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Resumen

Plantago major (llantén), es una planta a la que se le han atribuido propiedades medicinales debido a la diversidad de compuestos que
presenta. Estd comprobado que extractos crudos de esta especie, pueden ayudar a la regeneracion de la piel, estimular la proliferacion
celular y que tienen actividad antibacterial. Por lo anterior, en la presente investigacidn se buscé analizar la capacidad regenerativa de
diferentes extractos de P. major en un modelo in vitro e in vivo, incluyendo los cultivos celulares de la planta como una alternativa
biotecnoldgica para la produccién de metabolitos de interés. Para ello, se establecieron cultivos callogénicos a partir de hojas de
plantas in vitro, utilizando un medio de cultivo con 50% de sales y vitaminas M&S, suplementado con 2,5 mg/l de TDZ, sacarosa 3%
m/v y pH 7. Se probaron distintas concentraciones de diferentes muestras de P. major para evaluar cual era el efecto sobre la
migracién celular in vitro. Posteriormente, luego de seleccionar el tratamiento de extracto de campo como el més eficiente in vitro, se
elaboré una crema a base de esta planta para analizar el efecto durante las diferentes fases de regeneracién en piel en un modelo
murino. En el caso del modelo de regeneracion in vivo parece ser que el extracto de P. major ejerce una accién antiinflamatoria lo que
favorece el incremento en la tasa de regeneracién. De esta manera se concluye que la especie P. major podria tener un efecto positivo
en la fase aguda del proceso de regeneracién en piel.

Palabras clave: Callo friable, cultivo celular, formulacién, histologia, regeneracion de piel.

Abstract

Plantago major is a plant that has been attributed medicinal properties due to the diversity of compounds present in it. Crude
extracts of this plant have been shown to aid in skin regeneration, stimulate cell proliferation, and exhibit antibacterial activity. This
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research aims to analyze the regenerative capacity of various extracts of P. major in an in vitro and in vivo model, including plant cell
cultures, as biotechnology alternatives to produce metabolites of interest. Callus cultures were established in vitro using plant leaves
cultured in M&S medium containing 50% salts and vitamins, supplemented with 2.5 mg/l TDZ, 3% m/v sucrose and pH 7.
Different concentrations of P. major samples were tested to evaluate the in vitro cell migration. It was found that field extract
treatment was the most efficient. Then, it was used to develop an ointment for analyzing its effect during skin wound healing phases
in a murine model. The results of the in vivo regeneration model suggest that the P. major extract has anti-inflammatory properties
which could increase the closure rate Thus, it is concluded that P. major species may be able to a positive effect on the acute phase of
the skin wound healing,

Keywords: Cell culture, callus, histology, pharmaceutical formulation, skin regeneration.
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Introduccién

Durante muchos anos, se ha venido investigando alrededor del mundo, los mecanismos de muchas de las
plantas utilizadas en la medicina tradicional con el fin de demostrar su efectividad en diversas condiciones de
salud [1]. Recientemente la Organizacion Mundial de la Salud estima que cerca del 80% de la poblacién
mundial utiliza plantas medicinales en algunos casos de atencién primaria de salud [2] .

Una planta que ha sido muy utilizada en diferentes culturas es Plantago major. En el caso de esta especie, se
le ha atribuido propiedades regenerativas especificamente a las hojas y a las semillas ya que se ha evidenciado
que Plantago major tiene actividad antiinflamatoria, analgésica, regenerativa, antioxidante e
inmunomoduladora en estudios realizados a nivel in vitro ¢ in vivo [1][2]. Se considera que estas propiedades
son brindadas por el contenido de compuestos bioactivos. A pesar de estos resultados, y 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 elaboracién del extracto y también la
concentracién utilizada. Por lo que es necesario estandarizar las condiciones para determinar el efecto
bioldgico sobre las heridas.

Metodologia

Establecimiento de cultivos callogénicos: La semilla, requerida para la introduccién in vitro, fue
suministrada por Laboratorios Lisan, a partir de su material de campo con el que cuentan para su
Departamento de Investigacion y Desarrollo de Procesos. El protocolo de introduccién de semilla se apegé al
establecido por Garro y Alvarenga en 2009 [7]. Una vez germinadas las semillas in vitro se trabajé con cultivo
de dpices de acuerdo con el protocolo descrito por estos mismos autores.

A partir de las pldntulas de llantén in vitro se extrajeron segmentos de hoja joven de 1 cm2 para la induccién
de callogénesis somdtica, con el haz en contacto con el medio de cultivo. El medio de induccién de callogénesis,
se formulé con una base de sales y vitaminas M&S [8] al 50 %, suplementado con 2,5 mg/l de TDZ, 3% m/v
de sacarosa y pH 5,7; este medio de cultivo se denominé como M27.7 50S y corresponde al mismo empleado
para el subcultivo del material también. Los explantes fueron colocados a una temperatura de 22°C y en
condiciones de oscuridad durante 6 semanas.

Elaboracién de extractos crudos y formulacién cremosa: La seccién de Investigacién y Desarrollo de
Procesos (I+D) de Laboratorios Lisan S.A. trabajé en el desarrollo de las metodologias de elaboracién de
extractos y de la formulacién cremosa de uso tépico para comprobacién de capacidad regenerativa de la planta
en estudio. Los extractos hidro-alcohélicos crudos de P. major, elaborados por Laboratorios Lisan, se
prepararon en una concentraciéon de 10% p/v utilizando etanol al 95%, e incluyeron material de campo
colectado a las 8 semanas de su cultivo, plantas in vitro de 6 semanas desde su subcultivo y cultivos callogénicos
de 6 semanas (desde su ler subcultivo).

Evaluacién de la actividad regenerativa in vitro e in vivo: Para la prueba de migracién y proliferacion celular
in vitro, se sembré una linea celular de fibroblastos murinos 3T3 a una densidad de 104 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 realizé un rayado en forma de cruz en el centro de cada pozo.
Luego, se realizaron lavados con PBS y se agregd DMEM con 5% de SFB como control y, se aplicaron 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 condicién y adicionalmente, se repitié 3 veces. Luego cada pozo fue
fotografiado con el fin de observar la migracién celular a través de la herida inducida. Este proceso se llevé a
cabo hasta que la superficie fue totalmente cubierta. El proceso de captura de imdgenes se realizé con un
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microscopio invertido Olympus CKX31. Luego con el programa de procesamiento de imégenes Image J 1.8 K
(National Institutes of Health, USA), se analizé el porcentaje de 4rea cubierta por migracién 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 utiliz6 el
programa Minitab versién 18 (State College, PA).

Para la evaluacién del P. major en el proceso de regeneracion in vivo, se utilizaron 30 ratones de la cepa
CD-1. Este experimento contd con la autorizacién del Comité Institucional de Cuido y Uso de los Animales
de la UCR, siguiendo las recomendaciones y los lineamientos correspondientes para la ejecucién de los
experimentos.

Los ensayos se llevaron a cabo en el Instituto Clodomiro Picado de la Universidad de Costa Rica (UCR). Se
trabajé con tres grupos de animales, todas hembras entre 5 y 6 semanas de nacidas de la cepa CD-1. El primer y
segundo grupo consistieron de 12 animales cada uno. El tercer grupo, estuvo conformado por 6 animales. El
primer grupo se utilizé para aplicar el tratamiento control. Para este, se aplicé el gel con excipiente sobre la
lesion. 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 ningun tratamiento. De manera general, a los animales se les indujo anestesia con ketamina
(90 mg/kg) y xilacina (10 mg/kg) via i.p. y se les realizé una herida estandarizada > lcm2, eliminando
epidermis y dermis. Justo después, se aplicé de forma tépica cada uno de los tratamientos el gel con excipiente,
el gel con P. major y el control negativo donde no se aplicé nada. Este procedimiento se realizé diariamente
durante una semana completa. Tres animales de cada grupo fueron eutanasiados en cimara de CO2 los dias 3,
7, 14 y 28 post-herida, con el fin de analizar el tejido formado en cada una de las fases correspondientes a la
regeneracion de la piel. Para determinar la tasa de regeneracién todos los animales fueron fotografiados todos
los dfas utilizando la misma distancia focal y junto a una regla métrica (usada para la calibracién y
estandarizacién del drea de la lesion). Las fotos fueron analizadas con el programa Image J y se calculé el
porcentaje de regeneracion cutdnea. Se calculd el porcentaje de cierre con la siguiente férmula: ((area de herida
inicial - 4rea de herida diaX) / 4rea inicial)*100.Se aplicaron pruebas de Mann-Whitney haciendo uso de los
programas estadisticos IBM"SPSS Statistics” y GraphPad Prism versién 5.00 para Windows. Se reportaron los
resultados como las medias + el error estdndar (SE).

Después de cada eutanasia, se tomé una muestra de la piel de la zona de la herida, incluyendo una parte de la
piel sana, y se colocé en una solucién de formalina fosfatada a 4°C. El tejido corté en secciones de 4 0 5 mm de
tal forma que abarcara la zona lesionada y los mérgenes sanos. Posteriormente las muestras se tifiecron con
hematoxilina y eosina para realizar una evaluacién microscépica de la estructura de la piel formada. Las
imdgenes 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). Para determinar el depésito
de colageno, las muestras también se tifieron con rojo sirio. Se cuantific el porcentaje del tejido total
relacionado con deposicién de coldgeno (fibrosis) a los 28 difas, haciendo uso del programa computacional
“ImageJ 1.51K” (National Institutes of Health, USA).

Resultados
Establecimiento de cultivos celulares

En la figura 1 se presentan los resultados obtenidos en la induccién de callogénesis a partir de hoja in vitro de
Plantago major.
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Figura 1
Callo de la linea 11906 subcultivado en medio M277 S0S con 6 semanas de crecimiento

Estimulacién de la migracién celular in vitro

Tal y como se observa en la figura 2, parece que el extracto de callo en bajas concentraciones tiene una
actividad bioldgica importante sobre la migracién celular. Por ejemplo, a las 48 y 72 horas, ya se puede observar
una diferencia significativa en la migracién celular con la concentracién de 0,02% cuando se compara con el
control. Pero curiosamente, cuando se compara entre todas las concentraciones a las 48 horas, la diferencia en
la migracién no es significativa (p >0,05, ANOVA). A las 72 horas, se observa que el 4rea no cubierta por
células en el control es significativamente mayor en comparacién las concentraciones analizadas (p <0,05,
Kruskal-Walis y mediana de Mood). A pesar de estos resultados, en algunos casos se presentd citotoxicidad a
partir de la concentracién de 0,04%, por lo que se descarta este extracto para realizar los ensayos in vivo.

150 +
130 +
110 +

90 +

uDia 0
1Dia 1
70 +

wDia?2
mDia3
50 +

30 +

Area de la herida (%)

10l 0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1

Concentracion del extracto de callo (%)

Figura 2
Efecto de un extracto de callo de P major en diferentes concentraciones sobre la migracién celular de fibroblastos
murinos durante 24 48 y 72 horas Control 002% 006% 008% y 01% ANOVA 004% Kruskal Wallis Las letras que son
diferentes entre cada concentracién set de columnas representan diferencias significativas
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En el caso del extracto de campo (figura 3), se puede afirmar que, a las 24 horas, a pesar de que en el control
hubo menor porcentaje de cierre, no hay diferencias significativas entre los tratamientos (p >0,05, ANOVA).
Pero, a las 48 horas, se encontré diferencias significativas entre el control y las concentraciones de 0,02%,
0,04%, 0,06% y 0,1%, siendo estas concentraciones més eficientes en estimular la migracién celular (p <0,05,
ANOVA). A las 72 horas, se encontré diferencia significativa entre 0.02% vy 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.

150 T
130 1
110 +

90

mDay 0
70 | Day 1
mDay 2

mDay 3

Wound area (%)

50 +

30 1

10 4 0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1
Field plant extract (% w/v)

Figura 3
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 horas ANOVA Las letras que son diferentes entre cada concentracién set de

columnas representan diferencias significativas

Finalmente, en el caso del extracto obtenido a partir de las plantas de llantén cultivadas in vitro (figura 4), a
las 24 y 48 horas, a pesar de que en el control hubo menor porcentaje de cierre, en comparacién con las
diferentes concentraciones analizadas, no hay diferencias significativas entre cada una de las concentraciones
analizadas en comparacién con el control (p >0,05, Kruskal-Walis). A las 72 horas, se encontré diferencia
significativa entre el control y los diferentes tratamientos. Sin embargo, entre tratamientos, no se encontré
diferencias significativas, 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 mostraron una gran desviacién.
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Figura 4
Efecto de un extracto de P major vitroplanta en diferentes concentraciones sobre la migracién celular de fibroblastos
murinos durante 24 48 y 72 horas ANOVA Las letras que son diferentes entre cada concentracion set de columnas

representan diferencias significativas

Cuando se compara entre todos los tratamientos (extractos y concentraciones), se observa que, a las 24
horas, no hubo diferencias significativas entre las diferentes concentraciones de los 3 extractos, (p = 0,453,
Kruskal-Walis). A las 48 horas, se encontré que los extractos de planta de campo al 0,02% y 0,04%, ast como el
extracto de callo al 0,02% y el extracto de planta de in vitro al 0,04%, estimula la migracién de las células con
respecto al resto de los tratamientos (p = 0,004, Kruskal Walis y Mediana de Mood). A las 72 horas, se
encontrd una migracion significativamente superior cuando se utilizé el extracto de planta de campo ¢ in vitro
al 0.02% y 0,04%, lo que de nuevo demuestra que hay un potencial de esta planta a bajas concentraciones.

Efectos de P. major sobre la regeneracion de la piel

En la figura 5 se puede observar la evolucién de las heridas de acuerdo a los tratamientos aplicados durante
un seguimiento de 28 dias.
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Figura 5

Imagen macroscépica de la evolucion del proceso de regeneracion de la lesién 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 cierra de manera progresiva en
todos los tratamientos. Se observa que para el dia 7 sin importar el tratamiento aplicado, la lesién presentaba
un grano o costra, propio de la regeneracién 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 mds especifica, en la figura 6, se puede observar el porcentaje de cierre promedio
calculado para los animales de cada respectivo dia y tratamiento.
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Figura 6

Porcentaje de cierre de la lesién para los animales en estudio

En la figura 6 se puede observar que el porcentaje de cierre aumenta conforme avanza el tiempo en todos los
casos. Ademads, se pueden apreciar que para el dia 3, el porcentaje de cierre es mayor para los animales con el
tratamiento experimental, pero, esta diferencia no es significativa (ANOVA Welch, p= 0,571). Caso
semejante para estos ultimos dos sucede en el dia 7 (ANOVA, p= 0,967) y 28 (T-student, p =0,419). Sin
embargo, en el dia 14 se puede notar que el tratamiento control con excipiente tiene un porcentaje de cierre
significativamente mayor que el tratamiento experimental (T-student, p <0,05).

Con respecto al conteo de polimorfonucleares, en el cuadro 1 se puede observar la cantidad de PMN/mm?2
promedio para las muestras de cada tratamiento del dia 3.

Cuadro 1
Cantidad de PMNmm?2 en la lesién
de los animales de los diferentes
tratamientos en el dfa 3

Gel + excipiente2,126,6 £117,26
Gel + P. major 1,272,2 + 167,91*
Sin tratamiento 2 183,3 + 160,07

Se puede notar que la cantidad de PMIN/mm?2 para los animales tratados con el extracto de P.major en 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). Mientras que entre el tratamiento control con excipiente y el
control sin tratamiento, el comportamiento es bastante semejante.

Con respecto al grosor de la epidermis (figura 7), el cambio a través del tiempo en los diferentes

tratamientos puede observarse en la figura 7.
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Excipiente Experimental Control neg.

Dia3

Dia 7

Dia 14

Dia 28

Figura7
Cortes histoldgicos de una tincién con HE de muestras de piel de raton sometidos a diferentes tratamientos Aumento
40x

De manera mds cuantitativa, la figura 8 muestra que el dia 7 los animales tratados con el extracto de llantén
tienen la epidermis menos gruesa de manera significativa (ANOVA, p<0,05), comparada con el grupo control
excipiente y control sin tratamiento. Para el dia 14 no hay diferencia significativa entre los tratamientos (T-
student, p = 0,07) y a los 28 dias tampoco (Mann-Whitney, p =0,306). El grosor de la epidermis obtenido a los
28 dias es significativamente mayor que el grosor de una epidermis sana (17,3 pm, Wilcoxon, p <0,05).
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Figura 8

Grosor de la epidermis regenerada bajo los diferentes tratamientos

Se realizé un conteo de vasos sanguineos presentes en el tejido formado bajo las condiciones de los diferentes
tratamientos (figura 9). 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 regeneracién en la que se encuentra, sin embargo, no
hay diferencia significativa entre ellos (ANOVA, p = 0,668). Al dia 14 y 28, se observa que aquellos animales
tratados con llantén si presentan mayor cantidad de vasos de manera significativa (T-student, p <0,05).
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Figura 9
Cantidad de vasos sanguineos presentes en el tejido regenerado
Discusion

El uso de plantas medicinales es una practica que se ha venido haciendo desde hace miles de afos en las
diferentes culturas. Sin embargo, no siempre se respalda con evidencia cientifica. Para esta investigacion, el
medio de cultivo M27.7 50S gener6 callos friables de llantén a partir de segmentos de hoja de vitroplanta. El
momento 6ptimo de colecta de material celular para su liofilizacién y elaboracién de extractos se encuentra
entre la semana 6y la 8. No se recomienda realizar més de un subcultivo de callos para esta especie, ya que no se
logré evitar la oxidacién de los mismos en medios con carbén activado, ni mediante el uso de soluciones
antioxidantes, en subcultivos posteriores. Callos procedentes incluso de un mismo explante difieren en su
morfologfa y caracteristicas intrinsecas como color, friabilidad, dureza, tamano, grado de diferenciacion y
produccion de metabolitos, es entonces cuando las condiciones fisicoquimicas y nutricionales actiian sobre los
cultivos callogénicos para orientar la expresién genética de las células a diversos grados de diferenciacién, que
proporciona a los cultivos caracteristicas propias y tnicas, aun cuando éstos provengan de una misma plantay
todavia més, de un mismo explante [9]. Entre los reguladores de crecimiento mds usados en cultivos de células
vegetales estdn las auxinas y citocininas [9]. El tidiazurén 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 [10]. El medio del cultivo M27.7 50S contiene una
concentracién baja del regulador de crecimiento TDZ (2,5 mg/l), lo evita la exposicién prolongada a este
compuesto, ya que se conoce que algunos reguladores de crecimiento sintéticos en plantas, puede tener efectos
adversos como la variabilidad genética no deseada [11]. Esta investigaciéon contempld el porcentaje de
formacion de callo, el color y la friabilidad, como pardmetros de referencia de la idoneidad del proceso de
induccion de callogénesis, siendo los valores 6ptimos de induccién un 100% de formacién de callos amarillo-
cremosos y friables [12].

Tal y como se menciond al inicio, estd reportado que extractos de hoja asi como de raiz de P. major favorece
la regeneracién de heridas. Estudios in vitro han mostrado que esta planta favorece la migracién y la
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proliferacién de las células epiteliales y los fibroblastos de la dermis, aspecto clave durante el proceso
regenerativo [1][13]. Consistente con lo observado en este estudio, Zubair y colaboradores en 2016,
encontraron que una concentraciéon de 0.1 mg/mL presentaba un efecto bioldgico importante, pero a una
concentraciéon de 10 mg/mL mostraba efectos negativos en la proliferacién/migracion, lo que es también
presentado en los resultados. Por su parte, Velasco y colaboradores observaron este mismo efecto en otro tipo
de células cuando eran expuestas a extractos hidroalcohdlicos de Plantago major en dosis de 0,4 y 0,2 mg/mL.
A pesar de estos hallazgos in vitro, hay que considerar que la regeneraciéon de las heridas es un proceso
dindmico que consiste en cuatro fases que se sobreponen: hemostasis, inflamacién, proliferacién y
remodelacién 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 [14]. De manera general, dentro de los
componentes que se asocian a un efecto en la regeneracién estan: polisacaridos, lipidos, derivados de 4cido
cafeico, flavonoides, glicésidos iridoides y terpenoides proveen actividad biomédica en diversos tejidos del
organismo pero, el mecanismo preciso por el cual se da las propiedades atin no estd del todo claro [1][14].

Tal y como se pudo ver en los resultados, el porcentaje de cierre es mayor para el grupo experimental durante
la fase aguda de la regeneracién (primeros 7 dias). Esto puede deberse a que se ha identificado que en las hojas
de P. major hay moléculas bioactivas que tienen actividad antiinflamatoria [15]. Dicha propiedad, acorde
Adom et al. (2017) puede deberse a la presencia de glucésidos iridoides como la aucubina y los flavonoides
como la baicaleina y la hispidulina [16]. Sin embargo, a partir del dia 7 hasta el 28 se observa que la ventaja que
tenfa el porcentaje de cierre sobre los otros dos grupos ya no estd presente. Esto pudo haberse debido a que
solamente durante los primeros 7 dias se aplicé el extracto y que era necesario aplicarlo durante todos los 28
dias o bien era necesario incrementar la concentracion del extracto. También, Ashkani et al, 2019 aplicaron
extractos hidroalcholdlicos al 5% en carboximetilcelulosa sobre una lesién inducida en ratas Sprague Dawley y
probaron que estos extractos generaron un efecto antiinflamatorio e incrementaron el coldgeno,
vascularizacion y la proliferacién de fibroblastos [5]. Por otro lado, en otros ensayos se han utilizado
concentraciones considerablemente mayores de P. major, las cuales van en un rango de concentracién desde un
20% como minimo hasta un 50% como maximo donde se han obtenido diferencias significativas en
comparacién con los controles [17][18][19][20][21]. El conteo de PMN se realizé 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
inflamacién. La presencia de una menor cantidad de PMN/mm2 en las dreas 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 [1][16]. 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 reepitelializaciéon en dia 7, lo que indica el inicio de la etapa
proliferativa de la regeneracion [22] Conforme avanza el tiempo, la epidermis se vuelve més 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 [23]. Para el dfa 7, puede notarse que el grosor de la epidermis
de los animales tratados con el extracto de P. major es mas delgada, lo que puede deberse al efecto de los
compuestos bioactivos cuya accién deriva en una aceleracién del proceso de regeneracién y el incremento de la
proliferacién de los fibroblastos, actividad atribuida a los taninos [20]. 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 aplicacién del gel/crema con el extracto durante més tiempo o bien,
incrementar la concentracién. La misma situacién ocurre para el dia 28, donde ya se encuentra el tejido en la
ctapa de maduracién / remodelacién [24] donde no se observan diferencias significativas entre los grupos en
estudio. Por otro lado, 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 formacién de
vasos sanguineos [25]. En el dia 14 y 28, parece la vascularizacion es significativamente superior en el grupo
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experimental. Sin embargo, 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. A pesar de ello, parece indicar que hay posibilidad de que sus compuestos ayuden al proceso de
angiogénesis en la regeneracién tisular. 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, 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, ademas de aplicar por
més dias el tratamiento tdpico.

Conclusiones

Los efectos benéficos en el proceso de regeneracién de la piel al usar el extracto de P. major se observan
principalmente en las primeras etapas del proceso, y se sugiere continuar la aplicaciéon del gel/crema con el
extracto durante mds tiempo o bien, incrementar la concentracién.

Fue posible ademads observar que la vascularizacion es significativamente superior en el grupo experimental,
indicando con ello que hay posibilidad de que los compuestos de llantén, ayuden al proceso de angiogénesis en
la regeneracién tisular.
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