubina

Se realizé la inyeccidn de estandares aforados tanto en fase mévil como en metanol, para determinar
en el medio que genera mayor estabilidad al analito.

e Elaboracion de extractos hidro-alcoholicos
Los extractos de P. major fueron elaborados en 1+D Lisan, como se detalla a continuacion:

Extracto 1 a partir de muestras invernadero: 25 g de hoja seca.
Extracto 2 a partir de muestras de campo: 25 g de hoja seca.
Extracto 3 a partir de hojas in vitro: 18 g de hoja seca.

Extracto 4 a partir de material liofilizado de callos: 7 g de liofilizado.

Todos los extractos se prepararon en una concentracion de 10% p/v utilizando etanol al 95%. Estos
extractos no fueron analizados debido al problema con la degradacién de los marcadores que se
evaluaron.

OE 3. Evaluar la actividad cicatrizante de extractos de P. major en lineas celulares

Para la prueba de migracion y proliferacion celular “scratch wound healing”, se sembro fibroblastos
murinos en una densidad de 10* cél/pozo en placas de 24 pozos y se incubaron con medio DMEM
suplementado con 10% de SFB hasta que alcanzaron una confluencia del 80%. En ese momento, se
le realiz6 un rayado a cada pozo con la punta de una micropipeta, de manera que quedara una cruz en
el centro. Luego, se realizaron lavados con PBS para eliminar restos de células levantadas por el
proceso y se agregdé DMEM con 5% de SFB como control y, ademas, se probaron las siguientes
concentraciones: 0,02%, 0,04%, 0,06%, 0,08% y 0,1% de cada uno de los extractos de Plantago
major: de hoja de planta de campo, de hoja de planta in vitro y de callo. Para este ensayo, se realizaron
4 repeticiones de cada tratamiento o condicion y adicionalmente, se repitio 3 veces.



Luego de agregar cada tratamiento, cada pozo fue fotografiado cada 4 horas con el fin de observar la
migracion celular a través de la herida inducida. Este proceso se llevo a cabo hasta que la superficie
fue totalmente cubierta. El proceso de captura de imagenes se realizé de forma estandarizada con un
microscopio invertido Olympus CKX31.Luego con el programa de procesamiento de imagenes
Image J 1.8 K (National Institutes of Health, USA), se analizé el porcentaje de area cubierta por
migracion/proliferacion de las células a las 24, 48 y 72 horas con los diferentes tratamientos. Los
datos se analizaron con la prueba estadistica ANOVA o bien Kruskal-Wallis, donde p <0,05 se
consideré como estadisticamente significativo, para esto se utilizé el programa Minitab version 18
(State College, PA).

OEA4. Evaluar la actividad cicatrizante de extractos de P. major in vivo. (Objetivo cambiado segun
informe de avance enviado en octubre, 2019)

Los ensayos se llevaron a cabo en el Instituto Clodomiro Picado de la Universidad de Costa Rica
(UCR), ubicado en Vasquez de Coronado, San José, Costa Rica. Se trabajo con tres grupos de
animales, donde todas eran hembras entre 5 y 6 semanas de nacidas de la cepa CD-1 del bioterio del
Instituto. El primer y segundo grupo consistieron de 12 animales cada uno. El tercer grupo, por su
parte, estuvo conformado por 6 animales. El primer grupo se utiliz6 para aplicar el tratamiento
control. Para este, se aplicd el gel con excipiente sobre la lesion. Por otro lado, el segundo grupo fue
utilizado para aplicar el gel elaborado a partir de un extracto acuoso Plantago major (tomado de
campo) al 4%. Los individuos del tercer grupo se utilizaron como controles negativos, por lo que no
se les aplicé ningln tratamiento. De manera general, a los animales se les realiz6 la herida en el lomo,
se les aplic el tratamiento respectivo diariamente y se eutanasiaron con CO; al dia 3, 7, 14 y 28
después de la induccion de la herida para realizar los diferentes analisis durante cada una de las
diferentes fases del proceso de regeneracién. Para todos los grupos se trabajé con un tamafio de
muestra igual a 3 (n = 3) para cada dia.
e Elaboracién de la herida

Primeramente, los animales se anestesiaron con ketamina (90 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg) via
intraperitoneal. Seguidamente se les rasur6 la zona del lomo y se delimitd con un marcador el area a
lesionar (>1cm?). Seguidamente el tejido demarcado por la tapa fue removido con el fin de extraer
epidermis y dermis, donde se intentd que el tejido muscular se dejara intacto.

e Aplicacion de tratamientos

Justo después de realizar la herida en los animales, se aplicd de forma tpica cada uno de los siguientes
tratamientos:

Tratamiento control: a los roedores de este grupo se les aplico en horas de la mafiana el gel solo con
excipiente con ayuda de un hisopo estéril. Este procedimiento se repitio durante los 7 dias posteriores
a la realizacion de la herida.

Tratamiento experimental: a los roedores de este grupo se les aplicd de igual forma en horas de la
mafiana el gel con el extracto acuoso de P. major al 4%, con ayuda de un hisopo estéril. Este
procedimiento se repitié durante los 7 dias posteriores a la realizacién de la herida.

e Manejo de los animales de experimentacion

Una vez realizada la lesion y aplicado el respectivo tratamiento, se coloco un cuadro de Tegaderm
sobre la misma. Los animales se mantuvieron en jaulas de manera individual para que no se hirieran



entre ellos, donde cada jaula estaba debidamente rotulada. Las jaulas se limpiaron y se les cambio de
burucha cada 2 dias. Ademas, los animales se mantuvieron con alimento y agua ad libitum.
Diariamente se revisaron los animales para analizar el comportamiento, los signos de dolor, posible
infeccion de lesién u la deteccion de cualquier anomalia que pudiera afectar los resultados a obtener.
Ademas, se analizo el dolor en los animales mediante el uso de la “Mouse Grimace Scale” propuesta
por Langford et al (2010), la cual se basa en la asignacion de un puntaje acorde al aspecto del rostro
del animal. También, se utilizo como analgesia preventiva Tramadol (5 mg/kg) cada 8 h en los
animales de los tres grupos, la cual se aplicé durante las primeras 48 a 72 h pos-lesién o0 en caso
necesario, dependiendo de los signos de dolor que presentara el roedor, acorde a lo anteriormente
mencionado.

e Eutanasia de los animales

Tres animales de cada grupo fueron eutanasiados en cdmara de CO- los dias 3, 7, 14 y 28 con el fin
de analizar el tejido formado en cada una de las fases correspondientes a la regeneracion de la piel.

e Determinacion de la tasa de regeneracion

Para determinar la tasa de regeneracion todos los animales fueron fotografiados todos los dias
utilizando la misma distancia focal y junto a una regla métrica (usada para la calibracion y
estandarizacion del area de la lesion). Las fotos fueron analizadas con el programa Image J vy el
porcentaje de regeneracion cutanea en la lesion se determind mediante la siguiente formula:

(Area en el dia de hqrida inicial — area en el dia postoperatorio) x 100
(Area en el dia de herida inicial)

Se tomo la herida como cicatrizada o regenerada cuando hubiera un 100% de cierre de la lesion.
e Anadlisis histoldgico de la lesion en los diferentes estadios de regeneracion

Después de cada eutanasia, se tom6 una muestra de la piel de la zona de la herida, incluyendo una
parte de la piel sana, y se colocd en una solucién de formalina fosfatada a 4°C. A las 24 horas se
realizé un cambio de formalina y la muestra se cortd en tiras de tal manera que esta incluyera tejido
sano y fueron devueltas a la formalina fosfatada a 4°C. El tejido cort6 en secciones de 4 0 5 mm de
tal forma que abarcara la zona lesionada y los margenes sanos. Posteriormente las muestras se tifieron
con hematoxilina y eosina para realizar una evaluacién microscopica de la estructura de la piel
formada. Las iméagenes histoldgicas de las muestras se tomaron usando una cdmara Evolution MP
(Media Cybernetics, USA) y se analizaron con el programa Image Pro 6.3 (Media Cybernetics, USA).
Ademas, para determinar de manera especifica el incremento en colageno (fibrosis) las muestras
también se tifieron con rojo sirio. Se cuantificé el porcentaje del tejido total relacionado con
deposicion de colageno (fibrosis) a los 28 dias, haciendo uso del programa computacional “Imagel
1.51K” (National Institutes of Health, USA).

e Andlisis estadistico

Para los estudios del proceso de regeneracidn tisular que involucraron medicidn de areas, se aplicaron
pruebas de Mann-Whitney. Lo anterior haciendo uso de los programas estadisticos IBM®SPSS
Statistics® y GraphPad Prism versién 5.00 para Windows. Se reportaran los resultados como las
medias + el error estandar (SE).

OES. Evaluar la actividad bioldgica de los dos mejores extractos de P. major (objetivo 4) en un
modelo de infeccion de H. pylori in vitro



Se trabajé con los extractos proporcionados por Laboratorios LISAN: Callo friable con una
concentracién de 10 % p/v, material de campo 10% p/v y material in vitro 10% p/v, los cuales fueron
mantenidos a - 70 °C hasta el momento de su montaje en el laboratorio.

e Preparacion de suspensiones bacterianas

Se trabajé con las cepas de H. pylori ATCC 700392 y 700824 para los ensayos de inhibicidn in vitro;
se utiliz6 como controles positivos de la inhibicidn de las cepas sensidiscos de los antibi6ticos que
son cominmente usados contra la bacteria: amoxicilina de 10 mg y claritromicina 15 mg y como
antibidtico no usado contra la bacteria tetraciclina de 30 mg. Asimismo se probé como control
negativo de inhibicion una cepa de la bacteria Pseudomonas sp. la cual es reconocida por ser
sumamente sensible con el fin de determinar si los extractos podian tener algin efecto inhibitorio.

Para la bacteria H. pylori se prepard cada cepa transfiriendo colonias de un cultivo de 3 dias de los
microorganismos crecidos en agar sangre de caballo a tubos que contenian solucion salina fisiolégica
estéril y ajustando la turbidez al estdndar 0,5 de McFarland (Clinical and Laboratory Standards
Institute, 2006). Esta turbidez corresponde a una suspension de 1,0 x 108 UFC / ml de H. pylori.

Para el caso de la cepa de Pseudomonas sp. un cultivo de 24 h en agar tripticasa y soya fue utilizado
y ajustado su densidad para la prueba, al estandar de Mac Farlan de 0,5 descrito en el parrafo anterior.

e Montaje de los ensayos

Se prepararon discos para cada extracto en papel carton absorbente con un diametro de 5 mm de
diametro cortado con sacabocados, los cuales fueron esterilizados con calor himedo por 15 mina 121
°C e impregnados de cada extracto; se dejo absorber completamente y luego se secaron en la
incubadora, todo esto justo antes de cada montaje de los ensayos.

Para el ensayo de H. pylori, las suspensiones bacterianas se extendieron en placas de Agar Columbia
(Oxoid ®) complementadas con 5% de sangre caballo desfibrinada Lake horse (Oxo0id®) siguiendo la
técnica de esparcimiento de Kirby y Bawer dejando secar la extension por 20 min (Cogo, 2010). Para
el montaje de la prueba de sensibilidad para Pseudomonas sp se siguié la misma técnica solamente
que se utiliz6 agar Columbia sin sangre.

Las placas se incubaron a 37°C bajo condiciones microaerofilicas con atmosfera modificada con
anaerogen de Oxoid® y observadas después de 4 dias. Las de Pseudomonas fueron incubadas en
condiciones aerodbicas a 37°C por 24 h. Los ensayos se llevaron a cabo por triplicado y se probaron
en dos ensayos diferentes.

8. Resultados

OEL. Optimizar el sistema de callogénesis en P. major para la obtencion de compuestos
bioactivos



En el cuadro 1 se presentan los resultados obtenidos en la induccién de callogénesis mediante los 8
tratamientos planteados, evaluando 25 explantes en total por tratamiento. En las figuras 1, 2, 3, 4, 5,
6, 7'y 8 se presentan fotografias de los tratamientos.

Cuadro 1. Clasificacion de explantes segun escala de calificacidn de variables para los tratamientos
de formacion de callos.

N° explantes por clasificacion

Variable M27.7 100S M27.7 508 M27.7 100M M27.7 50M
o 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Forr:;f;i" ® 5 0 o 0 3 9 13 0 5 20 0 0 6 19 0 0
Color* o 5 2 18 0 6 0 19 4 0 0 21 0 3 0 22
Friabilidad Si No X Si X No Si X No Si No X
N° explantes por clasificacion

Variable M28.7 100S M28.7 50S M28.7 100M M28.7 50M
o 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
For':;fgin ® 9 3 5 17 0 25 0 0 5 20 0 0 5 2 0 0
Color** 8 17 0 0 0 0O 0 25 0 5 2 18 0 2 3 20
Friabilidad Si No X Si No X Si No X Si No X

*Formacion de callo: 100% callo formado (3), 50% callo formado (2), 25% callo formado (1) y ausencia de callo (0).
**Color: amarillo cremoso (3), amarillo verdoso (2), café amarillento (1) y café/sin formacién de callo (0).

Figura 1. Induccion de callo de P. major en medio M27.7 50S



Figura 2. Induccidn de callo de P. major en medio M27.7 100S

Figura 3. Induccidn de callo de P.major en medio M27.7 50M

Figura 4. Induccion de callo de P. major en medio M27.7 100M



Figura 5. Induccion de callo de P. major en medio M28.7 50S

Figura 6. Induccion de callo de P. major en medio M28.7 100S

Figura 7. Induccion de callo de P. major en medio M28.7 50M



Figura 8. Induccion de callo de P. major en medio M28.7 100M

Otro factor que se considerd importante en cuanto a induccion de callo fue la edad de la planta y de
la hoja utilizada. Con hojas maduras se hace referencia a hojas que ya se abrieron completamente y
que se encuentran en la region intermedia de la planta, pero es importante destacar que se ha notado
que las hojas mas jovenes (verde un poco mas claro) tienen una mejor respuesta (figura 9).

Figura 9. Callo de P. major a las 6 semanas de induccion. A: L23-08 (Hoja joven), B: L16-08
(Hoja madura)

Todas las lineas celulares de llantén establecidas y evaluadas para la toma de decisiones y
optimizacién de los protocolos, se detallan en el cuadro 2.



Cuadro 2. Lineas celulares de P. major establecidas en el proyecto y tratamientos utilizados para su
induccion

Linea celular callogénica Tratamientos Observaciones
L02.03.17 M27.7 50S, M27.7 100S, M27.7 Se determina que el mejor tratamiento
50M, M27.7 100M, M28.7 508, en el M27.7 50S. Se realiza un
M28.7 100S, M28.7 50M, M28.7 subcultivo en este mismo medio con

100M carbén activado.
L02.05.17 M27.7 50S Se realiza un subcultivo en este mismo
medio con carbén activado
L19.06.17 M27.7 50S Se realiza un subcultivo en este mismo
medio con carb6n activado
L21.07.17 M27.7 50S Se realizaron pruebas experimentales

subcultivando el material en medio
con cisteina (15 y 30 mg/l) y
lavandolo previamente con soluciones
antioxidantes (1 g/l &cido ascorbico y
citrico).

L03.08.17 M27.7 50S -

L16.08.17 M27.7 50S Prueba experimental utilizando hojas
maduras. El material se oxidd y el
ensayo se descartd.

L23.08.17 M27.7 50S Prueba experimental utilizando hojas
maduras. Se realiza un subcultivo en
este mismo medio con carb6n

activado.
L06.09.17 M27.7 50S Se realiza un subcultivo en este mismo
medio suplementado con

polivinilpirrolidona (PVP) en
concentraciones de 1, 3y 5 g/l, pero se
genero oxidacion del material

L18.10.17 M27.7 50S Se realiza un subcultivo en este mismo
medio.
L07.12.17 M27.7 50S Se realiza un subcultivo en este mismo

medio y se determina que los callos
pueden mantenerse en subcultivo por
méaximo 8 semanas.

L17.01.18 M27.7 50S Mediante la evaluacion y seguimiento
L24.01.18 de los cultivos celulares semana a
L04.04.18 semana, desde la semana 4 y hasta la
L18.04.18 semana 8 desde su induccién, se
L24.04.18 observé que, aunque se mantenga el
L02.05.18 medio de cultivo (M27.7 50S), las
L03.05.18 condiciones de crecimiento y el
L09.05.18 empleo de hojas jovenes después del
L16.05.18 primer subcultivo de las plantulas,
L01.06.18 cada linea de cultivo se comporta de

manera distinta. En general, los

L.26.06.18 - ;

L06.08.18 cultivos celulares de llantén, alcanzan

L14.08.18 un maximo de 8 semanas de vida
5 e desde su induccidn, sin posibilidad de

L21.08.18 multiplicaciones repetitivas exitosas.

L22.08.18

En la figura 10 se presenta la apariencia de callos L19.06.17 subcultivados en medio M27.7 50S, a
las seis semanas de crecimiento; mediante estas pruebas se determind que los callos alcanzan su
mayor nivel de desdiferenciacion y crecimiento entre las 6 y 8 semanas de induccion o del primer
subcultivo. No fue posible sostener el crecimiento de las lineas celulares por mas de un subcultivo.



Figura 10. Callo de la linea L19-06 subcultivado en medio M27.7 con 6 semanas de crecimiento.

En la figura 11 se presentan los resultados del subcultivo de seis semanas de la linea L21.07.17 en
presencia de sustancias antioxidantes.

Figura 11. Callos de P. major linea L19-06 a las dos semanas de ser multiplicados en medio M27.7
50S con 15¢g/ de cisteina.

A partir de agosto de 2018 y durante todo el periodo de ampliacion del proyecto, las lineas celulares
inducidas no fueron evaluadas, sino simplemente colectadas para su liofilizacion y posterior
elaboracion de extractos naturales.

Finalmente, se realizé una induccion de callogénesis en medio de cultivo liquido (M27.7 50S) (figura
12), también, a partir de la linea L09.05.18 se realizaron las pruebas de subcultivo en medio liquido
con callos de 6 semanas, como se observa en la figura 13.



Figura 12. Prueba experimental para la induccién de callo de llantén en medio liquido, explantes de
4 semanas de inducidos.

Figura 13. Prueba experimental para el establecimiento de suspensién celular a partir de callo de
llantén (explantes de 4 semanas).

Como se verifica en las imagenes anteriores, a las 4 semanas desde su induccion en medio liquido,
no fue posible observar una desdiferenciacion celular a partir de los explantes de hoja utilizados, que
den lugar a una conformacion de callo (figura 12). Por su parte, el subcultivo de callos en medio
liquido no dio lugar al establecimiento de suspensiones celulares, debido a la no-disgregacion del
material y la oxidacion del mismo (figura 13).

OE2. Elaborar, caracterizar y cuantificar extractos crudos de P. major a partir de callo y hojas
secas

A continuacion se presentan los resultados del analisis de estdndares de posibles marcadores
quimicos:

e Cuantificacion de Verbascdsidos

Se dio una buena resolucién en el cromatograma y se tuvo una linea base estable ademés de una buena
sefial, como se observa en la figura 14.
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Figura 14. Cromatograma obtenido con estandar de Verbascoésido para la cuantificacion de
Cinamatos.

e Cuantificacion de Iridoides con base en Aucubina
Se obtuvo una sefial con linea base estable y buena resolucion. Sin embargo, como se puede observar

en la figura 15, el tiempo de retencién es alto, por lo que la duracién de cada una de las inyecciones
ser& de 20 min como minimo.
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Figura 15. Cromatograma obtenido con el estandar de Aucubina para la cuantificacion de Iridoides.
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e Método de extraccion para la materia prima

A continuacion, se presentan los resultados del analisis de hojas secas de P. major cultivado en el
campo (figuras 16 y 17):
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Figura 16. Muestra de Extracto de Llantén Materia Prima. Analisis de Cinamatos en el dia de la
extraccion.
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Figura 17. Muestra Extracto de Llantén Materia Prima. Andlisis de Iridoides en el dia de la
extraccion.

Para la figura 18, el estandar empleado fue el mismo que el mostrado en la figura 14, por lo que se
puede notar una sefial a 5,870 min, que se asume como producto de degradacion del analito.
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Figura 18. Estandar de Verbascosido para la cuantificacion de Cinamatos en el dia siguiente a su
preparacion.

De acuerdo con la figura 19, se hace evidente la descomposicion del analito en la muestra. Se obtuvo
el mismo resultado para repeticiones distintas del mismo extracto.
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Figura 19. Muestra de Extracto de Llantén Materia Prima. Analisis de Cinamatos en el dia
posterior a la extraccion.

Se repitid el andlisis de iridoides cambiando la fase mdvil a metanol: agua (5:95) con el fin de
disminuir el tiempo de retencion, lo cual resultd satisfactorio, como se presenta en la figura 20.
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Figura 20. Estandar de Aucubina para la cuantificacion de Iridoides en el dia siguiente a su

preparacion.

De acuerdo con la figura 21, no es posible la cuantificacion del analito ni la obtencion de una
resolucién adecuada en el cromatograma, y se visualiza la posible degradacién de la muestra con el
paso del tiempo. En este caso, el resultado se da con el empleo de la misma fase mavil utilizada para

el estandar, metanol: agua (5:95).
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Figura 21. Muestra de Extracto de Llantén Materia Prima. Andlisis de Iridoides en el dia posterior

a la extraccion.

En el cromatograma presentado en la figura 22, se cambid la fase moévil a metanol: agua 10:90 para
intentar una mejora en la resolucién y disminuir el tiempo de retencion. En este caso fue més notoria
la presencia de otra sefial en el cromatograma que podria deberse a la degradacion del analito.
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Figura 22. Estandar de Aucubina en el dia siguiente a su preparacion, cambio de fase movil.

Finalmente, para la figura 23, se cambi6 la fase moévil a metanol: agua 10:90 al igual que para el
estandar.
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Figura 23. Muestra de Extracto de Llantén Materia Prima. Analisis de Iridoides en el dia posterior a
la extraccion, con cambio de fase.

e Pruebas para el analisis: Materia prima y extracciones alcohdlicas

Cuantificacion de cinamatos con base en verbascésido

Inicialmente se inyectaron estandares aforados tanto en fase mdvil como en metanol, para establecer
el medio que genera mayor estabilidad y se obtuvo el siguiente resultado (figura 24):
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Figura 24. Estandar de Verbascésido disuelto y aforado en Fase Movil (Metanol: Agua, 40:60)

La mejor sefial se obtuvo con el estandar en fase mévil por lo que se trabajé las muestras en el mismo
solvente (figura 25).
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Figura 25. Estandar de Verbascosido disuelto y aforado en Metanol

Las figuras 26, 27, 28 y 29 muestran las sefiales obtenidas con muestras de extractos alcohoélicos de
llantén. La extracciéon de la materia prima (figura 26) se realizdé el mismo dia de la prueba, y al
contrario de la figura 16, se puede ver que el medio alcoh6lico no garantiza buenas condiciones para
la muestra y su cualificacion en lo que a este analito respecta. En el caso de los extractos 1, 2y 3,
(figuras 27, 28 y 29) se trata de extracciones alcoholicas que se encontraban almacenadas.
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Figura 26. Muestra de extracto de Llantén, materia prima. Extraccion Alcohdlica.
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Figura 27. Muestra Extracto # 1 llantén hojas verdes JVV 9000 ML
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Figura 28. Muestra Extracto # 2 llantén hojas secas JV 1850 ML
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Figura 29. Muestra Extracto # 3 llantén hojas verdes RC 200 ML

Cuantificacion de iridoides con base en aucubina

Se realizo la inyeccion de estandares aforados tanto en fase mévil como en metanol, para determinar
en el medio que genera mayor estabilidad al analito, obteniendo el siguiente resultado (figura 30):
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Figura 30. Estandar de Aucubina, disuelto y aforado con fase mévil (Metanol: Agua, 5:95).

El mejor cromatograma se obtiene empleando Fase mévil como medio, por lo que se trabajan las
muestras de extracto en las mismas condiciones (figura 31).
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Figura 31. Estandar de Aucubina, disuelto y aforado con Metanol.

Con base en las figuras 32, 33, 34 y 35 que corresponden a muestras de extracciones alcoholicas de
Ilantén, se puede inferir que las extracciones de la aucubina no se favorecen en este medio ya que no
se obtiene sefial del analito, la cual si fue posible visualizar en el estdndar.
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Figura 32. Muestra de extracto de Llantén, materia prima. Extraccién Alcohdlica para analisis de
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Figura 35. Muestra Extracto # 3 llantén hojas verdes RC 200 ML
OE3. Evaluar la actividad cicatrizante de extractos de P. major en lineas celulares

Tal y como se observa en la figura 36, parece que las menores concentraciones del extracto de callo
analizadas, tienen una actividad bioldgica importante sobre la migracion celular. Por ejemplo, a las
48 y 72 horas, ya se puede observar una diferencia significativa en la migracion celular con la
concentracion de 0,02% cuando se compara contra el respectivo control. Pero curiosamente, cuando
se compara entre todas las concentraciones a las 48 h, la diferencia en la migracion no es significativa
(p>0.05, ANOVA). A las 72 h, se observa que el area del control es significativamente mayor en
comparacion con las concentraciones analizadas (p <0.05, Kruskal-Walis y mediana de Mood), pero
en algunos ensayos, las células presentaron citotoxicidad a partir de la concentracién de 0,04%, y es
justamente debido a lo anterior se descarta este extracto para realizar los ensayos in vivo.
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Figura 36. Efecto de un extracto de callo de P. major en diferentes concentraciones sobre la
migracion celular de fibroblastos murinos durante 24, 48 y 72 h (Control, 0,02%, 0,06%, 0,08% y
0,1% ANOVA, 0,04% Kruskal Wallis). Las letras que son diferentes entre cada concentracion (set

de columnas) representan diferencias significativas.
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Figura 37. Efecto de un extracto de P. major (planta de campo) en diferentes concentraciones sobre
la migracion celular de fibroblastos murinos durante 24, 48 y 72 h (ANOVA). Las letras que son
diferentes entre cada concentracién (set de columnas) representan diferencias significativas.

En el caso del extracto de campo (figura 37), se puede afirmar que, a las 24 h, a pesar de que en el
control hubo menor porcentaje de cierre, en comparacion con las diferentes concentraciones
analizadas, no hay diferencias significativas entre cada una de las concentraciones analizadas en
comparacion con el control (p > 0,05, ANOVA). Pero, a las 48 h, se encontré diferencias
significativas entre el control y las concentraciones de 0,02%, 0,04%, 0,06% y 0,1%, siendo estas
concentraciones mas eficientes en estimular la migracion celular (p < 0,05, ANOVA). A las 72 h, se
encontré diferencia significativa entre 0.02% y el resto de concentraciones analizadas, incluido el
control (p < 0,05, Kruskal-Walis y prueba mediana de Mood). Lo anterior parece indicar que este
extracto presenta alta bioactividad a bajas concentraciones. Sobre todo, porque desde la etapa anterior,
es el que ha mostrado mas reproducibilidad en los ensayos realizados.

Finalmente, en el caso del extracto obtenido a partir de las plantas de llantén cultivadas in vitro (figura
38), a las 24 y 48 h, a pesar de que en el control hubo menor porcentaje de cierre, en comparacion
con las diferentes concentraciones analizadas, no hay diferencias significativas entre cada una de las
concentraciones analizadas en comparacion con el control (p > 0,05, Kruskal-Walis). A las 72 h, se
encontré diferencia significativa entre el control y los diferentes tratamientos. Sin embargo, entre si,
no se encontrd diferencias significativas entre los tratamientos, lo que indica que todas las
concentraciones ejercen un efecto similar sobre la migracion celular (p < 0,05, Kruskal-Walis y
prueba mediana de Mood). Aunque se podria considerar que este extracto presenta alta bioactividad
en un rango de bajas concentraciones, se descarta para realizar las pruebas in vivo, debido a que sus
resultados no fueron reproducibles en algunos intentos.
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Figura 38. Efecto de un extracto de P. major (vitroplanta) en diferentes concentraciones sobre la
migracion celular de fibroblastos murinos durante 24, 48 y 72 h. (ANOVA). Las letras que son
diferentes entre cada concentracion (set de columnas) representan diferencias significativas
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Figura 39. Comparacion del efecto de los diferentes tratamientos aplicados a fibroblastos murinos
sobre la migracion celular in vitro durante 24, 48 'y 72 h.



Cuando se compara todos los tratamientos (extractos y concentraciones, figura 39) se observa que a
las 24 h no hubo diferencias significativas entre las diferentes concentraciones de los 3 extractos, (p
= 0,453, Kruskal-Walis). A las 48 h, se encontr6 que los extractos 0,02% y 0,04% de planta tomada
de campo, asi como el extracto 0,02% de callo y 0,04% de planta de in vitro, estimula la proliferacién
de las células con respecto al resto de los tratamientos (p = 0,004, Kruskal Walis y Mediana de Mood).

A las 72 h, se encontrd una migracion significativamente superior cuando se utilizé el extracto de
planta de campo e in vitro al 0,02% y 0,04%, lo que de nuevo demuestra que hay un potencial de
esta planta a bajas concentraciones.

Es importante aclarar que, aunque para este estudio se descarta los extractos de callo y de plantas in
vitro, vale la pena valorar cambios en la produccion de callo, asi como el estudio de otras
modificaciones en el cultivo in vitro para explotar el gran potencial de esta planta.

OEA4. Evaluar la actividad cicatrizante de extractos de P. major in vivo.

En la figura 40 se puede observar la evolucion de las diferentes heridas de acuerdo a los tratamientos
aplicados durante un seguimiento de 28 dias.

Tratamiento Dias posterior a la lesién

Control
(Excipiente)

Experimental
(Llantén)

Control
(Sin tratamiento)

Figura 40. Imagen macroscopica de la evolucion del proceso de regeneracion de la lesion
de los animales de experimentacion desde el dia 0 hasta el dia 28. Se muestra la evolucion
del proceso para los diferentes tratamientos.

Como se puede apreciar, conforme avanza el tiempo la herida se contrae y el pelaje del animal que
fue rasurado inicialmente empieza a recubrirla. Sin embargo, es importante mencionar que dicho



pelaje crece alrededor de la lesion y no desde ella, por lo que para poder tomar la medida real de la
herida para el dia 14 y 28 una vez eutanasiado el animal a este se le rasur6 de nuevo el pelaje antes
de tomar la foto, de manera que este factor no influya en la determinacion de la tasa de regeneracion.
También, se observa que para el dia 7 sin importar el tratamiento aplicado, ya la lesion presenta un
grano o costra, propio de la regeneracion de heridas. Para el dia 11, ya ninguno de los animales del
tratamiento control con excipiente lo presentaban, caso contrario a los animales con el tratamiento
experimental

De manera mas especifica, en la figura 41, se puede observar el porcentaje de cierre promedio
calculado para los animales de cada respectivo dia y tratamiento.
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Figura 41. Porcentaje de cierre de la lesion para los animales en estudio.

Se puede observar que el porcentaje de cierre aumenta conforme avanza el tiempo en todos los casos.
Ademas, se pueden apreciar que para el dia 3 la grafica muestra que el porcentaje de cierre tiende a
ser mayor para los animales con el tratamiento experimental (excipiente y llantén) y que en el caso
de los animales con tratamiento control con excipiente y control sin tratamiento para ese mismo dia
el porcentaje de cierre es bastante similar, aunque la desviacion estandar es muy alta para el grupo
experimental. Caso semejante para estos Ultimos dos sucede en el dia 7, lo que puede

sugerir que el excipiente por si mismo no tiene un efecto negativo ni positivo sobre el proceso de
regeneracion tisular. En la grafica también se puede notar que en el dia 7, 14 y 28 el porcentaje de
cierre es muy similar para los grupos. Sin embargo, ya para el dia 14 y el dia 28 se puede notar que
el tratamiento control con excipiente tiene un porcentaje de cierre notablemente mayor que el
tratamiento experimental, lo cual es un efecto contrario al que era deseado. Sin embargo, no se puede
decir con absoluta certeza que la diferencia entre ambos sea 0 no sea significativa, ya que solo se
trabaj6 con las desviaciones estandar para hacer una primera comparacion de lo que se obtuvo debido
a que la poblacion en estudio no era significativa como para realizar un analisis estadistico mas
elaborado.

Andlisis histoldgico del proceso de regeneracion del tejido



Conteo de PMN

En el cuadro 3 se puede observar la cantidad de PMN/mm? promedio para las muestras de cada
tratamiento del dia 3.

Cuadro 3. Cantidad de PMN/mm?2 en la lesion de los animales de los diferentes tratamientos en el
dia 3.

Tratamiento PMN/mm?
Control (Excipiente) 2116,6
Experimental (Llantén) 1272,2
Control (Sin tratamiento) 2183,3

Se puede notar que la cantidad de PMN/mm? para los animales tratados con el extracto de P.major
para el dia 3 es significativamente menor que la cantidad presente en los individuos tratados con solo
el excipiente y sin aplicar tratamiento (p <0,05, Kruskal-Walis). También, es importante destacar
nuevamente que entre el tratamiento control con excipiente y el control sin tratamiento, el
comportamiento es bastante semejante.

Grosor de la epidermis

La regeneracion de la epidermis con respecto al tiempo puede observarse de forma cualitativa en las
siguientes figuras:

Figura 42. Corte histoldgico de una tincién con HE de piel de ratén sana (A), piel con lesion sin
tratamiento en el dia 3 (B), piel con lesion y excipiente en el dia 3 (C) y piel con lesion y llantén en
el dia 3 (D). Aumento: 40x.



Figura 43. Corte histol6gico de una tincion con HE de piel de ratén sana (A), piel con lesion sin
tratamiento en el dia 7 (B), piel con lesion y excipiente en el dia 7 (C) y piel con lesion y llantén en
el dia 7 (D). Aumento: 40x

Figura 44. Corte histolégico de una tincion con HE de piel de raton sana (A), piel con lesion y
excipiente en el dia 14 (B) y piel con lesion y llantén en el dia 14 (C). Aumento: 40x.



Figura 45. Corte histologico de una tincién con HE de piel de ratén sana (A), piel con lesion y
excipiente en el dia 28 (B) y piel con lesion y llantén en el dia 28 (C). Aumento: 40x.

Ademas, para determinar el proceso de regeneracion, también se procedié a medir el grosor de la
epidermis regenerada en el tiempo de los grupos en estudio, figura 46.
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Figura 46. Grosor de la epidermis regenerada bajo los diferentes tratamientos

El grafico muestra que conforme avanza el tiempo el grosor de la epidermis tiende a disminuir, donde
el dia 7 los animales tratados con el extracto de Ilantén tienen la epidermis menos gruesa, comparada
con el grupo control excipiente y control sin tratamiento. Para los dias 14 y 28 la diferencia ya no



existe. Es importante mencionar que el grosor promedio de una epidermis sana es de 17,3 um, por lo
gue los grupos en estudio atn pudieron llegar a tener su epidermis mas delgada.

Grosor de la dermis

La regeneracion de la dermis con respecto al tiempo puede observarse de forma cualitativa en las
siguientes figuras:

Figura 47. Corte histologico de una tincion con HE de piel de raton sana (A), piel con lesion sin
tratamiento en el dia 7 (B), piel con lesién y excipiente en el dia 7 (C) y piel con lesion y llantén en
el dia 7 (D). Aumento: 10x.



Figura 48. Corte histol6gico de una tincién con HE de piel de ratén sana (A), piel con lesion y
excipiente en el dia 14 (B) y piel con lesion y llantén en el dia 14 (C). Aumento: 10x

Figura 49. Corte histolégico de una tincion con HE de piel de raton sana (A), piel con lesion y
excipiente en el dia 28 (B) y piel con lesion y llantén en el dia 28 (C). Aumento: 10x.



Como ocurre en el caso de la epidermis, el grafico muestra que conforme avanza el tiempo, la dermis
disminuye grosor. Los animales con el tratamiento experimental para el dia 7 demuestran que tienen
una dermis més delgada que los animales con tratamiento control con excipiente y control sin
tratamiento (figura 50). Para el dia 14 y 28 el grosor de la dermis de los grupos en estudio es
practicamente la misma. También, cabe mencionar que el grosor promedio de una dermis sana es de
182,1 pm.
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Figura 50. Grosor de la dermis regenerada en el tiempo para los animales en estudio.
Cantidad de vasos sanguineos
Se realizd un conteo de vasos sanguineos presentes en el tejido formado bajo las condiciones de los

diferentes tratamientos.
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Figura 51. Cantidad de vasos sanguineos presentes en el tejido regenerado



En este caso, se observa que para el dia 7 es donde se contabiliza la mayor cantidad de vasos
sanguineos, lo cual es consecuente para la etapa de regeneracion en la que se encuentra. Debido a
que, el n era muy bajo y hubo una notable desviacion estandar, se decidié no hacer un anélisis
estadistico ya que probablemente esa muestra no iba a ser representativa. Sin embargo, el gréafico
permite observar que el nimero de vasos para los animales con tratamiento experimental se mantiene
constante, mientras que para el caso de los animales con tratamiento control con excipiente la cantidad
disminuye del dia 7 al 14 para luego mantenerse constante. Para el dia 14 y 28 el tratamiento
experimental cuenta con mas vasos que el control.

Deposito de coldgeno

En las figuras 52, 53, 54 y 55, se puede observar el deposito de las fibras de colageno a través del
tiempo y bajo los diferentes tratamientos.

Figura 52. Corte histologico de una tincion con RS de piel de raton sana (A), piel con lesion sin
tratamiento en el dia 3 (B), piel con lesion y excipiente en el dia 3 (C) y piel con lesién y llantén en
el dia 3 (D). Aumento: 40x.



Figura 53. Corte histol6gico de una tincion con RS de piel de ratdn sana (A), piel con lesién sin
tratamiento en el dia 7 (B), piel con lesion y excipiente en el dia 7 (C) y piel y llanténen el dia 7
(D). Aumento: 10x.

Figura 54. Corte histol6gico de una tincién con RS de piel de ratén sana (A), piel con lesion 'y
excipiente en el dia 14 (B) y piel con lesion y llantén en el dia 14 (C). Aumento: 10x.
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Figura 55. Corte histoldgico de una tincion con RS de piel de ratdn sana (A), piel con lesién y
excipiente en el dia 28 (B) y piel con lesion y llantén en el dia 28 (C). Aumento: 10x.
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Como se esperaba, conforme avanza el tiempo las fibras de coldgeno se van depositando en el area
de lesion, de manera muy similar entre los diferentes tratamientos.

OES. Evaluar la actividad bioldgica de los dos mejores extractos de P. major (objetivo 4) en un
modelo de infeccion de H. pylori in vitro

En todas las pruebas llevadas a cabo se obtuvo los mismos los resultados, los cuales se muestran en
las figuras 56 y 57.

En la figura 56 se puede ver la sensibilidad de la bacteria Pseudomonas sp. a los antibidticos al
observar el tamafio de los halos de inhibicion, asimismo puede observarse que para esta bacteria no
tiene ningun efecto los extractos probados.

En la figura 57 se puede ver la reaccion de la bacteria H pylori ante los extractos, lo cual no se observo
ninguna reaccion de inhibicién. Como no se tuvo ninguna inhibicidn con los extractos no se puede
montar tampoco el ensayo de concentracion inhibitoria minima (CIM).

En el trabajo publicado por Cogo et al, 2010, no se reportd ninguna inhibicion de parte del extracto
de Plantago major L contra H pylori.



Figura 56. Prueba de inhibicidn de antibidticos con la cepa Pseudomonas sp.: sensidiscos blancos
(CLR Claritromicina, TE Tetraciclina, AML Amoxicilina), sensidiscos café prueba de cada
extracto.

Figura 57. Prueba de inhibicién de antibidticos con H.pylori. Comportamiento de las cepa 700392
(A) y lacepa 700824 (B) con los antibioticos claritromicina (CLA) como control positivo de
inhibicion y (TE) tetraciclina como control negativo de inhicién para las cepas.

En la figura se observa que los sensidiscos con los extractos no presentan ninguna inhibicién para la
bacteria. Los halos de inhibicién apenas se notan alrededor del antibiotico Claritromicina dado el
color oscuro del agar sangre y el pequefio tamafio de las colonias de H pylori.



9. Discusiény conclusiones

El uso de plantas en la medicina natural es una practica que se ha venido haciendo desde hace miles
de afios en las diferentes culturas. Sin embargo, no siempre se respalda con evidencia cientifica. En
algunos casos, las pruebas se realizan con los extractos crudos sobre las diferentes condiciones de
salud, pero dejando de lado el anélisis de la diversidad de compuestos que pueden estar presentes
ejerciendo el efecto bioldgico.

En primera instancia, de acuerdo con los resultados de los tratamientos de induccién de cultivos
celulares de P. major, el medio seleccionado es el M27.7 50S, ya que fue el Unico que genero callos
friables. Se sugiere ademas, dar seguimiento a las lineas celulares ya que el momento éptimo de
colecta de material para su liofilizacion y elaboracion de extractos. se encuentra entre la semana 6 y
la 8. No se recomienda los subcultivos de callos para esta especie, ya que no se logré evitar la
oxidacion de los mismos en medios con carbdn activado, ni mediante el uso de soluciones
antioxidantes.

En la toma de decisiones se puede contemplar ademas, que el medio M27.7 contiene una
concentracién menor del regulador de crecimiento TDZ (2,5 mg/l), en comparacién con M28.7 (3
mg/l), lo cual no s6lo significa una economia en el gasto del reactivo, sino que ademas la exposicion
prolongada a algunos reguladores de crecimiento sintéticos en plantas, puede tener efectos adversos
como la variabilidad genética no deseada (Danee et al, 2015).

Callos procedentes incluso de un mismo explante difieren en su morfologia y caracteristicas
intrinsecas como color, friabilidad, dureza, tamafio, grado de diferenciacién y produccion de
metabolitos, es entonces cuando las condiciones fisicoquimicas y nutricionales actlan sobre los
cultivos callogénicos para orientar la expresion genética de las células a diversos grados de
diferenciacion, que proporciona a los cultivos caracteristicas propias y unicas, aun cuando éstos
provengan de una misma planta y todavia mas, de un mismo explante (Calva y Pérez, 2005).

Por tanto, en cuanto al establecimiento de cultivos celulares es importante encontrar condiciones de
cultivo no s6lo para que las células crezcan y se dividan rapidamente sino también para que la mayor
parte de ellas expresen su capacidad de rediferenciacion y biosintesis para una o varias substancias
de interés. Entre los reguladores de crecimiento més usados en cultivos de células vegetales estan las
auxinas y citocininas (Calva y Pérez, 2005). El thidiazurén o TDZ (citocinina), ha sido reportado en
diversas publicaciones cientificas relacionadas con el cultivo de tejidos vegetales para la induccién
de callogénesis a través de la promocién de la proliferacion celular (Pérez, 2013).

Esta investigacion contemplé el porcentaje de formacion de callo, el color y la friabilidad, como
parametros de referencia de la idoneidad del proceso de induccion de callogénesis, tal y como lo
recomienda Chitra et al, 2009, siendo los valores éptimos de induccién un 100% de formacion de
callos amarillo-cremosos y friables. De acuerdo con los resultados y contemplando las tres variables
en estudio, el mejor tratamiento para la induccién de cultivos celulares en P. major corresponde al
M27.7 50S.

En segunda instancia, tal y como se mencion0 al inicio, esta reportado que extractos de hoja de P.
major favorece la regeneracion de heridas. A nivel de estudios in vitro, se ha observado que este,
favorece no solo la migracién celular, sino que también la proliferacion ya sea de las células
epiteliales como de los fibroblastos de la dermis, aspecto clave durante el proceso regenerativo
(Velasco et al, 2006; Zubair et al, 2016). Consistente con lo observado en este estudio, Zubair y
colaboradores (2016), encontraron que una concentracién de 0,1 mg/mL presentaba un efecto
bioldgico importante, pero una concentracion de 10 mg/mL mostraba efectos negativos en la



proliferacion/migracién, lo que es también presentado en los resultados. Por su parte, Velasco y
colaboradores observaron que este mismo efecto se observé en otro tipo de células cuando eran
expuestas a extractos hidroalcoholicos de Plantago major en dosis de 0,4 y 0,2 mg/mL. Es importante
entonces ver que esta planta estimula a las células en bajas concentraciones, lo cual es bastante
provechoso a la hora de escalar un posible producto. A pesar es estos hallazgos in vitro, hay que
considerar que la regeneracion de las heridas es un proceso dindmico que consiste en cuatro fases que
se sobreponen: hemostasis, inflamacion, proliferacion y remodelacion y que involucra la
participacion del sistema inmune, asi como del circulatorio, por lo que es necesario analizar este
mismo efecto en un organismo vivo (Ashkani et al, 2019). De manera general, dentro de los
componentes que se asocian a un efecto en la regeneracion esta: polisacéridos, lipidos, derivados de
acido cafeico, flavonoides, glicésidos iridoides y terpenoides proveen actividad antiinflamatoria,
antioxidantes, analgésica, inmunomoduladora, antiulcerativa y antibiotica (Ashkani et al, 2019), pero,
el mecanismo preciso por el cual se da las propiedades aun no esta claro (Zubair et al, 2016).

Como se pudo ver en los resultados, el porcentaje de cierre es mayor para el grupo experimental
durante la fase aguda de la regeneracién (dia 7). Esto puede deberse a que se ha identificado que en
las hojas de P. major hay moléculas bioactivas que tienen actividad antiinflamatoria (Zubair et al,
2011). Dicha propiedad, acorde Adom et al. (2017) puede deberse a la presencia de glucésidos
iridoides como la aucubinay los flavonoides como la baicaleina y la hispidulina. Sin embargo, a partir
del dia 7 hasta el 28 se observa que la ventaja que tenia el porcentaje de cierre sobre los otros dos
grupos ya no esta presente. Esto pudo haberse debido a que solamente durante los primeros 7 dias se
aplico el extracto y que era necesario aplicarlo durante todos los 28 dias o bien era necesario
incrementar la concentracion del extracto. A pesar de ello, Ashkani et al, 2019 usaron extractos
hidroalcholdlicos al 5% en carboximetilcelulosa que aplicaron sobre ratas Sprague Dawley. Ellos
probaron que estos extractos generaron un efecto antiinflamatorio e incrementaron el colageno,
vascularizacion y la proliferacion de fibroblastos. Por otro lado, en otros ensayos se han utilizado
concentraciones considerablemente mayores de P. major, las cuales van en un rango de concentracion
desde un 20% como minimo hasta un 50% como méaximo donde se han obtenido diferencias
significativas en comparacion con los controles (Amini et al, 2010; Moradi et al, 2018; Reyes, 2014;
Rondo, 2019; Yambay, 2013).

El conteo de PMN se realizd solo para las muestras colectadas el dia 3 debido a que para ese momento
es cuando se espera el infiltrado de PMN, en la fase de inflamacion. La presencia de una menor
cantidad de PMN/mm? en las areas analizadas sugiere que el tratamiento experimental tiene un efecto
sobre el infiltrado inflamatorio. Nuevamente se hace una atribucién a los compuestos con actividad
antiinflamatoria que se ha reportado se encuentran presentes en las hojas de P. major como el posible
motivo de un menor infiltrado inflamatorio (Adom et al, 2017; Zubair et al, 2016).

Las medidas de la epidermis se realizaron a partir del dia 7 debido a que para ese momento ya se
puede evidenciar la presencia de esta capa. En todos los grupos fue posible observar la
reepitelializacion en dia 7, lo que indica el inicio de la etapa proliferativa de la regeneracion
(Gantwerker y Hom, 2012). Conforme avanza el tiempo, la epidermis se vuelve mas delgada, lo cual
es lo esperado ya que en la fase proliferativa el tejido se contrae de manera mas pronunciada y la
epidermis se reestructura de tal manera que pierde su grosor (Gonzalez et al, 2016). Para el dia 7,
puede notarse que el grosor de la epidermis de los animales tratados con el extracto de P. major es
maés delgada, lo que puede deberse al efecto de los compuestos bioactivos cuya accidn deriva en una
aceleracion del proceso de regeneracion y el incremento de la proliferacion de los fibroblastos, donde
se ha reportado que esta actividad se le atribuyen a los taninos (Rondo, 2019). Sin embargo, cuando
se llega al dia 14 no se observan diferencias en el grosor de la epidermis de los grupos en estudio. Lo
anterior sugiere que probablemente, era necesario continuar la aplicacion del gel/crema con el
extracto durante mas tiempo o bien, incrementar la concentracion. La misma situacion ocurre para el



dia 28, donde ya se encuentra el tejido en la etapa de maduracidn / remodelacion (Wallace y Zito,
2019) donde no se observan diferencias significativas entre los grupos en estudio.

Al comparar el grosor de la dermis, esta es mas gruesa que la epidermis y tiene una composicion
distinta. El grosor se mide a partir del dia 7 (en fase proliferativa) debido a que antes aun el tejido no
tiene una dermis verdadera, si no componentes que forman una prematriz celular que va a dar lugar
a la dermis més adelante conocido como tejido de granulacion. Para el dia 7 la dermis de los animales
con tratamiento control con excipiente y control sin tratamiento es semejante entre ellas y es méas
gruesa en ambos casos que el grupo experimental. Sin embargo, para el dia 14 y el 28 se nota que ya
la diferencia entre ambos lo més probable, lo que viene nuevamente a preguntarse por la aplicacién
del extracto. Si bien es cierto, esta es una variable que pocas veces se contabiliza como marcador de
la regeneracion, valid la pena analizarlo contra el grosor de una dermis normal o sana.

El conteo de vasos sanguineos se realizé a partir del dia 7 debido a que como el tejido se encuentra
en fase proliferativa es a partir de este momento que se da la angiogénesis, es decir, la formacion de
vasos sanguineos (Schultz et al, 2011). En el dia 7, parece ser que la vasculizacién es superior en el
grupo experimental, pero de nuevo, debido al bajo ny la alta desviacidn, se decidid no realizar analisis
estadistico, sino que se sugiere repetir el estudio piloto con un n mayor. Adicional a eso, es necesario
buscar otro método de conteo para los futuros ensayos, donde se utilice un marcador especifico para
ser detectado por inmunohistoquimica y utilizar un sistema de conteo automatizado. Para el dia 14 y
28 hay una aparente mayor cantidad de vasos sanguineos en los animales tratados con el extracto de
P. major, lo que da como posibilidad de que sus compuestos ayuden al proceso de angiogénesis en la
regeneracion tisular.

Con respecto a la presencia de fibras de coldgeno maduras, aunque se haya evaluado cualitativamente,
esta se puede observar gracias a que la tincidén de RS es muy especifica ya que tifie el coladgeno rojo
(Segnani et al, 2015). Se puede observar que conforme se avanza en el tiempo el depdsito de colageno
es mayor, lo que es congruente con el proceso de regeneracion y favorecedor para restablecer las
propiedades mecanicas de esta capa (Gonzélez et al, 2016).

De manera general, los efectos favorecedores en el proceso de regeneracion de la piel al usar el
extracto de P. major se observan principalmente en las primeras etapas del proceso de y que esto
podria deberse a varias causas. Primero, la concentracion usada del extracto, de acuerdo a lo reportada
en otros estudios, podria considerarse estudiar diferentes concentraciones. De igual manera se debe
determinar que parte de la planta podria presentar mas metabolitos con actividad bioldgica o bien
analizar la estabilidad de los principios activos de la planta. Finalmente, es importante mencionar que
el tamafio de la muestra de los animales en estudio para este proyecto fue muy pequefia, debido a que
era un estudio de tipo exploratorio o bien piloto, por lo que merece la pena repetirlos con un n mayor
para cada tratamiento y aplicando el gel durante todo el estudio. También, se debe tomar en cuenta
que los efectos reportados fueron solo para hembras. EI uso de machos debe también considerarse
para futuros ensayos puesto que se ha reportado que las hormonas sexuales pueden afectar el proceso
de regeneracion en ratones (Chua et al, 2019). Sin embargo, debido a que este ensayo fue considerado
un piloto y se trabajo con un tamafio de muestra tan pequefio, lo ideal era mantener las condiciones
lo méas semejantes posibles con el fin de que la Gnica diferencia fueran los tratamientos aplicados, por
lo que haber afiadido machos hubiera supuesto otro factor a considerar a la hora de evaluar los
resultados.

Por lo anterior se concluye que los extractos de llantén podrian favorecer positivamente la
regeneracion de heridas de la piel. Sin embargo, es necesario continuar investigando tanto los
componentes como los mecanismos detras del efecto visualizado en este estudio.



10. Recomendaciones

Haga sugerencias sobre aspectos del problema no tratado en el trabajo y sobre proyectos futuros que
podrian desprenderse del mismo.

1. Mejorar los procesos de compras al exterior por parte del Departamento de
Aprovisionamiento

2. Capacitar a los funcionarios del Dep de Aprovisionamiento en la gestion de compras de
insumos bioldgicos en el exterior.
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1. Cumplimiento de objetivos



Objetivo general: Optimizar el protocolo de establecimiento de cultivos celulares de Plantago major (llantén) para la
comprobacién de la actividad cicatrizante de un producto farmacéutico y determinar el efecto biolégico contra la
infeccion de H. pylori en modelos in vitro.

OE Productos Fecha de % Comentarios
cumplimiento | avance

1. Optimizar el | Protocolo optimizado Diciembre 100% | Se cuenta con plantulas establecidas en el

sistema de | para la induccion de 2017 laboratorio. Se trabajé en la optimizacion

callogénesis en P. | callogénesis de P. del protocolo de induccion de

major para la | major callogénesis, determinandose que el

obtencion de medio M27.7 con sacarosa, facilita la

compuestos Cultivos celulares de induccion parcial de callos embriogénicos

bioactivos P. major en medio en llantén, en un tiempo de entre 6 y 7

semiso6lido y liquido semanas, tiempo posterior al cual se

realizaria la colecta del material.
Se determiné que el uso de maltosa como
fuente de carbono, soluciones
antioxidantes, y PVP, va en detrimento de
la viabilidad de los callos, los cuales se
evaluaron en funcién del % de formacion,
color y friabilidad, para los tratamientos
evaluad. El uso de carb6n activado y el
subcultivo de materiales permite el
mantenimiento de los cultivos celulares
por un periodo maximo de 8 semanas..
Se determind que bajo las condiciones de
trabajo no fue posible establecer cultivos
celulares liquidos.

X. Establecer un | Modelo de infeccion - - Se cambio objetivo por el establecimiento

modelo de infeccion | de H. pylori en linea de un modelo in vivo de regeneracion (ver

de H. Pylori in vitro | celular géstrica objetivo 5 que esta implicito)

para validar la | estandarizado para el

actividad bioldgica | estudio y valoracion

de compuestos | de compuestos contra

elaborados a partir | la infeccion de H.

de P. major Pylori.

2. Elaborar, | Protocolo de Junio 2018 100% | Los extractos de plantas de campo,

caracterizar y | extraccion de plantulas in vitro y callo fueron

cuantificar metabolitos elaborados.

extractos crudos de
P. major a partir de
callo y hojas secas

secundarios

Extractos crudos de P.
major elaborados a
partir de hojas secas de
campo, invernadero y
cultivo in vitro, asf
como de cultivos
celulares en medio
semisolido y liquido.

Marcador bioquimico
para la cuantificacion
de metabolitos
secundarios definido

Protocolo de
cuantificacion de
metabolitos

secundarios

Perfil bioquimico de la
composicion de los
extractos de P. major

El andlisis de los perfiles bioquimicos se
realiz6 a través de los cromatogramas
generados con las cromatografias GC-MS
(% relativo segun area bajo la curva). No
fue posible establecer un marcador
bioquimico para la cuantificacion de
metabolitos secundarios, a partir de
estandares de verbascdsidos y aucubina.




3. Evaluar la | Datos cuantificables y | Octubre 2019 100% | Se realizd el ensayo de “SWH” para
actividad explicables sobre el determinar cual era el extracto y la
cicatrizante de | efecto en la migracion concentracion a la cual se inducia la
extractos de P. | células de los 5 mayor migracion celular. El extracto mas
major en lineas | extractos  vegetales eficiente fue el elaborado a partir de
celulares. propuestos, en plantas de campo y la concentracién mas
modelos in vitro. eficiente fue entre 0.02% y 0,06% (p/v),
donde se alcanz6 la mejor respuesta
significativamente diferente a los demas
extractos y al control.
4. Evaluar  la | Datos cuantificables y | Octubre 2019- | 100% | Con los datos obtenidos en el objetivo
actividad explicables sobre la Enero 2020 anterior, se decidi6 usar una
cicatrizante de | actividad bioldgica de concentracion de 4% para elaborar un gel.
extractos de P. | extracto de P. major, Este gel se elabord y se aplico diariamente
major in vivo. en modelos in vivo durante 7 dias a ratones con heridas
inducidas controladas. A nivel
macroscopico no se observo diferencia
con respecto al control, tampoco en la tasa
de regeneracion, pero a nivel histoldgico,
si se observo una disminucion importante
de la inflamacién, asi como un cambio en
la matriz extracelular formada durante la
regeneracion.
5. Evaluar  la | Determinar la
actividad bioldgica | viabilidad de las
de los dos mejores | cg)yjas gastricas
extractos d_e P. infectadas con H.
major (objetivo 4) . .
en un modelo de pylori en presencia de No se observaron resultados satisfactorios
infeccion de H. | los dos  extractos de inhibicion bacteriana a partir de todos
pylori in vitro seleccionados en el los ensayos realizados con extractos de
objetivo 4 Octubre 2019- 100% Plantago sobre cultivos de H. pylori. En
Enero 2020 vista de la nula actividad antimicrobiana
Determinar la encontrada en estos ensayos se descarto la
viabilidad ylo realizacion de ensayos de actividad sobre
presencia de H. pylori células géstricas infectadas con H pylori.
en el modelo de
infeccion en presencia
de los dos extractos
seleccionados en el
objetivo 4
Completado 100%

1. Cumplimiento del plan de difusion

Nombre Tipo
de obra de
obra

Estado (aceptado
por publicar y
publicado)

Base de datos
de indexacion

Nombre de | Conto con
Evento Comité
cientifico

(Si 6 NO)




2. Participacion Estudiantil:

Nombre de obra Tipo | Autores
Evaluacion de la capacidad de un gel elaborado a partir de un extracto | TFG Daniela
acuoso de Plantago major para inducir regeneracion de la piel en un Porras y
modelo murino Silvia Castro
Cantidad de estudiantes asistentes 2

3. Ejecucion Presupuestaria:

Se debera indicar el porcentaje de la ejecucion presupuestaria que se logré en el proyecto. Para ello
se debe considerar el monto de los recursos ejecutados mas los recursos comprometidos, monto que
se debe relacionar con el monto total asignado en cada uno de los afios de periodo del proyecto.
Ademas, se debe justificar, cuando corresponda, la sub-ejecucidn presupuestaria

4. Limitaciones y problemas encontrados

A inicios del 2018 se realiz6 la solicitud de compra de las células a la empresa ATCC por medio del
departamento de aprovisionamiento, en ese momento se comprometid el respectivo presupuesto.
Posterior a esta solicitud, la empresa ATCC indicé después de varios meses sin respuesta
(aproximadamente 5 meses), que la Institucién mantenia pendiente un pago desde afio 2016 y por lo
tanto, hasta que no se cancelara el monto, ellos no iban a despachar el pedido actualmente solicitado.
Esta comunicacion fue atendida por los compafieros de Aprovisionamiento y se realizd una reunion
con la Direccidn de Proyectos en la cual se expuso dicha situacion y a partir de esto los

comparieros de Aprovisionamiento gestionaron el presupuesto extraordinario que fue aprobado por
la VIE para atender este pendiente.

Posterior a la cancelacién del pago pendiente con la empresa ATCC, se realizd el rebajo del monto
correspondiente a la nueva compra por parte de Aprovisionamiento, pero, a pesar de ello, los intentos
de comunicacién con la empresa proveedora ATCC para que enviaran la orden de compra fueron
atendidos finales de diciembre del 2018. Por tanto, en vista de los antecedentes expuestos, se solicitd
inicialmente la ampliacion del proyecto por un periodo de 10 meses considerando que el tramite de
compra y llegada de las lineas podria tardar entre 3 y 4 meses, solicitamos la asignacion de 4 horas
(REC) para la M.Sc. Silvia Castro Piedra y 4 horas VIE para la Dra. Virginia Montero Campos
durante el segundo semestre 2019. Ademas de 2 horas por reconocimiento para el coordinador del
proyecto por el total de meses solicitados como ampliacion.

El pedido de las células y las cepas bacterianas llegé a inicios de febrero del 2019 descongelado, lo
cual dafo en su totalidad el producto. Ante tal situacion de urgencia, la VIE brind6 el dinero para
volver a comprar las células y el departamento de Aprovisionamiento realizé la compra en setiembre.
Sin embargo, nuevamente se perdi6 la comunicacion con la empresa.

Adicional a este problema de las células que no llegaban, el laboratorio y equipo donde se iba a
realizar los ensayos correspondientes a los objetivos inicialmente planteados, las instalaciones
estaban en muy mal estado y saturadas con otros proyectos (situacion ya solucionada), por lo que en
ese momento (2019), representaba un riesgo para los otros usuarios y ensayos el manejo de
microrganismos patégenos como lo es H. pylori.

A raiz de los anterior, se realizé un cambio de objetivo, se sustituyo el disefio de modelo de infeccidn
de H. pylori in vitro, por el andlisis de la actividad regeneradora del extracto mas eficiente de Ilantén,
obtenido en los estudios in vitro. Este estudio in vivo se realiz6 exitosamente en modelos animales en



conjunto con el Instituto Clodomiro Picado y a través de la realizacion de un Trabajo Final de
Graduacion de la estudiante Daniela Porras, bajo la tutoria de la investigadora M.Sc. Castro Piedra.

5. Observaciones generales y recomendaciones

De acuerdo con la experiencia generada durante la ejecucion del proyecto o actividad, haga las
observaciones y recomendaciones que puedan contribuir al mejor desarrollo de futuros proyectos.

3. Mejorar los procesos de compras al exterior por parte del Departamento de
Aprovisionamiento

4. Capacitar a los funcionarios del Departamento de Aprovisionamiento en la gestion de
compras de insumos biolégicos en el exterior.



