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Resumen IX

Resumen

En este trabajo se evalud la actividad antioxidante de los metabolitos secundarios
presentes en dos extractos, oleoso e hidroglicélico, de flores de Calendula officinalis
liberados de forma controlada por soportes de colageno tipo | con microparticulas de
gelatina-colageno desarrollados mediante ingenieria de tejidos, con el fin determinar su
posible aplicacién en heridas cutdneas crénicas con elevadas concentraciones de
especies reactivas de oxigeno. Se realizaron pruebas de citotoxicidad in vitro siguiendo
la norma ISO 10993-5 y la USP 36 (87) para establecer la concentracion a la cual los
extractos podian ser asociados a los soportes. Para determinar el contenido de
compuestos fenodlicos se empled el método Folin-Ciocalteu y para evaluar la actividad
antioxidante se emplearon los métodos ORAC (Oxygen radical absorbance capacity) y
FRAP (Ferric reducing antioxidant power). A través de las pruebas de citotoxicidad se
determiné que concentraciones menores o iguales al 1% viv y 10% v/v, para extracto
hidroglicélico y oleoso respectivamente no son citotoxicas. EI mayor contenido de
compuestos fendlicos se encontré en el extracto hidroglicélico y la mayor actividad
antioxidante en el extracto oleoso, lo cual sugiere que la capacidad antioxidante de los
metabolitos secundarios presentes en el extracto oleoso podria ser atribuida a
compuestos no fendlicos o a interacciones antagonistas o sinérgicas entre los
compuestos fendlicos y otros metabolitos. En conjunto, estos resultados sugieren que el
sistema constituido por el soporte de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-
colageno asociado al extracto oleoso, representa una alternativa terapéutica dirigida a
modular el estrés oxidativo generado en una herida crénica y por lo tanto a mejorar el

proceso de cierre de una herida.

Palabras clave: Soporte de Colageno, Calendula officinalis, actividad antioxidante,

citotoxicidad, cicatrizaciéon de heridas.



Abstract X

Abstract

In this work tissue engineering scaffolds modified as a control release systems compose
of gelatin-collagen microparticle-loaded collagen type | scaffolds were associated to
hydroglycolic and oil extracts of Calendula officinalis to improve its bioactivity. The
citotoxicity and antioxidant activity was evaluated. To establish the concentration at which
the extracts could be associated with the collagen type | scaffolds and to assay the
biocompatibility of the collagen scaffold associated with each extracts, the in vitro
citotoxicity of each extracts and their association to the scaffold was evaluated according
to 1ISO 10993-5 and USP 36. The total phenolic content was determined by the Follin
Ciocalteu method and the antioxidant capacity was detected by FRAP (Ferric reducing
antioxidant power) and ORAC (Oxygen radical absorbance capacity) methods. Through
citotoxicity assays it was concluded that concentrations less than or equal to 1% v/v and
10% vlv, for hydroglycolic and oil extracts respectively are not citotoxic. The higher
content of phenolic compounds was found in the hydroglycolic extract and the highest
antioxidant activity assessed through the FRAP and ORAC method was found in the oil
extract, suggesting that the antioxidant capacity of secondary metabolites in the oil
extract of Calendula officinalis flowers could be attributed to compounds different to
polyphenols. Overall, the results suggest that this type of product can be used as an
alternative therapy aimed at reducing oxidative stress characteristic of chronic wounds

and therefore improve the process of wound healing.

Keywords: Collagen scaffolds, Calendula officinalis, antioxidant activity,

citotoxicity, wound healing.
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Introduccioén

Durante el metabolismo celular se generan moléculas altamente reactivas conocidas
como Especies Reactivas de Oxigeno (ERO) (Maldonado et al., 2010), las cuales
también pueden ser formadas como resultado de la exposicibn a contaminantes
ambientales fisicos y quimicos (Bickers & Athar, 2006). En concentraciones fisiologicas
normales, las ERO juegan un papel importante en la regulacion de las funciones
celulares. Sin embargo, la produccién excesiva de estas moléculas o el déficit en el
sistema de defensa antioxidante, condicion conocida como estrés oxidativo, puede
causar serios dafios a nivel celular dando paso a diversas condiciones patolégicas
(Droge, 2002; Valko et al., 2007). En heridas cronicas, presentes con mayor incidencia en
adultos mayores y pacientes diabéticos, el estrés oxidativo induce y mantiene la fase
inflamatoria desfavoreciendo el proceso de cicatrizacién (Soneja et al., 2005).

Las flores de la Calendula officinalis han sido empleadas tradicionalmente alrededor del
mundo para tratar diversas afecciones de la piel. Sus propiedades farmacolégicas han
sido atribuidas a una variedad de metabolitos secundarios con actividad antioxidante
(Butnariu & Coradini, 2012; Cetkovié et al., 2004; Preethi et al., 2006). En Colombia, el
Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA), acepta su
aplicacion tépica como anti-inflamatorio y cicatrizante; asi como, su administracion oral

como anti-inflamatorio.

Nuestro grupo de trabajo en ingenieria de tejidos, ha desarrollado soportes de colageno
tipo | que al ser usados como injertos en heridas cutaneas y de mucosa oral de espesor
parcial mejoran la cicatrizacién. Recientemente, el método establecido por el grupo para
elaborar estos soportes fue modificado mediante la incorporacién de microparticulas
hechas de gelatina-colageno con el fin de potenciar sus caracteristicas regenerativas. El
sistema constituido por el soporte de colageno tipo | y las microparticulas de gelatina-

colageno, puede ser asociado a extractos vegetales con propiedades farmacoldgicas y
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liberarlos en las lesiones en las que se aplique. En el trabajo mencionado se demostré
gue este sistema libera de manera controlada un extracto hidroglicélico de flores de
caléndula, asegurando su presencia en el medio por lo menos durante dos semanas
(Jiménez, 2013; Jiménez et al., 2015). Por otra parte, su eficacia como sustituto artificial
fue evaluada en un modelo animal lagomorfo de heridas cutaneas agudas de espesor
total, donde se evidencié que el soporte de colageno tipo | con microparticulas de
gelatina-colageno asociado al extracto hidroglicolico no se integré al lecho de la herida y
tuvo una tasa de degradacion lenta (Millan, 2014).

Debido a los efectos deletéreos de las ERO y al agotamiento de antioxidantes de bajo
peso molecular, principalmente en heridas cronicas en las que se ha reportado que el
estrés oxidativo impide su cierre (Eming et al., 2007; Moseley et al., 2004; Schafer &
Werner, 2008), es importante evaluar la capacidad antioxidante de extractos vegetales
asociados y liberados por los soportes de colageno tipo |, ya que éste tipo de productos
podria representar una alternativa terapéutica dirigida a reducir el estrés oxidativo y por lo

tanto a mejorar el proceso de cierre de una herida crénica.

El presente trabajo tuvo como objetivo principal evaluar la actividad antioxidante de
extractos, hidroglicélico y oleoso, de flores de Calendula officinalis asociados a soportes
de colageno tipo I. Para tal fin, se llevaron a cabo pruebas in vitro de citotoxicidad para
establecer la concentracién a la cual cada uno de los extractos podia ser asociado a los
soportes de colageno tipo I. Posteriormente, se evalué in vitro la actividad antioxidante
de los metabolitos secundarios liberados por los soportes de colageno tipo | con

microparticulas de gelatina-colageno.



1.Marco Teodrico

1.1 Caracteristicas generales de la piel

La piel es un 6rgano compuesto por dos capas, la epidermis y la dermis. La epidermis es
un epitelio estratificado compuesto principalmente por queratinocitos, encargados de la
sintesis de queratina, que proliferan en el estrato basal y migran hacia el estrato cérneo
donde mueren y se descaman continuamente. La dermis subyacente, que interdigita con
las crestas epiteliales de la epidermis, es un tejido conjuntivo que proporciona soporte,
elasticidad y vascularidad a la piel. Esta compuesta por una capa profunda o reticular y
por una capa superficial o papilar. Los fibroblastos son el principal tipo celular encontrado
en la dermis encargados de la sintesis de colageno, principalmente colageno tipo I, y
elastina (Figura 1-1) (Venus et al., 2011).

Terminad én
nerviosa

Capa cirnea
.- Epidermis
Glandulas - Dermis
sudoriparas
S Hipodermis

Foliculo piloso
Corpusculo de Padni

S

Inervaddn vasadlar Inervaddn nend osa

Musculo erector del pelo

Glandulas sebaceas

Figura 1-1:  Estructura de la piel. Tomado y modificado de: (Catalano et al., 2013).

La piel actta como un sistema de defensa contra microorganismos invasores y
contaminantes ambientales fisicos y quimicos, actia como una barrera de permeabilidad

selectiva y como 6rgano sensorial (Lee et al.,, 2006). Por lo tanto, la pérdida de la
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integridad estructural de la piel implica una alteracién de la homeostasis que puede

conducir a un estado patolégico critico o incluso a la muerte (Kamolz et al., 2008).

1.2 Proceso de cierre de heridas

El proceso de cierre de heridas comprende cuatro fases: hemostasia, inflamacion,
proliferaciéon y remodelacién, que se traslapan en el tiempo y que involucran diversas

moléculas y tipos celulares (Enoch & Leaper, 2008).

1.2.1 Hemostasia

La pérdida de continuidad de la piel, da inicio a la adicién y agregacion plaguetaria que
resulta en la conversion de fibrindgeno a fibrina y en la subsecuente formacion del
coagulo que evita la pérdida de sangre e inicia el proceso de cierre de la herida. Este
coagulo proporciona una matriz provisional para la migracion celular (Enoch & Leaper,
2008; Gurtner et al., 2008; Reinke & Sorg, 2012).

1.2.2 Inflamacion

La fase inflamatoria da paso a la infiltracion en la herida de células del sistema inmune
encargadas principalmente de minimizar la contaminacion bacteriana a través de
enzimas de degradacion y de Especies Reactivas de Oxigeno (ERO), ademas de
sintetizar factores de crecimiento responsables de la proliferacion celular (Enoch &
Leaper, 2008; Gurtner et al., 2008; Reinke & Sorg, 2012).

1.2.3 Proliferacion

En esta fase se forman nuevos vasos sanguineos y los fibroblastos sintetizan los
componentes necesarios para el desarrollo de la nueva matriz extracelular. Esta nueva
matriz, de gran importancia en el proceso de reparacién, proporciona un sustrato para la
adhesion, proliferacion y diferenciacion celular. Los queratinocitos migran desde el borde
de la herida, proliferan y se diferencian restableciendo asi el epitelio estratificado.
Finalmente, algunos fibroblastos son diferenciados a miofibroblastos con el fin de unir los
bordes de la herida (Enoch & Leaper, 2008; Gurtner et al., 2008; Reinke & Sorg, 2012).
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1.2.4 Remodelacioén

En esta etapa, la matriz extracelular es remodelada constantemente a través de la
sintesis y degradacion del colageno. El colageno tipo Il sintetizado durante la fase
proliferativa es reemplazado por colageno tipo |, dando paso a una cicatriz avascular y
acelular en donde se han perdido las caracteristicas estructurales y funcionales del tejido
original (Enoch & Leaper, 2008; Gurtner et al., 2008; Reinke & Sorg, 2012).

1.3 Especies Reactivas de Oxigeno

Aunque el oxigeno (O,) es considerado sindnimo de vida, es a su vez capaz de ejercer
efectos nocivos en las células debido a la formacion de moléculas altamente reactivas,
conocidas como especies reactivas de oxigeno (ERO) (Tabla 1-1), capaces de alterar el
estado redox celular. Estas moléculas son generadas como producto del metabolismo
celular y por fuentes externas como el tabaco, la contaminacion ambiental, la radiacién
UV y algunos medicamentos, entre otros (Astiz, 2009; Devasagayam et al., 2004; Pham-
Huy et al., 2008; Ugartondo, 2009).

Tabla 1-1: Principales Especies Reactivas de Oxigeno

ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO ‘

RADICALES COMPUESTOS NO
LIBRES RADICALES

Superéxido (05" Perdxido de Hidrégeno

(H20,)
Bl (02-2) OX|gen? Singulete
(O2)
Perhidroxilo
Ozono (O
(HO,) (©3)

. . . Acido Hipocloroso
Hidroxilo (OH) (HCIO)
Peroxilo (ROO) Nitrosonium (NO™)

; : Nitroxilo
Alcoxilo (RO’) (NO)
Oxido Nitrico Peroxinitrito

(NO) (ONOO)

Dioxido de Trioxido de Nitrégeno
Nitrégeno (NO,) (N,O5)

(Devasagayam et al., 2004; Lozada & Garcia, 2009; Ugartondo, 2009)
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En concentraciones fisiol6gicas normales, las ERO juegan un rol importante en la
regulacién de las funciones celulares. Sin embargo, una produccion excesiva de estas
moléculas o un déficit en el sistema de defensa antioxidante, condicién conocida como
estrés oxidativo, puede causar serios dafios a nivel celular (Droge, 2002; Valko et al.,
2007). La magnitud del dafio ocasionado por las ERO esta determinada por su grado de
reactividad, selectividad y difusibilidad (Maldonado et al., 2010). Las proteinas pueden
sufrir cambios conformacionales, alteracion de los residuos aminoacidicos, degradacion e
inactivacion. En el ADN pueden presentarse modificaciones en las bases nitrogenadas,
roturas en la cadena y alteraciones en los sistemas de reparacion. Por su parte, los
acidos grasos poliinsaturados presentes en las membranas celulares sufren peroxidaciéon

lipidica (Kalyanaraman, 2013).

1.3.1 Papel de las ERO en el cierre de heridas

Durante el proceso de cicatrizacion, neutréfilos, macrofagos y otros tipos celulares
producen ERO en el lecho de la herida, que actdan contra microorganismos invasores y
regulan diversas vias de sefializacion celular necesarias para que ocurra el cierre de la
herida. Sin embargo, elevadas concentraciones de estas moléculas afectan de forma
negativa el proceso de cicatrizaciéon (Auf dem keller et al., 2006; Bickers & Athar, 2006;
Roy et al., 2006; Sen & Roy, 2008; Sen, 2003).

El estrés oxidativo ha sido relacionado con la patogénesis de heridas croénicas,
caracterizadas por no cicatrizar, donde la fase inflamatoria persiste al igual que la
liberacion de ERO prolongando asi el dafio al tejido y desfavoreciendo el proceso de
cicatrizacién (Eming et al., 2007; James et al., 2003; Schafer & Werner, 2008; Wlaschek
& Scharffetter-Kochanek, 2005). Ademas, esta sobreproduccion de ERO conduce a la
inactivacion de antioxidantes enzimaticos y al agotamiento de antioxidantes de bajo peso
molecular (Moseley et al.,, 2004; Soneja et al.,, 2005). Por otra parte, la piel es
especialmente vulnerable al ataque de las ERO ya que es rica en acidos grasos
insaturados y se encuentra expuesta a altas tensiones de oxigeno y a la luz ultravioleta
(Trenam et al., 1992).
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1.3.2 Sistema de defensa antioxidante

Halliwell definié “antioxidante” como “cualquier sustancia que retrasa, previene o elimina
el dafio oxidativo de una molécula diana” (Halliwell, 2007). Para proteger las estructuras
celulares del dafio inducido por las ERO, los organismos aerobios han desarrollado un
sistema de defensa antioxidante capaz de prevenir o eliminar el dafio oxidativo de las
biomoléculas. Estos sistemas de defensa pueden ser clasificados como antioxidantes
enddgenos, enzimaticos y no enzimaticos, y antioxidantes exégenos. En la Tabla 1-2, se

muestra un resumen de los mismos.

Tabla 1-2: Sistema de defensa antioxidante

SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE

ORIGEN FUNCION

Enddgenos enziméticos

Superoéxido Dismutasa (SOD) Cataliza la conversion del O, a H;0..

Catalasa (CAT) Descompone el H,O,en H,O y O,

> _ Cataliza la reducciéon del H,O,a H,O a través de la
Glutation peroxidasa (GPx) L »
oxidacion del glutation (GSH).

Enddgenos no enzimaticos

Transferrina Quelacion de metales de transicion.

Ceruloplasmina Quelacion de metales de transicion.

Haptoglobina Quelacion de metales de transicion

metalotioneinas Quelacion de metales de transicion.

AlbUmina Quelacion de metales de transicion.

Glutatién (GSH) Detoxifica H,O,. Quelacion de iones Cu.

Bilirrubina Neutralizar ROO" y "0,
Neutralizar RO,", HOCI, OH’, ONOOH, O, y O,

Acido lipoico Secuestrar Fe y Cu. Recuperar GSH, a-tocoferol y el
ascorbato.

Neutralizar RO, e inhibir la peroxidacion lipidica.
Ubiquinol Regenerar a-tocoferol.

Neutralizar RO,", OH", 'O,, O, y NO,". Proteger a las
Acido arico proteinas de ONOO™ y quelar iones metalicos.




Marco Teobrico 8

Tabla 1-2: (Continuacion)

‘ SISTEMA DE DEFENSA ANTIOXIDANTE ‘
ORIGEN FUNCION

Exdégenos

Scavenger de radicales O,™", HO,", OH", RO," y HCIO.

Regenera a-tocoferol.

Acido ascorbico

a-Tocoferol Scavenger de radicales ROO’

Carotenoides Inactivar "O,

Inbihir la peroxidacion lipidica. Quelar metales.

Polifenoles Neutralizar O,"~, OH’, ONOOH y HOCI.

(Devasagayam et al., 2004; Lozada & Garcia, 2009)

1.4 Calendula officinalis (Asteraceae)

La Calendula officinalis es una especie herbacea anual, nativa de los paises
mediterrdneos (Arora et al., 2013) (Figura 1-2). Durante décadas, sus flores han sido
empleadas alrededor del mundo para tratar diversas condiciones clinicas, principalmente
patologias relacionadas con la piel, gracias al contenido de metabolitos secundarios
bioactivos con propiedades farmacoldgicas (Leach, 2008; Muley et al., 2009). Diversos
extractos de flores de Calendula officinalis han demostrado poseer actividad anti-tumoral
e inmunomoduladora (Amirghofran et al.,, 2000; Medina et al.,, 2006), angiogénica
(Parente et al., 2011), anti-inflamatoria y cicatrizante (Fronza et al., 2009; Parente et al.,
2012; Preethi et al., 2009; Tabatabai-Naeini et al., 2010). Ademas, se ha reportado que la
aplicacion tépica de diferentes formulaciones de Calendula officinalis previene el dafio
oxidativo en la piel generado por las radiaciones ultravioleta (Fonseca et al., 2011; Mishra
et al., 2012).

Extractos de diferente polaridad de las flores de Calendula officinalis también han
demostrado propiedades antioxidantes (Braga et al., 2009; Cordova et al., 2002; Preethi
et al.,, 2006) que pueden estar relacionadas con los efectos benéficos anteriormente
mencionados (Butnariu & Coradini, 2012; Cetkovié et al., 2004; Cordova et al., 2002).
Hasta el momento, los principales metabolitos secundarios relacionados con esta
propiedad han sido los &cidos fendlicos, flavonoides y carotenoides (Butnariu & Coradini,
2012; Khalid & Teixeira da Silva, 2012).
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Figura 1-2: Flor de Calendula officinalis. Tomado de http://zadenier.nl/en_GB/a-
29137482/herb-seeds/marigold-seeds-radio-orange-calendula-officinalis/

1.5 Métodos de evaluacion de la capacidad antioxidante
In vitro

Debido al creciente interés por las sustancias fitoquimicas con actividad antioxidante,
varios métodos han sido desarrollados para evaluar in vitro la capacidad antioxidante de
diferentes compuestos (Prior, 2014). Los principales métodos de evaluacion han sido
clasificados en dos categorias de acuerdo a la reaccion quimica involucrada: Ensayos
basados en la reaccion de transferencia de atomos de hidrogeno (HAT) y ensayos
basados en la reaccién de transferencia de electrones (SET). Dentro de la primera
clasificacion se encuentran los métodos ORAC (oxygen radical absorbance capacity),
TRAP (total radical trapping antioxidant parameter), TOSC (total oxyradical scavenging
capacity) y los ensayos de oxidacién de LDL (low density lipoproteins), en donde el
antioxidante y el sustrato compiten por los radicales peroxilo ROO- generados por la
descomposicién térmica de azo compuestos. La segunda clasificacion incluye los
métodos Folin-Ciocalteu, TEAC (Trolox equivalence antioxidant capacity), FRAP (ferric
ion reducing antioxidant power), CUPRAC (cupric reducing antioxidant power) y DPPH
(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl), los cuales miden la capacidad reductora del antioxidante
(Huang et al., 2005; Prior, 2014).


http://zadenier.nl/en_GB/a-29137482/herb-seeds/marigold-seeds-radio-orange-calendula-officinalis/
http://zadenier.nl/en_GB/a-29137482/herb-seeds/marigold-seeds-radio-orange-calendula-officinalis/
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1.6 Ingenieria de Tejidos

La Ingenieria de tejidos es una disciplina que aplica los principios de la ingenieria y las
ciencias de la vida con el fin de desarrollar sustitutos biol6gicos que mantengan, mejoren
o restauren la funcién de tejidos y 6rganos que se han dafiado o perdido como
consecuencia de procesos patoldgicos u otros (Langer & Vacanti, 1993). Los productos
de ingenieria de tejidos pueden incluir uno o més de los siguientes componentes: células,
soportes tridimensionales elaborados con compuestos de origen natural o sintético, y
factores bioactivos que potencian la respuesta celular (Vacanti & Langer, 1999). Los
soportes sembrados 0 no con células son degradados y recambiados por las células que
contiene o por aquellas que migran desde los bordes de la herida hacia ellos, con el fin

de generar nuevo tejido (Stock & Vacanti, 2001).

La aplicacion de los diferentes tipos de productos de ingenieria de tejidos depende del
tejido que se quiere intervenir y del tipo de lesion. En pérdidas grandes de continuidad de
la piel es mejor aplicar sustitutos que contengan células para que los factores que
secretan estimulen la migracién, adhesion y proliferacion de células endbgenas
localizadas en los bordes de la herida que estimulan el recambio del sustituto por tejido
nuevo (Wong et al., 2007). No obstante, la aplicacién de soportes acelulares también ha
dado buenos resultados clinicos. De hecho, el primer sustituto de piel aprobado para uso
humano por la Agencia de Control de Medicamentos y Alimentos de los Estados Unidos
(FDA) fue Integra®, un soporte hecho de colageno tipo | y glicosaminoglicanos (col-gag)
cubierto con silicona que se aplica directamente después de desbridar la herida. Una vez
se ha colocado en la zona que se quiere tratar, el soporte del col-gag es poblado por
células enddgenas que se encargan de recambiarlo por matriz extracelular sintetizada de
novo (Zhang, 2012). Sin embargo, los sustitutos de piel desarrollados mediante
ingenieria de tejidos, como Integra®, son de dificil acceso en nuestro pais debido a sus

altos costos.

Nuestro grupo de investigacion ha desarrollado soportes de colageno tipo | de origen
bovino. Estos han sido empleados, solos o sembrados con fibroblastos, como injertos en
heridas de espesor parcial en modelos animales de heridas de mucosa y piel; los cuales,
han mostrado que utilizar soportes sembrados con células es lo que mas favorece la

formacion de nuevo tejido funcional. Por otra parte, los datos también han revelado que



Marco Teobrico 11

con relacion al cierre por segunda intencion la calidad de la cicatrizaciébn mejora cuando
se emplean soportes sin células (Espinosa et al., 2010). Por consiguiente el grupo esta
interesado en potenciar el poder regenerador demostrado por estos soportes,
asociandolos a extractos vegetales empleados en la medicina tradicional para el

tratamiento de heridas.

En el trabajo méas reciente de nuestro grupo de investigacién, los soportes de colageno
tipo | fueron modificados a través de la incorporacion de microparticulas hechas de
gelatina-colageno que permiten la liberacién controlada de extractos de Calendula
officinalis, sin afectar significativamente la microestructura del soporte. Este sistema fue
desarrollado para su posible aplicacibon en heridas cutdneas cronicas con
sobreproduccién de Especies Reactivas de Oxigeno, que afectan de manera negativa el
proceso de cicatrizacion de heridas.

1.6.1 Soportes de Colageno

La familia de proteinas del colageno, es la mas abundante de la matriz extracelular de los
tejidos de los mamiferos. Hasta el momento se han identificado 29 tipos diferentes de
colageno. Sin embargo, de ellos el colageno tipo | es el mas empleado en el campo de la
ingenieria de tejidos debido a que es la proteina mas abundante de la dermis y del tejido
submucoso. Su popularidad como biomaterial es atribuida a su conservacion entre
especies, baja inmunogenicidad, biocompatibilidad y biodegradabilidad, caracteristicas
necesarias para restaurar la estructura y funcién de los tejidos; también, debido a que los
productos de su degradacion son quimiotacticos (Parenteau-Bareil et al., 2010). Datos
provenientes de diferentes estudios preclinicos y clinicos indican que soportes de
colageno tipo I, solos 0 como parte de un sustituto celular, son bioactivos y pueden
mejorar la cicatrizacion promoviendo la formacion de tejido funcional en piel, mucosa y
hueso, entre otros (Aigner & Stove, 2003; Buma et al., 2007; Dumitrescu, 2011; Rastogi
et al., 2009; Wangensteen & Kalliainen, 2010; Yannas et al., 2010).

1.6.2 Sustitutos cutaneos desarrollados mediante Ingenieria de
Tejidos

Los sustitutos cutdneos constituyen una fuente alternativa de tejido para injerto, ya que

evitan efectos adversos (morbilidad del sitio donante, rechazo y riesgo de infeccion) de
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los injertos de tejido natural (auto, alo y xenoinjertos). Debido a la importancia y demanda
de sustitutos cutaneos, en la actualidad existe un gran numero de productos
comercialmente disponibles o0 en proceso de investigacion. Algunos de estos productos
sirven para reemplazar el epitelio; otros, para sustituir la dermis y otros, para reemplazar
la dermis y la epidermis. Los reemplazos del epitelio mas empleados han sido laminas de
gueratinocitos cultivados in vitro; sin embargo, recientemente se ha popularizado el uso
de un aerosol celular (Zweifel et al., 2008) con el que se asperjan queratinocitos sobre
heridas que han sido pre-cubiertas con dermis (artificial o natural). Como sustitutos de la
dermis se utilizan soportes o matrices de diferentes biomateriales, cominmente colageno
tipo | solo o asociado a otros compuestos, sembrados o no con fibroblastos. También
existen sustitutos bicapa o dermo-epidérmicos; los cuales, también pueden contener o no
células. En la Tabla 1-3 se muestran algunos productos registrados para uso humano,

asi como su composicion.

Tabla 1-3:  Algunos sustitutos cutadneos comercialmente disponibles

SUSTITUTOS CUTANEOS COMERCIALMENTE DISPONIBLES

PRODUCTO CARACTERISTICAS
Sustitutos Dermo-Epidérmicos
: Fibroblastos y queratinocitos de prepucio de neonato
Apligraf® : 5 -
sembrados sobre una matriz de coldgeno bovino tipo |
TissueTech Autograft Fibroblastos y queratinocitos autélogos sembrados
System® sobre membranas de acido hialurénico
Sustitutos Epidérmicos
Epicel® Laminas de queratinocitos autélogos cultivados
: Cultivo de queratinocitos autdlogos sembrados sobre
MySkin® »
un soporte de silicona.
) Queratinocitos autdlogos cultivados sobre una
Laserskin® . . o
membrana de acido hialurénico.
: Cultivo de queratinocitos autélogos sembrados sobre
Bioseed-S® _
un gel de fibrina
Sustitutos Dérmicos
AlloDerm®, GraftJacket® Dermis acelular alogénica de origen humano
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Tabla

SUSTITUTOS CUTANEOS COMERCIALMENTE DISPONIBLES

1-3: (Continuacion)

PRODUCTO CARACTERISTICAS
_ Dermis acelular de coldgeno bovino recubierta con

Matriderm® ) ]

un hidrolizado de a-elastina

Submucosa de intestino delgado de porcino
OASIS® :

descelularizada

Matriz de colageno bovino tipo | vy
Integra® glicosaminoglicanos de tiburon recubierta por una

membrana de silicona temporal

Biobrane®, Biobrane-L®,
TransCyte®

Membranas de silicona unidas a nailon y colageno
porcino. TransCyte® incorpora fibroblastos de

prepucio de neonato

Dermagraft®

Fibroblastos de prepucio de neonato sembrados en
una membrana de &cido poliglicélico/acido

polilctico.

(Arenas et al., 2012; Bottcher-Haberzeth et al., 2010; Foley et al.,, 2013; Hata, 2007;
Kamolz et al., 2008; Shevchenko et al., 2010; Wong et al., 2007; Zhang & Michniak-Kohn,

2012).






2.0bjetivos

2.1 Objetivo general

Evaluar in vitro la actividad antioxidante de extractos de la flor de Calendula officinalis

asociados a soportes de colageno tipo |.

2.2 Objetivos especificos

1. Evaluar in vitro la citotoxicidad de un extracto hidroglicélico y de un extracto

oleoso de Calendula officinalis.

2. Evaluar in vitro la citotoxicidad de soportes de colageno tipo | asociados a

extractos hidroglicolico y oleoso de Calendula officinalis.

3. Evaluar in vitro la actividad antioxidante de los metabolitos liberados por los

soportes de Colageno tipo | asociados a los extractos de caléndula.






3.Métodos

3.1 Extractos de Calendula officinalis

Los extractos comerciales hidroglicélico (Neyber Ltda) y oleoso (Phitother Laboratorios)
de Calendula officinalis fueron filtrados empleando una membrana de 0,2 um vy
almacenados a 4°C. Las caracteristicas de los extractos, proceso de produccion y control
de calidad se incluyen en los Anexo 1y 2.

3.2 Cultivo celular

Para los ensayos de citotoxicidad se empled la linea celular de fibroblastos L929 (NCTC
1TM

clone 929, American Type Culture Collection (ATCC) numero: CCL-1'™). Esta linea
celular se mantuvo en Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) (Gibco®)
suplementado con suero fetal bovino (SFB) 10%, (Gibco®), penicilina (100UI/mL),
estreptomicina (100pg/mL)(Gibco®), anfotericina B (0,5pg/mL) (Gibco®), vitaminas 1X
(Gibco®) y piruvato de sodio 1X (Gibco®). Los cultivos fueron mantenidos en atmésfera de

aire 95% y CO, al 5% a 37°C, con cambio de medio cada tercer dia.

3.3 Establecimiento de un método para la extraccion de
compuestos del extracto oleoso.

Para realizar los ensayos de citotoxicidad del extracto oleoso de flores de C. officinalis,
era necesario diluirlo empleando el medio de cultivo como solvente. Sin embargo, las
diferencias de polaridad impidieron su dilucion. Por tal razon, fue necesario extraer los
compuestos presentes en el extracto oleoso, adaptando lo establecido en la Norma 1SO
10993-5: vehiculo de extraccion. En consecuencia, en éste trabajo se hicieron diferentes
diluciones del extracto oleoso (0%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%), empleando

DMEM suplementado con 10% de SFB, se agitaron mediante Vortex por 5 minutos y se
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incubaron a 37°C durante 24 h. Después de este tiempo, la fase acuosa fue separada

por centrifugacién a 3577 g durante 1h y empleada en los ensayos de citotoxicidad.

3.4 Ensayos de citotoxicidad de los extractos

Para evaluar la citotoxicidad de los extractos oleoso e hidroglicélico de Calendula
officinalis, se sigui6 la norma ISO 10993-5: Evaluacion biol6gica de dispositivos médicos,
parte 5: pruebas de citotoxicidad in vitro. El procedimiento se realizé por triplicado con 3

replicas, de la siguiente manera:

Dia 1.

Se prepar6 una suspension celular de 1x10° células/mL en medio de cultivo y se
agregaron 100puL de la suspensién en cada pozo de una placa de cultivo de 96 pozos.
Las células fueron incubadas por 24 horas (5% CO,, 37°C y humedad >90%) asegurando
su adherencia y progresion hacia la fase de crecimiento exponencial. Cada pozo fue
observado bajo un microscopio de luz invertida para comprobar la adhesion de las
células a la superficie de la placa.

Dia 2.

Después de 24 horas de incubacién, el medio de cultivo fue removido de los pozos y en
su lugar se agregaron 100pL de diferentes concentraciones del extracto oleoso (0%, 5%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35% oleoso) e hidroglicélico (0, 0,2%, 0,5%, 1%, 1,2%,
1,5%, 2%, 3%), un control negativo (silicona 0,2g/mL), un control positivo (DMSO 25%) y
un blanco (DMEM). Las células fueron incubadas por 24 horas (5% CO,, 37°C y
humedad >90%).

Dia 3.

El contenido de cada pozo fue removido y la viabilidad celular determinada mediante la
reduccion de 50uL/pozo de la solucion MTT (Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol) por las células metabdlicamente activas. Después de 2 horas de
incubaciéon (5% CO,, 37°C y humedad >90%), el formazan precipitado fue solubilizado
con 100uL de DMSO vy la absorbancia leida a una longitud de onda de 570nm. El

porcentaje de viabilidad fue determinado mediante la siguiente ecuacion (1):
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100xDO0(a)

Viabilidad (%) = DOG) 1)

Donde,
DO(a): Es la densidad Optica s7onm de las muestras

DO(b): Es la densidad 6ptica s70nm del blanco (DMEM)

Adicionalmente, cada pozo fue observado mediante microscopia de luz con el fin de
clasificar las alteraciones morfologicas presentadas por las células tratadas, siguiendo los
protocolos establecidos por la Farmacopea de los Estados Unidos, USP 36 capitulo 87:

Pruebas de reactividad biolégica, in vitro (Tabla 3-1).

Tabla 3-1: Grados de Reactividad en la prueba de Elucion.

0 Ninguna Granulos intracitoplasmaticos diferenciados sin lisis celular

No mas del 20% de las células son redondas, levemente

1 Escasa - . P . : . ) .
adheridas, sin granulos intracitoplasmaticos; hay células lisadas.

No mas del 50% de las células son redondas, y desprovistas de
2 Leve granulos intracitoplasmaéticos; no hay lisis celular extensiva y
areas vacias entre células.

No mas del 70% de las capas celulares contienen células

3 Moderada redondas o lisadas.

4 Grave Destruccion casi total de las capas celulares.

3.5 Ensayos de citotoxicidad de los soportes de
colageno tipo | asociados a los extractos

3.5.1 Asociacion de los extractos a los soportes

Soportes de Colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno (5mg/mL) fueron
elaborados siguiendo la metodologia estandarizada por el grupo (Jiménez, 2013;
Jiménez et al., 2015). Una vez determinada la concentracion a la cual el extracto oleoso

e hidroglicélico de Calendula officinalis podian ser empleados, fragmentos (1cm?) de
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estos soportes fueron colocados en cajas de cultivo de 24 pozos (Costar®, Inc) y
sumergidos en 500uL de cada uno de los extractos e incubados por 2 horas a 37°C.
Transcurrido este tiempo, los soportes impregnados fueron congelados y liofilizados por
24 horas.

3.5.2 Ensayo de citotoxicidad

Después del proceso de liofilizacion, los soportes fueron colocados en 500uL de medio
de extraccion (DMEM suplementado) e incubados por 24h a 37°C (5% CO,, 37°C y
humedad >90%). Transcurridas el tiempo de incubacién, el medio de extraccion fue
retirado y su citotoxicidad evaluada usando la linea celular L929. En este ensayo fueron
incluidos el soporte de colageno sin asociar a los extractos (control negativo) y el soporte
cargado al 100% con extracto oleoso e hidroglicélico (control positivo). El procedimiento

se realizé por triplicado como se indica en la seccién 3.3.

3.6 Actividad antioxidante de los metabolitos liberados
por los soportes de colageno

3.6.1 Sistema de liberacion

Trabajos anteriores del grupo demostraron que los soportes de colageno tipo | con
microparticulas de gelatina-colageno actian como un sistema de liberacién controlada,
atil para evaluar la actividad antioxidante de extractos vegetales (Jiménez, 2013).
Siguiendo ésta metodologia, soportes de colageno (lcm?) fueron asociados a los
extractos oleoso e hidroglicélico de Calendula officinalis como se describié en la seccién
3.5.1. Posteriormente, se colocaron en placas de 24 pozos (Costar®, Inc) con 1mL de
solucion buffer de acetatos (0,02M; pH 5,2) empleada como medio de liberacion de los
metabolitos secundarios que componen cada uno de los extractos. Las cajas se
incubaron a 37°C con agitacién constante (80 rpm). A las 6, 12, 24, 48, 72, 96 y 120
horas se tomaron los sobrenadantes para evaluar su actividad antioxidante. El

procedimiento se realiz6 por triplicado.
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3.6.2 Determinacion de fenoles totales

La determinacion de fenoles totales se realizd6 por el método colorimétrico de Folin-
Ciocalteu (Singleton & Rossi, 1965), con algunas modificaciones, el cual mide la
reduccion de este reactivo inducida por el poder reductor de los compuestos fendlicos,
con la consecuente formacion de un complejo azul cuya absorbancia es medida a
760nm. Para su cuantificacion, se construyé una curva patron utilizando como estandar
acido gdlico. Posteriormente 50uL de extracto fueron mezclados con 425uL de agua
supra- pura y 125uL del reactivo Folin. Después de 5 minutos se adicionaron 400uL de
NaCOsal 20%. La absorbancia fue leida después de una hora en ausencia de luz y los
resultados expresados como mg equivalentes de acido galico (GAE)/litro de extracto.

3.6.3 Método FRAP

El método FRAP, evalla la capacidad de los extractos para reducir el hierro férrico Fe(lll)
presente en un complejo con la 2,4,6-tris(2-piridil)-s-triazina (TPTZ) a la forma ferrosa
Fe(ll), la cual produce una coloracibn morada que se lee a 590nm. Introduciendo
modificaciones a una metodologia descrita (Benzie & Strain, 1996), se construyé una
curva patron utilizando como estandar el acido ascorbico. Posteriormente, 50 puL de
extracto fueron mezclados con 50 pL de buffer acetato 0,3 UM a un pH de 3,6 y 900 puL
del reactivo FRAP (2,5 mL de la solucién TPTZ 10 uM en HCL 40 mM; 2,5 mL de FeCl;
20 uyM y 25 mL de buffer acetato 0,3 uM a un pH de 3,6). La absorbancia fue leida
después de media hora en ausencia de luz y los resultados expresados como miligramos

(mg) equivalentes de &cido ascarbicol/litro de extracto.

3.6.4 Método ORAC

Mediante la técnica ORAC se evalud la capacidad del antioxidante para proteger la
fluoresceina del dafio oxidativo causado por los radicales peroxilo generados por la
descomposicion térmica del AAPH 2, 2’-azobis (2—aminopropano diclorhidrato). En
presencia del antioxidante, el radical ROO' capta, preferiblemente, un atomo de
hidrogeno del antioxidante. Por lo tanto, la pérdida de fluorescencia de la fluoresceina,
por accion del radical ROO, es inhibida o disminuida. En este ensayo se utilizaron
condiciones controladas de temperatura y pH (37°C; 7,4); asi como, fluoresceina (0,01M)
en PBS (75 mM) y AAPH 0,6 M en PBS (75mM). La solucion de trabajo fue preparada
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con 2929 uL de la solucion de fluoresceina, 50 pL de AAPH y 30uL de extracto. El efecto
protector se calculé usando las diferencias de areas bajo la curva de decaimiento de la
fluoresceina entre el blanco y la muestra, los valores obtenidos fueron expresados en
micromoles (um) equivalentes de Trolox/litro de extracto de acuerdo a la siguiente

ecuacion (2).

(Auc-Auc©)

ORAC = ——F———
(AUCTrolox —AUC 0)

f[Trolox] (2

Donde AUC es el area bajo la curva de la muestra, AUC® el area bajo la curva para el
control, AUCq0x €l area bajo la curva para el trolox y f el factor de dilucion de los

extractos (Romero et al., 2010).

3.7 Analisis estadistico

La comparacion de los resultados obtenidos, a través los diferentes métodos de
evaluacion de la capacidad antioxidante, de los extractos oleoso e hidroglicélico de
Calendula officinalis, fue llevada a cabo mediante un analisis de varianza (Anova) con un

nivel de confianza de p<0,05.



4.Resultados

4.1 Estandarizacion de un meétodo para la extraccion de
compuestos del extracto oleoso.

La revision bibliografica hecha sobre los procedimientos empleados para evaluar la
citotoxicidad de extractos oleosos, recomendaba el uso de tensoactivos. En los primeros
ensayos realizados durante ésta tesis se implementaron las metodologias descritas sin
éxito ya que las concentraciones recomendadas no lograron estabilizar la emulsion. Por
ésta razon, se establecio el procedimiento descrito en la seccion 3.3 a través del cual se
extrajeron los compuestos del extracto oleoso, empleando como vehiculo de extraccion
DMEM suplementado con 10% de SFB.

4.2 Citotoxicidad inducida por los extractos de Calendula
officinalis

Al exponer la linea celular L929 a las diferentes concentraciones del extracto oleoso (0%,
5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35% oleoso) e hidroglicélico (0, 0,2%, 0,5%, 1%, 1,2%,
1,5%, 2%, 3%) de Calendula officinalis, se encontré que el aumento en la concentracion
de los extractos induce un menor porcentaje de viabilidad celular. Ademas de esto, se

encontré que el extracto hidroglicélico es mas citotdéxico que el extracto oleoso.

De acuerdo con la norma ISO 10993-5 una viabilidad celular igual o superior al 70%,
indica que el producto evaluado puede considerarse no-citotéxico. Por lo anterior, las
concentraciones a las cuales los extractos oleoso e hidroglicolico seran empleados son

del 10% vivy 1% v/v respectivamente (Figura 4-1).
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Figura 4-1. Porcentajes de Viabilidad Celular. (A) Porcentajes de viabilidad celular obtenidos al
exponer la linea celular L929 a las diferentes concentraciones del extracto oleoso. (B) Porcentajes
de viabilidad celular obtenidos al exponer la linea celular L929 a las diferentes concentraciones
del extracto hidroglicélico. (---------- ): concentraciones a las cuales los extractos fueron empleados
para su asociacion a los soportes de colageno.

A través de la evaluacién con microscopia de luz, se evidencié que el aumento en la
concentracion de los extractos, inducia una mayor alteracion morfolégica en la linea
celular L929 (Figura 4-2), permitiendo clasificar las concentraciones superiores al 10%
v/v de extracto oleoso y al 1% v/v de extracto hidroglicélico, en grado de reactividad
biologica 3 y 4 respectivamente. Teniendo en cuenta que la USP <36> establece que
una muestra es biocompatible cuando su grado de reactividad es menor o igual a 2
(reactividad leve), estos resultados son congruentes con los obtenidos a través de los

ensayos de citotoxicidad (Figura 4-1).
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Figura 4-2. Reactividad Biolégica (USP<36>). (A) Reactividad bioldgica de la linea celular L929

expuesta a las diferentes concentraciones del extracto oleoso (B) Reactividad bioldgica de la linea
celular L929 expuesta a las diferentes concentraciones del extracto hidroglicolico. Espacios vacios

entre células (—) Lisis celular ( ).

4.3 Citotoxicidad inducida por los soportes de colageno
asociados a los extractos de Calendula officinalis

La Figura 4-3 muestra los resultados obtenidos al evaluar la citotoxicidad de los soportes
de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-coldgeno asociados con extracto
oleoso al 10% v/v y con extracto hidroglicélico al 1% v/v sobre la linea celular L929. En
los dos casos el porcentaje de viabilidad celular fue superior al 70% al igual que los
soportes sin asociar a los extractos (control negativo), mientras que el soporte cargado
con los extractos al 100% (control positivo), fueron citotéxicos.
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Figura 4-3. Porcentaje de viabilidad celular. (A) Porcentaje de viabilidad de la linea celular L929
inducido por el soporte de colageno cargado con extracto oleoso al 10% v/v. (B) Porcentaje de
viabilidad de la linea celular L929 inducido por el soporte de colageno cargado con extracto
hidroglicélico al 1% v/v. Soportes de colageno sin carga (control negativo de citotoxicidad).

Soportes de coldgeno cargados al 100% v/v de extracto (control positivo de citotoxicidad).

La evaluacion de la reactividad biolégica, a través de microscopia de luz, de la linea
celular L929 expuesta al medio liberado por los soportes de colageno tipo | cargados con
extracto oleoso al 10% v/v y con extracto hidroglicdlico al 1% v/v, demostré una
reactividad biolégica grado cero (ninguna, granulos intracitoplasmaticos diferenciados sin
lisis celular) (Figura 4-4), lo cual es congruente con los resultados obtenidos a través de

los ensayos de citotoxicidad (Figura 4-3).
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Extracto Extracto
Oleoso Hidroglicdlico

Figura 4-4. Reactividad Biol6gica (USP<36>). (Panel A y B) Reactividad biolégica de la linea
celular L929 expuesta al medio liberado por los soportes de colageno | con microparticulas de
gelatina-colageno. (Panel C y D) Reactividad biolégica de la linea celular L929 expuesta al medio
liberado por los soportes de colageno | con microparticulas de gelatina-colageno asociados al
10% v/v y 1%v/v de extracto oleoso e hidroglicélico respectivamente. (Panel E y F) Reactividad
biologica de la linea celular L929 expuesta al medio liberado por los soportes de colageno | con
microparticulas de gelatina-colageno asociados al 100% v/v de extracto oleoso e hidroglicélico.

Espacios vacios entre células ( —) Lisis celular ( ).
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4.4 Evaluacion de la Actividad Antioxidante

4.4.1 Determinacion de Fenoles Totales

La Figura 4-5 muestra la concentracion de compuestos fendlicos liberados por los
soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno asociados con
extracto hidroglicdlico al 1% v/v y con extracto oleoso al 10% v/v, en funcion del tiempo.
Se puede observar que en todos los tiempos de liberacion analizados, el extracto
hidroglicélico presentdé un mayor contenido de compuestos fendlicos que el extracto
oleoso. Los valores registrados para el extracto hidroglicélico van desde 2243,348 +
132,422 en la hora 6 hasta 3353,165 + 224,577mg GAE/L de extracto en el dia 5,
superando los valores encontrados en el extracto oleoso que van desde 322,873 +
15,460 en la hora 6 hasta 1186,177+ 71,929 mg GAE/L de extracto en el dia 4.

Por otra parte, la figura demuestra que los soportes de colageno tipo | con
microparticulas de gelatina-colageno tienen la capacidad de liberar en forma sostenida
los extractos durante el periodo de tiempo evaluado. Ademas, se puede observar que los

extractos oleoso e hidroglicélico exhiben un perfil de liberacién similar.

CONTENIDO DE FENOLES TOTALES
Método Folin-Ciocalteu

3400 T T T T T T T T T T T T T |
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Figura 4-5. Determinacién de Fenoles Totales. Concentracion de compuestos fendlicos
liberados por los soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno en funcion
del tiempo. Los resultados se expresan como mg equivalentes de acido gélico (GAE)/Litro de

extracto.
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4.4.2 Método FRAP

La Figura 4-6 muestra los resultados obtenidos al evaluar la actividad antioxidante a
través del método FRAP. Como se puede observar, los metabolitos liberados por los
soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-coldgeno asociados al
extracto hidroglicélico no demostraron la capacidad para reducir Fe* a Fe?, este
potencial reductor solo fue encontrado en los metabolitos del extracto oleoso presentes
en el medio los dias 3, 4 y 5, con valores de 335,774 + 22,176, 406,783 + 13,795 y
285,111 + 15,435 umol AAE/L de extracto respectivamente. En el quinto dia hubo una
disminucion en la actividad antioxidante aunque no estadisticamente significativa
(p<0,05).

Método FRAP - Ferric-lon Reducing Antioxidant Power
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Figura 4-6: Actividad antioxidante evaluada a través del método FRAP. Actividad

antioxidante de los metabolitos liberados por los soportes de coldgeno tipo | con microparticulas
de gelatina-colageno en funcién del tiempo. Los resultados se expresan como mg equivalentes de

acido ascorbico (AAE)/Litro de extracto.

4.4.3 Méetodo ORAC

Como se puede observar en la Figura 4-7, los metabolitos liberados por los soportes de

colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno asociados con extracto oleoso
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presentaron la mayor capacidad de atrapar radicales ROO" con valores que van desde
55,48 en la hora 6, hasta 2855,51 umol Trolox/L de muestra en el dia 5. Los valores
registrados por los metabolitos presentes en el extracto hidroglicélico fueron 187,54 en la
hora 6, hasta 522,16 en el dia 5.

La figura también demuestra una liberacidon sostenida durante el periodo de tiempo

evaluado.
Método ORAC- Oxygen Radical Absorbance Capacity
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Figura 4-7: Actividad antioxidante evaluada a través del método ORAC. Actividad

antioxidante de los metabolitos liberados por los soportes de coldgeno tipo | con microparticulas
de gelatina-colageno en funcién del tiempo. Los resultados se expresan como um equivalentes de

Trolox/Litro de extracto.



5.Discusion

La sobreproduccion de Especies Reactivas de Oxigeno induce y mantiene la fase
inflamatoria en heridas cutaneas cronicas, obstaculizando el proceso de cicatrizacion, y
conduce a la inactivacidon de antioxidantes enzimaticos y al agotamiento de antioxidantes
de bajo peso molecular (Soneja et al., 2005). Los soportes de colageno tipo | con
microparticulas de gelatina-colageno desarrollados por nuestro grupo de investigacion
(Jiménez et al., 2015) pueden representar una alternativa terapéutica dirigida a modular
el estrés oxidativo presente en este tipo de heridas, mediante su asociacion a extractos
vegetales con propiedades antioxidantes. Considerando que la fase inflamatoria dura
entre 1 y 5 dias (Reinke & Sorg, 2012), en el presente trabajo evaluamos durante este
periodo de tiempo la capacidad antioxidante de los metabolitos secundarios liberados por
los soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno asociados a los
extractos oleoso e hidroglicélico de Calendula officinalis, a través de diferentes métodos

con el objetivo de poder plantear sus posibles aplicaciones.

Con el fin de determinar la concentracién a la cual los extractos, oleoso e hidroglicélico,
de Calendula officinalis podian ser asociados a los soportes de colageno tipo | con
microparticulas de gelatina-colageno, la citotoxicidad y la reactividad biologica inducida
por diferentes concentraciones de los extractos sobre la linea celular L929, fue evaluada
in vitro siguiendo la norma ISO 10993-5 y la USP 36 (87), respectivamente. En este
trabajo, adaptamos lo establecido en la norma ISO 10993-5 con el fin de extraer los
compuestos presentes en el extracto oleoso empleando como vehiculo de extracciéon
DMEM suplementado con 10% de SFB. Este paso fue requerido debido a la falta de
solubilidad del extracto oleoso en el medio de cultivo observada en ensayos preliminares.
Con los resultados obtenidos en los ensayos de citotoxicidad y de reactividad biologica
confirmamos que las proteinas del SFB extrajeron, al menos en cierta medida, los
metabolitos secundarios presentes en el extracto oleoso. En los ensayos de citotoxicidad,

se encontr6 una relacion inversamente proporcional entre el porcentaje de viabilidad
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celular y la concentracién de los diferentes extractos. Estos resultados estan de acuerdo
con los obtenidos por otros autores (Fonseca et al.,, 2010), quienes evaluaron la
citotoxicidad de un extracto hidroalcohdlico de Calendula officinalis encontrando que el
incremento de la toxicidad celular esta dado en funcion del aumento en la concentracion
del extracto. De acuerdo con la norma ISO 10993-5, si la viabilidad celular es igual o
superior al 70%, la muestra evaluada es considerada no-citotéxica. Este porcentaje de
viabilidad celular se logré al emplear el extracto oleoso e hidroglicélico al 10% v/v y al
1% vlv, respectivamente. Concentraciones superiores inducen efectos tdxicos sobre las
células. Esto pudo ser confirmado mediante microscopia de luz, donde se evidencio que
exponer la linea celular L929 a mayores concentraciones causa alteraciones
morfoldgicas vy lisis celular. Esta toxicidad podria ser atribuida a los flavonoles, ya que la
presencia de estos metabolitos en altas concentraciones ha sido relacionada con la
citotoxicidad de extractos de Calendula officinalis (Pérez et al., 2002). Por otra parte, el
solvente de extraccion (agua-glicerol) demostré ser citotoxico, lo cual podria explicar

porque el extracto hidroglicélico es mas citotéxico que el extracto oleoso.

La citotoxicidad y reactividad biolégica inducida por los metabolitos liberados por los
soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-colageno asociados con
extracto hidroglicélico al 1% v/v y con extracto oleoso al 10% v/v sobre la linea celular
L929, demostraron una viabilidad celular superior al 70% y una reactividad biolégica nula.
Estos resultados indican que los soportes de colageno tipo | con microparticulas de
gelatina-colageno liberan de manera controlada los extractos disminuyendo su
citotoxicidad (Jiménez et al., 2015) y que este sistema de liberacion asociado a los

extractos oleoso e hidroglicélico de Calendula officinalis, puede considerarse seguro.

Debido a los diferentes mecanismos de accion de los antioxidantes, es necesario evaluar
la capacidad antioxidante de una muestra a través de diversos métodos que puedan
proporcionar suficiente informacién para una adecuada interpretacion de los resultados
(MacDonald-Wicks et al.,, 2006). La determinacién de compuestos fendlicos es un
parametro importante de evaluar, debido a las propiedades antioxidantes atribuidas a
estos metabolitos (Butnariu & Coradini, 2012; Khalid & Teixeira da Silva, 2012). El
método Folin-Ciocalteu ha sido una herramienta cominmente empleada para determinar
el contenido total de compuestos fendlicos con actividad antioxidante presentes en las
plantas (Palomino et al., 2009). A través de éste método se encontré un mayor contenido

de compuestos fendlicos en el extracto hidroglicélico que en el extracto oleoso. Esto se
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debe a que los compuestos polifendlicos son extraidos de forma mas efectiva en
solventes acuosos, debido a que forman puentes de hidrégeno con el agua a través de
sus grupos hidroxilos (-OH) y a que su naturaleza levemente 4cida los hace mas afines al
agua (Rodriguez, 2009). Por el contrario, los metabolitos presentes en el extracto oleoso
demostraron una mayor actividad antioxidante a través de los métodos ORAC y FRAP.
De hecho, con el método FRAP solo el extracto oleoso demostré la capacidad para
reducir el Fe*" a Fe” los dias 3, 4 y 5. Es posible que concentraciones del extracto
hidroglicélico mayores a la asociada a los soportes, puedan tener esta capacidad de
reduccion como ha sido demostrado por otros autores (Butnariu & Coradini, 2012; Rigane
et al., 2013). Sin embargo, para el propésito de este trabajo concentraciones superiores
al 1% v/v resultan en toxicidad celular. Teniendo en cuenta que la actividad antioxidante
de los compuestos polifendlicos esta determinada por sus caracteristicas estructurales
(Cetkovié et al., 2004), puede ocurrir que la capacidad antioxidante de los metabolitos
presentes en el extracto hidroglicélico sea menor debido a la presencia de estructuras
fendlicas simples. Por otra parte, la capacidad antioxidante de los metabolitos del
extracto oleoso evaluada a través de los métodos ORAC y FRAP puede ser atribuida a
compuestos no fendlicos o a interacciones antagonistas o0 sinérgicas entre los
compuestos fendlicos y otros metabolitos (Kratchanova et al., 2010). Aunque en varios
trabajos llevados a cabo por diferentes grupos de investigacion se establece una relacion
entre el contenido de fenoles totales y la actividad antioxidante (Cetkovié et al., 2004;
Katalinic et al., 2006; Kratchanova et al., 2010; Rigane et al., 2013), en el encuentro
realizado en marzo del 2013 de la AOAC INTERNATIONAL se concluyé que no es
posible comparar datos obtenidos con métodos basados en diferentes mecanismos de
evaluaciéon de la capacidad antioxidante de una muestra (Prior, 2014). Por lo tanto, no
necesariamente debe existir una correlacion entre el contenido de fenoles totales y la

capacidad antioxidante de una muestra.

A pesar de que en otros trabajos se ha reportado actividad antioxidante de extractos de
flores de Calendula officinalis a través de los métodos empleados en el presente trabajo
(Kratchanovaet al., 2010; Katalinicet al., 2006; Butnariu & Coradini, 2012; Rigane et al.,
2013), la falta de un ensayo estandar dificulta comparar los resultados obtenidos por los
diferentes grupos de investigacion con los nuestros debido a las diferencias en términos

del extracto, condiciones de reacciébn y métodos de cuantificacién, lo cual afecta
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significativamente el contenido de compuestos fendlicos y la capacidad antioxidante de

una muestra.

En general, las diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) obtenidas al comparar
los resultados de la capacidad antioxidante de los metabolitos secundarios bioactivos
presentes en los extractos oleoso e hidroglicélico de Calendula officinalis sugieren que el
sistema constituido por el soporte de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-
colageno asociado al extracto oleoso, constituyen una alternativa terapéutica dirigida a
modular el estrés oxidativo generado en una herida crénica. Sin embargo, la naturaleza
in vitro de estos ensayos no necesariamente se corresponde con lo que ocurre in Vvivo.
Por tal razén, es necesario evaluar este sistema en heridas crénicas en un modelo

animal.






6.Conclusiones y recomendaciones

6.1 Conclusiones

e Los soportes de colageno tipo | modificados con microparticulas de gelatina-
colageno asociados con extracto oleoso al 10% v/v e hidroglicélico al 1% v/v son
seguros in vitro bajo las condiciones experimentales evaluadas en éste trabajo.

e Los metabolitos liberados por los soportes de colageno tipo | asociados con
extracto oleoso al 10% v/v exhiben mayor capacidad antioxidante que los
liberados por el extracto hidroglicélico posiblemente debido a compuestos de
naturaleza no fendlica o a interacciones antagonistas o sinérgicas entre los

compuestos fendlicos y otros metabolitos

e El sistema constituido por el soporte de colageno tipo | con microparticulas de
gelatina- colageno asociado al extracto oleoso, puede constituirse en una
alternativa terapéutica dirigida a modular el estrés oxidativo generado en una

herida cronica.

6.2 Recomendaciones

e Optimizar los soportes de colageno tipo | con microparticulas de gelatina-

colageno para su asociacion al extracto oleoso de Calendula officinalis.

e Evaluar el uso de los soportes de colageno tipo | asociados a los extractos de

Calendula officinalis en heridas crénicas en un modelo animal.



A. Anexo: Ficha técnica extracto comercial
hidroglicolico de C. officinalis
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1. NOMBRE INCL: Calendula Officinalis Flower Extract

2. NOMBRE INCI EXTRACTC OLEOSO DE FLOR DE CALENDULA: Helianthus Annuus
(Sunflower) Seed il (and) Calendula officinalic Flower Extract.

3. CLASIFICACION BOTANICA: Calenduls afficinsliz L. Familia: Compasitae

4. DESCRIPCION BOTAMICA: Pequefia planta herbacea anual, con tallos robustos y
angulosos, con hojas sésiles. Las inflorescencias son gruesos capitulos (2 — 8 cm) rodeados
por dos filas de bractess wvellosas. Las flores centrales tubulosas y hermafroditas son
generalmente de un color amarille anaranjade mas intensc que el de las flores periféricas
femeninas que poseen una ligula tridentada. El fruto es un aquenio curvado, con su cara
convexa espinosa y aspera. El ensayo de la droga, provista de la flor abieria despegada del
recepticulo, abarca principalmente una valoracion de flavonoides (contenido minimo 0.4%).

5. HABITAT: Mativa de Egipto, sub-espontanea en Europa y adaptada, como medicinal y
omamental, en America. Requiere suelos ricos en humus y es poco exigente en nutrientes.

6. COMPOSICION QUIMICA: La composicion de la droga es bien conocida: flavonocides (0.3
— 1.5% de oligosacaridos en C-3 del isomamnetol y del quercetol), carotenos (licopenao) y
xantofilas, aceile esencial (2 — 3 mL'Kg) con dervados sesquiterpenicos oxigenados
{cadincles) y polisacandos. Los compuestos triterpénicos son especialmente abundantes:
dervados mono-, di- y trihidroxilados, libres y estenficados, del lup-20(28)-eno, del olean-
12(13}eno, del tarax-20(30}-eno, del tarax 20021}eno [=W]. del urs-12{13}eno: o- ¥ B-
amirina, amidiol, faradiol, ursadiol, calenduladiol, heliantrioles. Sapongsidos A - D, D2y F
{derivados del acido cleandlico, el cual se considera que aporta la mayor actividad a nivel
cutanec), el contenido oscila entre un 2 — 10% en funcion de la variedad y de la epoca de
recaleccion.

7. PARTE USADA: == emplean las flores.
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» Extractos naturales
B. ESPECIFICACIONES DE CALIDAD:
i ESPECIFICACION
. ESPECIFICACION EXTRACTO .
AMALISIS PRUEBA EXTRACTO OLEOSOD DE METODO
HIDROGLICOLICO FLOR DE
CALENDULA
Liquida
homogeéneo, libre Liquido translicido -
) i de particulas homogénea Organcleptico
ORGANOLEPTICO extranas.
Color Café oscuro Amarillo Organcléptico
Ligeno Ligeno -
Oler caracteristico caracteristico Organoleptico
Densidad | 4 024 1,034 0.805-0.935 usp
[9""_""—:'
Indice de | 1,370 - 1,300 1.4650-1.4850 UsF
Refraccion
pH directo | 5,0 - 8.0 M-A. UspP
Solubilidad
. en Agua Soluble Inscluble UspP
FISICOQUIMICO (1/10)
Saolubilidad
en Alcohol | Soluble Inscluble Usp
(1110)
Solubilidad
on Acete | insoluble Soluble usP
(1/10)
Mesofilos < 100 UFC/mL < 100 UFC/mL ;IIEHTRlFlLH
. Hongos y PETRIFILM
MICROBIOLOGICO Levaduras < 10 UFC/mL =< 10 UFCimL am
Patogenos | Ausentes Ausentes EE,ITRIFILM

9. ACCION DERMATOCOSMETICA:

+ Propiedades antibacterianas: Tanto el extracto etanclico al 80/%. obtenido a partir de la
droga desecada, como |a tintura madre homeopatica poseen propiedades antibacterianas in

vitra.
#« Propiedades antiinflamatorias: Investigadores Rusocs han encontrade wn efecio
antiinflamatorio  puesto de manifiestic sobre diversos moedelos animales, incluyendo

conjuntivitis cronica.

#« Propiedades cicatrizantes: Estudios han demostrado que en cremas a una

concentracion del 5% es marcadamente estimulante de la epitelizacion, por &l incremento en
glicoproteinas, nucleoproteina y metabolisme de colageno.

+ Propiedades antipruriginosas: afecciones dermatologicas, como trofico protector en el
tratamiento de grietas, excoraciones, cortaduras y contra las picaduras de insectos, contra
las guemaduras de sol, quemaduras superficiales y poco extensas, eritemas en los gliteos.
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Extractos naturales

&« Antalgico: En afecciones de la cavidad bucal ywo faringea.

10. OTRAS PROPIEDADES MEDICIMALES

# Ulceras ducdenales: Estudios reportados en Polonia y Bulgaria, demostraron que el
exfracto de flores de caléndula puede ufilizarse en el iratamiento gastroduodenitis y
perodontopatias.

« Endismenomea

= Repelente de insectos

11. COMWTRAINDICACIONES: Sensibilidad a especies de la familia de las Asteraceas. Mo
se recomienda su wso durante el embarazo, por haberse descrito acciom uterctonica. La
planta fresca puede producir dermatitis de contacto.

12. CONDICIONES DE ALMACEMAMIENTO: Mantener almacenado en ambientes
frescos y secos, temperatura maxima de 25°C, humedad relativa entre 85% - 75% vy
protegido de la luz directa.

13. PRESENTACIONES: envases plasticos de polietileno blanco por 1.0 Kg y por 4.0 Kg.
14. DOSIS: en emulsiones y liguidos, puede ser usado entre el 1.0% v 5.0%.
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Barcelona, 2003, p. 158-157.

5 WORLD HEALTH ORGAMNIZATION. WHO monographs on selected medicinal plants.
[Em linea], URL: hitp:ffwhglibdoc.who.int/publications/1282/8241545178.pdf, Revisado
Emeroc 2010.

G. Demarderosian A., Beaufler J., "The Review of MNatural Products”, Facts &

comiparisons, Segunda Edicion, Estados Unidos, 2002.

SeNEYDBER






Anexos

41

B. Anexo: Ficha técnica extracto comercial

oleoso de C. officinalis

phit(ther espioe o

LABOBATORIS PHITOEX-0 v. 01

MNOMBERE INCI: Calénduls oficinals Flower Exiract

DESCRIPCION BOTANICA
W.C.: Calenduls offchsls L

Planta herbécea, vivaz, de 0.50 8 0. 80 m. d= alura, con el Bl y s ramas
raras veces biem erguidos.  Tieme hojas enlersm o con algunos dismles
Inconspicuos y callsos; las inferiores alenuades pare formar & modo de un
rabdlo. Flores radladas desde blanco-amanlentss hasia emarllo-anaranjada,
femerinas, fertles; caliz y comla 4 mm. de laego, ligulss enleras o dentadas,
amardlas, 1.5cm. De largo, 3 mm. De ancho; lss dores centrales hermafroditas,
carcla tubular con 5 lbules, anlenas obisas en la base, braciess de estilo
langas, sublnoncaidas.

Fols | Calénduls llor on lisms {por sslorh

COMPOSICION:

Aceite esencial: los capiulos florales Sens concentraciones varistle de scdte esencial, en fores ligulsdas (hasta 0.12%) , (hasta 0.4%)
en recepticulo de la inflorescencia. Los capilulos forRles son muy ficas en MONOEDEnos y sesquilerpents aagenacos; Carione,
geramylacetone, cariophylene ketone, menthone, isomenthone, y-lerpinene, y and S-cadinens, canophylene, a and PHonone, 556-f-
lonone epaxide, pedunculsine, difydro-acinidiolide, a-muumnlens, efe (Lasira Valdéa H & Piguet Garcia R, 1988). (5)

Flavomoides: hasta 0.58% an flores Bouladas y 0.33% en receptaculos. Log favonoides asltadns de las inforescencias de |a calendula
Inchryen: (sorhamnetin | 3-Oglycoside, Bomamnetin, nechesperidoside, quercedn glucoside, calendofaside, calendodavoside,
calendofivobioside, nartissin, lsoquercein, quercatin, rulnside and kaemplenl (Lasira Vakdés H & Piguet Garcia R, 1989).

Trilerpenos alcohalicos: Los caphulos condenen los siguientes rtemenos alcoholions pentaciclicns: amadial, faradiol, a y f-amyrin,
faradiol-3-myrisic aod, lupeol, araxeasierol, taradiol-3-palmitic acid, calenduladiol, &4z (Aonsa J, 2004).

Acides fenolices: coumanc, gentisic, vanille, caffele, syringic, ohydmoxyphenylaceic, protocatechinic, ferulic, p-hydmeybenzolc,
salicylz, chiorogenic, verainc, o-coumarnic and quink: acids (Lasira Vialdés H & Piquet Garcla R, 1009).

Tanimas: Invesigacionss demasiann 8 presencia de calecholand pyrogaliohlke tannins (Lasya Valdés H & Piguet Garcia R, 1999).

Carotencides: 0.078% y 001™% han sio enconyados en las flores Bguladss y receptboulos, respectivamente. Los componentes
ldentiicados Incluyen: o, B and y-canolens, volaxanmhin, rublaantin, cifowxanthin, flavochrome, galenin, lulein, lycopene,
valendaxanthin, Burccanthin, microxanthin, 5.6 eponycarotens, f-zeacaniens, mutsiocantin and utsin epocyde (Lastra Valdés H &
Piquet Garcla R, 1999)

Saponosidos cerca de 2-5% . Dervados del addo Oleanic: calendulosides A, B, C, D, D2, F, @, and H.
Otros principlos sctives: Cumarinas tales como scopoledn, umbeliferone y esculetin — sterok, azucar y parsing. Inveslgadones

ldentficaron polisacandos solubles en agua, sustancias como peciing y hemicslulosa en proponciones de 14.75, 06T y 5.82% sobre la
base seca (Lastra Valdés H & Piquet Gancia R, 1959).

PARTE USADA : Las Flores
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ESPECIFICACIONES DE CALIDAD

PRUEBA PHITOEX- O

Aspecho Liuido medisramenie fuido

Calor Amarill igual ol painn

Oler Caractnrishon

Sabar Hao aplica

Densilad (pn 09100 il = 0950 giml

de refraccion 1.8600 = 14850

oh e i

Soublicad Insohshle en aqua, standl 96% y en solucones acrda y alcaling diluxdas. My
soluble en ciwolorma

Pérdida por secado [B6) s 1.0%

Concenbagin il
Amsobics 5100 UFCiml;

Recueentn Microbioldgico Hongos y levadures 510 UFCAml
E.Coli y Colftormes intakes Ausands

W eEi

ACCION: Los estudios suglersn que &l emplen tpico de caléndula pueds ofracer la ventsla para la clesrizackin por syudando &l cuepo
regenerar lejdos dafados, y como un enbirdamatonia. Hissorcaments ha sido usado como un anibecienano, andfungal, v el agente
anivical {2)

Activided reepitelizante y clcatizame: debido & la presencla de palisacandos (el muclage). fAavonokdes (sobre toda guencein-3-0-
plycosido), terpence y carolenos. Estes sustandes aciian sobre el metabolismo de glicoproleings y sobre les fibres de colégena. Las
cremas conleniendo el 5% de exirecio de fores de cabndula en combinacion con danioina, promovid eplisizacion en modelos
experimentales de rales, con la intensidad especial sotve o metabolismo da glcoprateings v fibras de colbgeno durante |a regeneraciin
de Befido. La Invesigacitn més reciente sugind que los esacios acucsos de flores de caléndula, aplicadas obee heridas de la ple,
dessempefian un papel como agente que induce |8 microvasculsrizacion, asi confribuyendo & scelerar la curacion (Alonsa J., 2004).
Segin ESCOP, caléndula (lor) la recomiendan pera el ratamienio local de pel v 18 inflamacin de |as mucosas, como un coadyuvanta
&f procescs de ccalrzacon y iratsmients de confusionss ¥ quemaduras de ba plel (waa folerapla net].

L pollsacirides de axracio de caléndula ienen eloctes de adhesho de dependients de coneenirackn (slecis da la adsorcée) sobre
el tejdo epitelal de la mucosa orofaringes. Esta scotn contibuye a sus electng terapéuticns para Taler la famacion de la mucosa
cenfaringea (2)

Activided humectante. Esia aciided de caléndula es debido 8 su saponina y &l contenido de mucilago. Estos principios acthws Benen
propiedades que humectan o Ridretan (reencon de sgua y liseran agua al media). Debido ests achividad |a calénduls es idadl pera
producios cosmélcos para la pid secs, imitada o ddicads. Ademés, es lmbién recomendable pera prolecioes solares (antes ¥
desspuis de | exposioion &l sal), despuds del afeiado, balsamos y producios de bano (Maedi U, et Al-, 1981). (5)

Activided antiinflametons Lo eficacis clirica de esta plants mucho Sempo ha sido demosirada. Della Loggie et &l (1994) usa un
mideo experimental (inflamactn indudda por crolon en Gido de rebbn) ¥ un producio ocbierido por exaccion superorilica pera
demnasirar que |a ireccidn gue 1enia, no ef8 saponosids, ni polisacandos los res ponsables. del elecio antindamatona. Una fraccion del
bensayo-onentzda mosind que la aciidded aefinflamatoria erm debida &l ierpence (monools y esterss diol], principalments
monosstsres de taradiol El faradol no esteriicado, producido por la hidrolisis, maosing fanta actividad como indometacing sobre este
moedelo de arimal.

En estudios in v con rales se evidencit la acividad entinfamatoria (inflamacion inducda por caragenaan ¥ prostaglandin £1) y la
acadn inhiblioria sobee 13 infilvacidn de leucodin. Asl el edractn de caléndula es dtamente recomendads en producias cosmelicos
para plel sensble wio imilada.

Activided Inmumomodulatoria. Actividad debido 8 la presencla de polsacindos immunoesimulaionos en su composicion. Esios

palisacandos esimilan |a fagocizais in wira por célules polmarfonuciaares humanas. Este elschn tamibién ha sido reportad e efEayos
In vivo usando ratones.

Es importante gue o sislema inmunolbgico de la plel se mantenga acive de modo que esi pueda proteger |8 piel del dsfo produtido

Elabord y Revish: Agrobd: Fetha
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par egentes inlemos sl como extemdas. Las céldas Langerhans y kersinocyles son las cdules deves en o sistema inmunoldg oo

epuiérmico. Durante el proceso de enveecido, especialments oloenveecimienio, el sistema inmunolbgico progresivamente 52 detenom
¥ 5U BEIvBHON B8 muy lenta, causandn | deminucion &n la renovacion celdar{5)

Ademas, b Comiskdn alemena E airibuye propiedades de cleatrizacion 8 la calénduls ¥ comenla que los electos antinflamalonos han
5ido observados desputs de sus aplcaciones externas (Brurston J., 2001).

Activided Antimicroblans Invesigadores sovelions enponiranon gue preparados esténiles en base a esacios de caknduls sliisben
signifcatvaments los signos de conjuniiils conica y oiras inflamaciones cronleas ooulsres en ratas (Maninches Vo ef al, 19711
Tambin 52 ha comprobado su elecividad en eos de olits cronkcas supurates (Shaparenko B, 1679).

El scefle esencial de las fores inhibld & creamiento in viro de Bealo subtils, Escherichia coll, Staphylococcus aureus, Ps eudomonas
aeruginmsa, Srepiococcus fecals y Candida albicans: nemalcida conirs Meibliogyne incognils y parasiicida frerie 8 Trichomonas
waginalls. Una fracdon Azvonoide ailada de las flores inhibid el credmiento in viro de Siaphylococcus aureus, Sarcina lules, E. coll
Klehsiella pneumaniee y Candida monoas. Los esiracios de b fores inhisenon & crecimiento in wiino de Trichomaonas vagindis. Los

lerpencs aaigenatios Aparscen sef responsables de la schividad endmicrobiana (5)

INDICACIONES: wia toplca: acne, imtaciones culdness, escaldadwas, quemaduras superfidales, conlusionss, picadures de insectos,
desinfeccion y Byuda B la dcalrizacitn de hendas, uleeraciones. dérmicas, forimculos, abscesps, demmalils exiolativa, gingivdis.
farimgitis, sulvovaginis, disiroda de la mucosa wivavaginal

El exfraciy de calenduls ha sido reporiado su uso Yalamienios facides, iratamienis humectanies, humectantes, impiadores taciales,

bafos comporales, limpladores corporales, producios ansedad, shampoo, crema para sededor de bos ofos, somives para ofos,
acondiconadones, humectanies para laos, balsamos pera laos (3). (ver aciones).

COMTRAINDICACIONES: Es confraindcado en caste de conocer alengla a plantas de la tamilla Asteracass

COMDICIONES DE ALMACENAMIENTD: Conservar o producto tapada y en lugar fresco, en condidones de temperstors de 18%G -
IPC y humedad relativa madma de T5%. Proteger de la exposicion direcls 8 la iz Mo regresar liguido d reciplente. Después de
akierta, uilizer an el menar bempo positle.

PRESENTACIONES: Envase pléstica por 1, 5, 10, 20 k.

DO5IS: En producios cosméticos M - 5% del exiractn.

REFERENCIAS

EEBquauhenHa'net

{2) hitpflarticles di Mmﬂﬁms himl

(3) hitpciwese. cosmelicsdatabass comingredient phe tingredif=T 26402
(&) hipcarticles dreciarym calCaleniulz-ah55245 himl

{5} hifpuihwns. centerchemn comPOF s/Calend st DEC M0 Terh® 0L it ndf

(G) Who monoyraphs on sdected medianal plants. Volumen 2. Word Healh Onganization Geneva 1999
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