%% urie
%N’WN

UNIDAD PROFESIONAL INTERDISCIPLINARIA DE
BIOTECNOLOGIA

“Produccion de peliculas orales con extractos
de Agastache como potenciadores de sueno”

TESIS

PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRIA EN CIENCIAS EN
BIOPROCESOS

PRESENTA

|.B.T. DULCE MARIBEL MARTINEZ CORTES

DIRECTORES DE TESIS

DRA. YOLANDA DE LAS MERCEDES GOMEZ Y GOMEZ
DR. JOSE LUIS CASTREJON FLORES

Ciudad de México, Enero 2018




SIP-14-BIS

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

ACTA DE REVISION DE TESIS

En la Ciudad de Meéxico siendo las 13:00 horas del dia 20 delmesde
diciembre del 2017 se reunieron los miembros de la Comision Revisora de la Tesis, designada
por el Colegio de Profesores de Estudios de Posgrado e Investigacion de UPIBI-IPN

para examinar la tesis titulada:
“Produccion de peliculas orales con extractos de Agastache como potenciadores de suefio”

Presentada por el alumno:

Martinez Cortés Dulce Maribel
Apellido paterno Apellido materno Nombre(s)

Conregistro:[A |1 J6 IO 15 |4 ]9 I

aspirante de:
Maestria en Ciencias en Bioprocesos

Después de intercambiar opiniones los miembros de la Comisiéon manifestaron APROBAR LA TESIS, en
virtud de que satisface los requisitos sefialados por las disposiciones reglamentarias vigentes.

LA COMISION REVISORA

Directores de tesis

\

/) b,
§z

Dra. Yoland#de las Mercedes Goémez y Dr. José& Luis Gastrejon Flores
Gomez

Dr. José Antonio Mondragén HerresaTiruto poLifecnico nacionaDr. Gustaﬁ,alencia del Toro

UNIDAD PROFESIONAL
INTERBISCIPLINARIADE RIQTECNOLOGIA

(CCION DE RSTUDION DE
POSGRADLO B INVESTIGACION

Dra. Marina Olvia Franco Hernandez

PRESIDENTE DEL COLEGIO DE PROFESORES

P d,

/ Dra. Maria del Carmen Oliver Salvador



DECLARACION DE ORIGINALIDAD

Yo Dulce Maribel Martinez Cortés declaro que esta tesis, asi como los resultados
en ella reportados, son producto de mi trabajo y que hasta donde yo sé no
contiene material previamente publicado o escrito por otra persona, ni tampoco
contiene material que haya sido utilizado para obtener algiin grado o diploma en
alguna otra institucion educativa, excepto donde se reconoce como tal. Declaro
igualmente que hago justo reconocimiento en la tesis a las personas que
contribuyeron con su trabajo y finalmente, declaro que esta tesis es el producto de
mi trabajo con el apoyo permitido de terceros en cuanto a la concepcion del
proyecto, al estilo de la presentacién o a la expresion escrita.

7 A

|.B.T. Dulce Maribel Martinez Cortés

Wi \A »
7 A\
o \c‘
Dra. Yolanda de las Mercedes Dr/(osé Luis Castrejon Flores

Goémez y Gomez



Autorizacion de uso de obra

Instituto Politécnico Nacional
Presente

Bajo protesta de decir verdad el que suscribe Dulce Maribel Martinez Cortés,
manifiesto ser autor (a) y titular de los derechos morales y patrimoniales de la obra
titulada “Produccidon de peliculas orales con extractos de Agastache como
potenciadores de suefio”, en adelante “La Tesis" y de la cual se adjunta copia, por
lo que por medio del presente y con fundamento en el articulo 27 fraccion I, inciso
b) de la Ley Federal del Derecho de Autor, otorgo a el Instituto Politécnico Nacional,
en adelante El IPN, autorizacién no exclusiva para comunicar y exhibir publicamente
total o parcialmente en medios digitales “Publicacion en linea de la tesis en el
repositorio institucional” “La Tesis” por un periodo de 2 afio contado a partir de la
fecha de la presente autorizacion, dicho periodo se renovara automaticamente en
caso de no dar aviso expreso a “El IPN” de su terminacién.

En virtud de lo anterior, “El IPN” debera reconocer en todo momento mi calidad de
autor de “La Tesis”.

Adicionalmente, y en mi calidad de autor y titular de los derechos morales y
patrimoniales de “La Tesis”, manifiesto que la misma es original y que la presente
autorizacion no contraviene ninguna otorgada por el suscrito respecto de “La Tesis”,
por lo que deslindo de toda responsabilidad a El IPN en caso de que el contenido
de “La Tesis” o la autorizacion concedida afecte o viole derechos autorales,
industriales, secretos industriales, convenios o contratos de confidencialidad o en
general cualquier derecho de propiedad intelectual de terceros y asumo las
consecuencias legales y econdmicas de cualquier demanda o reclamacion que
puedan derivarse del caso.

Ciudad de México,10 de enero de 2018.

Atentamente

/

L

|.B.T. Dulce Maribel Martinez Cortés




RESUMEN

En la actualidad existen farmacos empleados para tratar el insomnio, sin embargo,
la mayoria de estos producen efectos adversos cuando se administran de manera
continua, por ello se ha recurrido a tratamientos como la fitoterapia ya que es de
facil acceso, bajo costo y presenta menos efectos secundarios, como por ejemplo

Agastache mexicana que ha sido estudiada por su efecto potenciador de suefio.

El uso de tratamientos fitoterapéuticos requiere una forma de administracion que
preserve las sustancias de interés, mejore las propiedades farmacocinéticas y
asegure la eficacia, por ello, en este trabajo se formularon y caracterizaron peliculas
orales de alginato de sodio al 1.5% como sistema de administraciéon de metabolitos
provenientes de Agastache mexicana mexicana (A. m. mexicana) y Agastache
mexicana xolocotziana (A. m. xolocotziana), los extractos etandlicos se
caracterizaron mediante ensayos fitoquimicos, espectroscopia FT-IR y actividad
antioxidante, ademas se reportd que los extractos no presentaron toxicidad en
ratones CD1 (DLso> 5000 mg/Kg) ni citotoxicidad (ICso> 20 pg/mL) en lineas
celulares C6 y SH-SY5Y.

Mediante la prueba de potenciacion de suefio por pentobarbital se obtuvo que a 100
mg/Kg de ambos extractos se tuvieron tiempos de latencia y de suefio
aproximadamente de 2 y 130 min respectivamente, menores a los obtenidos por el
farmaco de referencia clonazepam. Ademas, se comprobd que después del proceso
de atrapamiento de los extractos en las peliculas se preserva la actividad
farmacol6gica manteniendo tiempos de latencia y de suefio similares a los obtenidos

por los extractos.

Finalmente se reporto que el efecto farmacologico de las peliculas con los extractos
se vio inhibido por el antagonista GABAérgico Flumazenil, lo que puede indicar que

el posible mecanismo de accién involucra la via GABAérgica.



ABSTRACT

Currently there are drugs used to treat insomnia, however, most of these produce
adverse effects when administered continuously, therefore has resorted to
treatments such as phytotherapy because it is easily accessible, inexpensive and
has fewer side effects, such as Agastache mexicana, which has been studied for its

sleep-enhancing effect.

The use of phytotherapeutic treatments requires a form of administration that
preserves the substances of interest, improves the pharmacokinetic properties and
ensures efficacy, therefore, in this work 1.5% sodium alginate oral films were
formulated and characterized as an administration system of metabolites of
Agastache mexicana mexicana (A. mexicana) and Agastache mexicana
xolocotziana (A. xolocotziana), the ethanolic extracts were characterized by
phytochemical assays, FT-IR spectroscopy and antioxidant activity, and it was
reported that the extracts do not present toxicity in CD1 mice (LD50> 5000 mg / Kg)
or cytotoxicity (IC50> 20 ug / mL) in C6 and SH-SY5Y cell lines.

Through the pentobarbital sleep enhancement test, it was obtained that at 100 mg/kg
of both extracts, latency and sleep times were approximately 2 and 130 min
respectively, lower times than those obtained by the reference drug clonazepam. In
addition, it was found that after the entrapment of the extracts in the films, the
pharmacological activity is preserved, maintaining latency and sleep times similar

those obtained by the extracts.

Finally, it was reported that the pharmacological effect of the films with the extracts
was inhibited by the GABAergic antagonist Flumazenil, which may indicate that the

possible mechanism of action involves the GABAergic pathway.
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INTRODUCCION

Dormir es un proceso fisiolégico complejo, crucial para el mantenimiento de la
homeostasis en mamiferos, la supervivencia y funcion, sin embargo debido a las
tensiones de la sociedad moderna la prevalencia y la tasa de trastornos del suefio
estan aumentando dramaticamente, siendo la calidad y la duracion del suefio
nocturno factores capaces de afectar el estado de salud de las personas (Hong et
al., 2016; Jeon et al., 2015; Parati et al., 2013), la falta de suefio puede ocasionar
efectos cardio metabdlicos adversos, incluso se ha demostrado una clara
asociacion entre el suefio habitual corto y una variedad de resultados de salud a
largo plazo, incluyendo enfermedad coronaria, diabetes, obesidad, hipertension,

neumonia y muerte (Ayas et al., 2013).

A nivel farmacologico, comunmente se han usado los agonistas de los receptores
GABAA, tales como benzodiazepinas y barbitdricos, para tratar el insomnio, sin
embargo, estos compuestos ejercen muchos efectos adversos, como pueden ser;
tolerancia al farmaco, adiccion y deterioro cognitivo, por lo que es necesario la
busqueda de compuestos que presenten propiedades sedativas con menores
efectos adversos (Jeon et al.,, 2015; Zhang et al., 2012). Adicionalmente, los
trastornos del suefio son condiciones psiquiatricas frecuentes que han sido tratados
con medicamentos botanicos desde la antigiiedad, algunas de las plantas mas
utilizadas para el tratamiento del insomnio son: Withania somnifera, Humulus
lupulus, Melissa officinalis, Matricaria recutita y Valeriana officinalis. La evidencia
empirica indica que varias de estas plantas pueden ayudar en el manejo del
insomnio reduciendo la latencia del suefio y mejorando su duracion. Se ha

comprobado la accion inductora de suefio de algunas plantas ampliamente usadas




en México como Casimiroa edulis, Clinopodium mexicanum, Valeriana edulis, y
Agastache mexicana, esta Ultima popularmente conocida como "toronjil” (Saris et

al., 2011; Lopez-Rubalcava & Estrada-Camarena, 2016).

Algunos autores han reportado que la actividad sedante atribuida a A. mexicana se
debe principalmente a grupos flavonoides como la tilianina, y a algunos aceites
escenciales como mentona, limoneno y pulegona (Estrada Reyes et al.,, 2004,

Estrada Reyes et al., 2014; Gonzalez-Trujano et al., 2015).

Generalmente la via de administracién de estas plantas es oral ya sea en infusiones
0 decocciones de partes de la planta. Las tendencias recientes estan cambiando
hacia el disefio y desarrollo de sistemas innovadores de suministro de farmacos,
uno de ellos son las peliculas de desintegracion rapida, que tiene numerosas
ventajas no solo sobre las tabletas de desintegracion rapida convencionales, sino
también frente a las férmulas liquidas, ya que son de facil transporte, la dosificacion
es comoda y precisa, es conveniente para pacientes difasicos que tienen dificultad
de ingerir tabletas y capsulas, ademas no hay necesidad de tomar agua para su

administracion (Salazar-Aranda et al., 2009; Irfan et al., 2015; Guzman et al., 2014).

Por lo tanto, en este trabajo se evaluo el efecto inductor de suefio de extractos
etandlicos de dos subespecies de Agastache mexicana y de sus metabolitos

contenidos en peliculas orales que fueron elaboradas a partir de alginato de sodio.




. MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

2.1 Dormir

Dormir es parte integral de una buena salud y bienestar, es un estado de
comportamiento caracterizado por el reposo, la inmovilidad y una percepcion
reducida de los estimulos del entorno en el que se suspenden la cognicion y la
conciencia, el ritmo cardiaco se ralentiza, los musculos se relajan, y la puesta en
vigilia del cerebro se calma hasta el punto en que una agradable sensacion de
satisfaccion se produce a medida que mentalmente nos alejamos de nuestro

entorno tranquilo en la inconsciencia (Pollak et al., 2010).

El suefio normal se caracteriza por una disminucion general de la temperatura
corporal, la presion arterial, la frecuencia respiratoria y otras funciones corporales.
Los criterios fisiol6gicos del suefio en el ser humano se evallan cominmente con
polisomnografia incluyendo la electroencefalografia (EEG), electromiografia (EMG),
y electrooculografia (EOG). Las actividades de estos parametros definen los tres
estados comportamentales principales del ser humano, es decir, la vigilia, el suefo
con movimientos oculares no rapidos (NREM, non-rapid eye movement) y el suefio
con movimientos oculares rapidos (REM, rapid eye movement), los cuales
representan tres procesos biologicos basicos cuyas funciones y mecanismos de

control son independientes (Rama y Zachariah, 2013; Chokroverty, 2011).




2.1.1 Neurotransmisores involucrados en el suefio

Durante mucho tiempo se ha sabido que los estados de despertar y de suefio se
llevan a cabo mediante distintas oscilaciones neuronales sincronizadas, controladas
por estructuras en el sistema nervioso, principalmente en tres areas: el tronco o tallo
cerebral, el cerebro anterior basal, y el hipotalamo. Dentro del tallo cerebral e
hipotdlamo existen varias poblaciones neuronales que promueven la vigilia
mediante la accion de diferentes neurotransmisores como noradrenalina,
serotonina, histamina y orexina (Figura 1A). Estos sistemas actian de manera
conjunta en la generacion y mantenimiento de la vigilia; sin embargo, aunque cada
uno contribuye de manera unica, la vigilia no se inhibe completamente en la
ausencia de alguno de ellos. En contraste, neuronas localizadas en nucleos
especificos del hipotadlamo y del tallo cerebral estan involucradas en la iniciacién y
mantenimiento del suefio (Figura 1B). Estas neuronas contienen neurotransmisores
como acetilcolina y acido y-aminobutirico (GABA), las cuales proyectan y modulan
la actividad de los nucleos involucrados en la regulacion de la vigilia (Mohler, 2010;
Antle, 2015; Franco-Pérez et al., 2012).

En la actualidad, es bien sabido que en el hipotalamo, especificamente en el nicleo
predptico medio (NPOM) y en el nucleo predptico ventrolateral (VLPO), existen
neuronas GABAérgicas, las cuales exhiben un patron especifico de descarga
elevada durante el suefio profundo y el suefio REM, estas zonas inervan multiples
regiones promotoras de la vigilia, incluyendo el locus coeruleus (LC), rafé dorsal,
nacleo tuberomamilar (TMN), ndcleo pedunculopontino tegmental/ nucleo
laterodorsal tegmental (PPT/LDT) y el area perifornical del hipotalamo lateral (HL).
Se ha planteado que estas neuronas GABAérgicas pueden promover el suefio por
medio de la inhibicién de los sistemas involucrados en la vigilia y los despertares, la
inhibicion del sistema de excitacion mediante el VLPO durante el suefio es
fundamental para el mantenimiento y la consolidacion del suefio (Franco-Pérez et
al., 2012; Fuller et al., 2010).




Figura 1.- Representacion del sistema excitatorio, donde se encuentran regiones promotoras de la
vigilia (A) y del sistema inhibitorio que puede promover el suefio por la inhibicion del sistema
excitatorio (B).

Nucleo predptico medio (NPOM), nucleo predptico ventrolateral (VLPO), locus coeruleus (LC),
nacleo tuberomamilar (TMN), nudcleo pedunculopontino tegmental PPT, nucleo laterodorsal
tegmental (LDT) e hipotalamo lateral (HL).

Fuente; Fuller, 2010

2.2 Trastornos del suefo

Para mantener la vida, se requieren de 3 a 5 horas de suefio por noche, sin
embargo, esta cantidad conduce a tener somnolencia, deterioro del rendimiento y
funciones productivas reducidas. Para mantener un estado de alerta 6ptimo a lo
largo del dia, el requisito varia de un individuo a otro, para algunas personas 5 horas
es suficiente, para otras lo son 10 horas, mientras que la media es de 7 a 8 horas
para los adultos. Sin embargo, hay enfermedades, medicamentos, estilos de vida y
hédbitos que pueden afectar negativamente la cantidad y calidad del suefio
provocando el deterioro de la calidad de vida, enojo, depresién, disminucion de la
productividad, absentismo laboral y mayor riesgo de sufrir accidentes en el lugar de
trabajo, asi como accidentes automovilisticos (Avidan, 2010; Al-Lawati et al., 2009;
Hardin, 2013).
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La clasificacion de los trastornos del suefio es necesaria para discriminar entre los
trastornos y facilitar la comprension de los sintomas, etiologia, fisiopatologia y
tratamiento. La Clasificacion Internacional de Trastornos del Suefio en su tercera
ediciéon (ICSD-3) publicada en el 2014 por la Academia Americana de Medicina del
Suefio, agrupa a los desérdenes del suefio en siete secciones principales: insomnio,
trastornos respiratorios relacionados con el suefio, trastornos centrales de la
hipersomnolencia, trastornos del ritmo circadiano del suefo, parasomnias,
trastornos del movimiento relacionados con el suefio, y otros trastornos del suefo
(Sateia y Thorpy, 2017).

2.2.1 Insomnio

El insomnio es el desorden del suefio mas comin que se caracteriza por una
dificultad repetida en la iniciacion, duracion, consolidacion o calidad del suefio que
se produce a pesar de contar con la oportunidad adecuada para conciliar el suefio,
es un grave problema de salud que afecta a mas de un tercio de la poblacién
mundial (Doghram;ji y Choufani, 2010; Wei et al., 2014).

De acuerdo con la clasificacion ICSD-3, se pueden distinguir 3 grandes grupos de
insomnio: insomnio crénico que dura 3 semanas al mes durante al menos 3 meses
consecutivos, no puede explicarse por circunstancias externas, voluntad de no
dormir, ni por otros trastornos del suefio; insomnio de corta evolucién, es el
insomnio, con quejas nocturnas y diurnas de menos de tres meses de evolucion,
también se le puede denominar insomnio agudo o de ajuste. Con frecuencia se
puede detectar un desencadenante y puede coexistir con otros procesos médicos o
psiquiatricos; otros tipos de insomnio son los que no pueden incluirse en ninguno

de los dos tipos anteriores (Sateia y Thorpy, 2017).

Los pacientes que experimentan insomnio a menudo sufren consecuencias graves

en el funcionamiento diurno, incluyendo somnolencia diurna, concentracion
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deteriorada, problemas de memoria, disminucién de la eficiencia, irritabilidad y
dificultades para mantener la atencion. Estas repercusiones pueden afectar
significativamente la calidad de vida de las personas ya que se ha relacionado el
insomnio con el aumento del riesgo de hipertension, diabetes, depresion, dolor,
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) y muerte. ElI impacto
socioecondmico del insomnio también es significativo, con altas tasas de utilizacion
de la asistencia sanitaria y ausentismo del trabajo, ademas de que al insomnio con
suefio corto se le asocia con hipertension, diabetes, deterioro del comportamiento
neurocomportamental y riesgo de mortalidad. (Villet et al., 2016; Bonnet et al.,
2014).

Ademas, existen diversos estudios que han demostrado una relacién entre el
insomnio y el estrés oxidativo, estos estudios han demostrado un aumento en el
nivel de peroxidos lipidicos, una disminucion en el nivel de la enzima antioxidante
glutation peroxidasa, aumento en los niveles de cortisol urinario y en saliva, de esta
manera se puede afirmar que el suefio juega un papel muy importante en la

atenuacion del estrés oxidativo (Dasgupta & Klein, 2014).

2.2.2 Tratamiento del insomnio

Este trastorno es tratado de manera no farmacoldgica y farmacol6gica o con una
combinacion de ambas. La eleccion del tratamiento debe basarse cuidadosamente
en varios factores como son: los sintomas de los pacientes, las comorbilidades
asociadas, el costo y la disponibilidad del tratamiento, los potenciales riesgos y
beneficios de las opciones terapéuticas y la preferencia del propio paciente (de
Castro-Manglano y Oteo, 2011; Contreras, 2013).

Las medidas no farmacoldgicas consisten en mejorar todas las circunstancias que

rodean el dormir, ademas de asegurar un ambiente adecuado y 6ptimo para que el
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paciente concilie el suefio. Estas medidas se conocen como higiene del suefio

(Avidan y Barkoukis, 2012) entre ellas se encuentran;

Acostarse a dormir solo cuando aparezca “sensacion de suefio”.

2. Establecer una rutina relajada a la hora de acostarse.

3. Si no se concilia el suefio al cabo de 20-30 minutos, salir de la cama y del
dormitorio y realizar alguna actividad tranquila (evitar la television,
computadora, celulares, etc.). Nunca quedarse dormido fuera de la cama.

4. Establecer horarios regulares de suefio-vigilia. Lo mas importante es
acostarse y levantarse a la misma hora cada dia (incluidos fines de semana
y vacaciones). Una vez despierto por la mafiana no permanecer en la cama.

5. Limitar las siestas. Lo mejor es no dormir durante el dia, no obstante, en el
caso de necesitar una siesta que sea de una duracion inferior a 15-20 min.

6. No realizar ejercicio fisico intenso en las 3-4 horas previas al momento de
acostarse.

No realizar actividad intelectual en el momento de irse a la cama a dormir.

8. Evitar comidas abundantes durante la noche, la cena debe ser ligera 'y como
minimo 2 horas antes de acostarse.

9. Evitar bebidas estimulantes (café, té, refrescos, etc.) en las 6 horas antes de
acostarse.

10. Evitar las bebidas alcoholicas de 4 a 6 horas antes de acostarse.

Otra medida no farmacolégica que cumple un rol primordial en el manejo del
Insomnio es la Terapia Cognitiva Conductual (TCC), la que comprende una
combinacion de tratamientos no farmacologicos como el control de impulsos con
estrategias de relajacion, restriccion de suefio y terapia cognitiva, la cual debe
aplicarse por varias semanas, la TCC tiene la ventaja de no tener efectos
secundarios, sin embargo, su costo y disponibilidad pueden limitar su efectividad
debido a la falta de profesionales entrenados y a la duracién de la intervencion, la
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cual es mas larga en comparacion con la prescripcién farmacolégica (Contreras,
2013; de Castro et al., 2012; Navarrete y Aguirre, 2012).

Si estas medidas no se encuentran disponibles o si el paciente todavia tiene
insomnio grave después de que se haya intentado la intervencion cognitiva
conductual, se considera el uso de farmacos como los barbitdricos,
benzodiazepinas (BZD) y otros moduladores agonistas de los receptores
benzodiacepinicos que actian en el complejo receptor GABAa para potenciar la
actividad inhibidora de GABA y promover el sueiio (Mendelson, 2010). Las

sustancias mas usadas en el tratamiento del insomnio son:

e Hipndticos: Sustancias que producen somnolencia y facilitan la aparicion y
mantenimiento del estado de suefio, reforzando el efecto inhibitorio del acido
gamaamino-butirico (GABA), el cual se cree que es uno de los principales
neurotransmisores que promueven el dormir. El sitio neuroanatémico de
accion de los hipnéticos no ha sido completamente dilucidado, sin embargo,
entre los sitios importantes para los agentes que acttan en el receptor GABA-
A (Figura 2) se encuentran el NPOM y el VLPO del hipotalamo. Se
recomienda su uso cuando no es factible eliminar la causa especifica del
insomnio. Sus principales efectos adversos incluyen: sedacion diurna,
disfuncion cognitiva, incoordinacion motora, ataxia, vértigo. Su uso
prolongado puede producir dependencia (Kryger et al., 2012; Mendelson,
2010).

e Antidepresivos: Los antidepresivos con efecto sedante son usados
frecuentemente en el insomnio asociado a depresion, ansiedad y dolor
cronico. Sus principales efectos adversos son el aumento de peso, aumento
de ideas suicidas, toxicidad cardiaca e hipotension ortostatica (Roth y
Roehrs, 2010).

e Anticonvulsivantes: Algunos anticonvulsivantes se han utilizado en el manejo

del insomnio por sus efectos sedantes, especialmente aquellos cuyo
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mecanismo de accién se relaciona con la neurotransmision GABA. Los mas
utilizados son la Gabapentina y la Pregabalina, que aumentan el suefio
NREM. Estan especialmente indicados en pacientes con cuadros de
ansiedad, con cuadros de dolor cronicos, o con fibromialgia, asociados a
iInsomnio. Sus principales inconvenientes son el aumento de peso, la
sedacién diurna, vértigo y disfuncion cognitiva (Sullivan, 2010; Roth y Roehrs,
2010).

e Melatonina; La Melatonina es una hormona producida por la glandula pineal,
cuya sintesis aumenta con la oscuridad. Esta hormona regula los ciclos de
suefio-vigilia y su produccion disminuye con la edad. Su indicacion principal
es el Insomnio secundario a alteraciones del ritmo circadiano. Su eficacia es
bastante menor en Insomnio primario, por su vida media corta (Sateia, 2010).

e Oftros tratamientos: Los antipsicéticos, antihistaminicos y sustancias
naturales, constituyen una amplia variedad de farmacos utilizados para el

tratamiento del insomnio (Sullivan, 2010; Mohler, 2015).

GABA

Benzodiazepines

Alphaxalone

Propofol
Etomidate
Halothane
Enflurane

Barbiturates

Figura 2.- Representacion esquematica del complejo receptor GABA-A

Fuente: Mendelson, 2010
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2.3 Fitoterapia e insomnio

De acuerdo con la European Scientific Cooperative On Phytotherapy (ESCOP), la
fitoterapia o los medicamentos a base de plantas son "medicamentos que contienen
como ingredientes activos, solo plantas, partes de plantas, materiales vegetales, o

sus combinaciones, ya sea en estado crudo o procesado” (Kumar, 2016).

Los trastornos del suefio han sido tratados con medicamentos botéanicos desde la
antigledad. La evidencia empirica indica que algunas plantas pueden ayudar en el
manejo del insomnio reduciendo la latencia del suefio y mejorando su duracién
posiblemente a través de interacciones con el acido glutdmico descarboxilasa
(GAD), o a través de la modulacién de los receptores GABA-ergicos y del 5-HT
(Leach y Page, 2015).

Algunos de los compuestos quimicos producidos por las plantas son productos del
metabolismo primario o transformaciones quimicas fundamentales para la
existencia de la planta. Sin embargo, las plantas difieren de otras formas de vida en
la gran diversidad de los productos quimicos adicionales producto del metabolismo
secundario denominados de manera general como principios activos dentro de los
cuales se encuentran: los aceites esenciales, taninos, cumarinas, flavonoides,

saponinas, alcaloides, glucésidos y poliaminas (Kumar, 2016).

Se han identificado mas de 4000 variedades diferentes de flavonoides, y se
clasifican en seis grupos principales: flavonoides, flavonoles, flavanonas,
iIsoflavonas, catequinas y antocianinas, de acuerdo con sus diferentes estructuras
moleculares. Después de la ingestidn, la mayoria de los flavonoides se metabolizan
en el tracto gastrointestinal y el higado, se absorben en el torrente sanguineo y

pueden alcanzar el SNC al cruzar la barrera hematoencefalica (Matias et al., 2016).
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De acuerdo con Johnston (2015), algunos flavonoides interaccionan con muchos
sistemas neurotransmisores incluyendo adenosina, dopamina, GABA y glicina. Los
flavonoides pueden actuar en los receptores ionotropicos del neurotransmisor
inhibitorio GABA de muchas maneras. Pueden actuar como moduladores
alostéricos positivos, negativos y neutralizantes, asi como agentes que modulan

otros agonistas alostéricos (Hanrahan et al., 2015).

La Organizacion Mundial de la Salud estimé que el 80% de la poblacion de los
paises en desarrollo depende de las medicinas tradicionales, en su mayoria drogas

vegetales, para sus necesidades de atencion primaria de salud (Alamgir, 2017).

México es un pais con una flora muy diversa, y muchas de sus culturas indigenas
tienen una extensa farmacopea de plantas medicinales, conocimiento que ha
pasado a través de generaciones. Durante los ultimos afios, ha habido un
renacimiento de interés popular en plantas utilizadas para el tratamiento de

diferentes enfermedades.

Entre las plantas a las que se les han comprobado efectos inductores de suefio se
encuentran: Casimiroa edulis, Clinopodium mexicanum, Valeriana edulis y
Agastache mexicana, esta Ultima conocida popularmente como toronjil (Lépez-

Rubalcaba y Estrada-Camarena, 2016).

2.3.1 Agastache mexicana

El género Agastache (Lamiaceae) consta de 112 especies que se distinguen por ser
plantas aromaticas, herbaceas y perennes. La mayoria de las plantas de este
género crecen silvestres en el sudeste de Asia y América del Norte (Estrada-Reyes
et al., 2014). En México, hay dos subespecies: Agastache mexicana ssp. mexicana
y Agastache mexicana ssp. xolocotziana (figuras 3 y 4) conocidos en la medicina
tradicional como "toronjil morado" y "toronjil blanco”, respectivamente y se usan en

la medicina tradicional mexicana para el alivio de las condiciones de "susto" y
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"nervios". Estas dos subespecies se distinguen fenotipicamente por la forma de las
hojas, el color de las flores y su sabor. Sin embargo, no hay preferencia de uso entre
ellos en la poblacién (Lopez-Rubalcaba y Estrada-Camarena, 2016; Estrada-Reyes
et al., 2004). En México, se le denomina comunmente "toronjil" y debido a su gran
demanda, se cultiva en varias regiones como la Ciudad de México y los estados de
Hidalgo, México, Morelos, Puebla y Veracruz. Se utiliza para tratar ansiedad,
insomnio y trastornos cardiovasculares, asi como reumatismo, dolor de estémago y
afecciones gastrointestinales. Las inflorescencias se prefieren para aliviar el dolor y
las partes aéreas para producir actividad sedante (Gonzalez-Trujano et al., 2015).

En estudios preclinicos en ratones, se analizé el efecto ansiolitico de los extractos
acuosos de las dos subespecies de Agastache mexicana (ssp. mexicana y ssp.
xolocotziana). Ambas redujeron la ansiedad de una manera similar al diazepam,
siendo el segundo mas potente, ademas no se tuvieron efectos toxicos, lo que
sugiere que el consumo de estas especies no implica un riesgo significativo para la
salud (Estrada-Reyes et al., 2014).

En el 2015 Gonzéalez-Trujano et al., evaluaron la actividad hipnética de uno de los
principales metabolitos activos, identificado como tilianina comparandolo con
extracto metandlico. En este trabajo encontraron que no hubo cambios en el tiempo
de latencia, sin embargo, el tiempo de suefio fue mayor con el extracto, sugiriendo

un sinergismo entre los diferentes compuestos del extracto.

Ademas de tilianina se ha reportado la presencia de varios flavonoides en los
extractos acuosos y organicos de A. m. mexicana y A. m. xolocotziana, entre los
gue se encuentran luteolina, diosmetina, acacetina y gardenina (Estrada-Reyes et
al., 2014).

e Agastache mexicana mexicana

Es una hierba perenne, de 40 a 100 cm de altura, con rizomas rastreros, las hojas

son en forma ovado-lanceolada con 4.4-6.3 cm de largo y 2.1-2.5 cm de ancho apice
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atenuado y base redonda. El tallo es cuadrangular en seccién transversal; la parte
basal y media del tallo es de color morado. La cuticula es lisa, pero en los angulos
se observa crenada, con un grosor de 4-6 um. Inflorescencia en racimos terminales
interrumpidos; flores bisexuales, zigomorfas, céliz sin sépalo, de color rojizo—
morado, cilindrico, 5-dentado, ligeramente bilabiado, de 6.5 a 11.5 mm de largo;
corola simpétala, de color rojizo—morado (Santillan-Ramirez et al., 2008; Rzedowski
y Rzedowski, 2001).

REINO Plantae
CLASE Magnoliopsida
SUBCLASE Asteridae
ORDEN Lamiales
FAMILIA Lamiaceae
SUBFAMILIA Neopetoideae
GENERO Agastache
ESPECIE mexicana
SUBESPECIE mexicana

Figura 3.- Taxonomia de Agastache mexicana mexicana

Fuente: Santillan-Ramirez, et al., 2008

e Agastache mexicana xolocotziana

Es una hierba perenne, de 1.5 m de altura, con rizomas rastreros, delgados y
esparcidos, tallos erectos, ramificados, cuadrangulares, con vellosidades o pelos
blancos, las hojas son en forma ovado-lanceolada con 4.6 a 6.2 cmde largoy 1.7 a
3 cm de ancho, apice atenuado y base redonda. Inflorescencia en racimos
terminales interrumpidos, flores bisexuales, zigomorfas, caliz sin sépalo, de color
verde a blanco, cilindrico, 5-dentado, ligeramente bilabiado, de 7 a 8 mm de largo,

corola simpétala, de color blanco, tubulosa, infundibuliforme, limbo bilabiado, el
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labio superior plano, el inferior trilobulado con vellosidades sobre su superficie

seccion transversa (Santillan et al., 2008; Rzedowski y Rzedowski, 2001).

REINO Plantae
CLASE Magnoliopsida
SUBCLASE Asteridae
ORDEN Lamiales
FAMILIA Lamiaceae
SUBFAMILIA Nepetoideae
GENERO Agastache
ESPECIE mexicana
SUBESPECIE xolocotziana

Figura 4.- Taxonomia de Agastache mexicana xolocotziana

Santillan-Ramirez, et al., 2008

Histéricamente, los seres humanos han sido conscientes de las funciones
medicinales de los recursos naturales, especialmente de las plantas y muchos
medicamentos se han desarrollado a partir de ellas, como por ejemplo los taxanos
provenientes del compuesto paclitaxel o taxol obtenido de Taxus brevifolia (usado
como antineoplasicos), las campotecinas obtenidas de Camptotheca acuminata
(usado como anticancerigeno), digoxina obtenida de Digitalis lanata (usado como
cardiotonio), entre otros (Konishi, 2014; Nama et al., 2017). El desarrollo de
farmacos convencionales y, hasta cierto punto, la farmacognosia tradicional (estudio
de farmacos derivados de la naturaleza) usa a menudo principios activos
individuales aislados a partir de material vegetal. En algunos casos esto es
altamente eficaz, sin embargo, en ciertos casos, los intentos de aislar los principios
activos de los extractos de plantas pueden ser en JUltima instancia,

contraproducentes ya que los efectos bioldgicos generales dependen a menudo de
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interacciones sinérgicas y polivalentes entre los componentes de la planta (Sarris et
al., 2011).

El uso de medicinas derivadas de plantas es muy diverso e incluye, compuestos
puros, plantas medicinales usadas tradicionalmente como infusiones (tisanas o tés),
tinturas, partes de las plantas cortadas o pulverizadas, extractos no estandarizados,
con poca informacion de calidad y, por lo tanto, sin datos acerca de la eficacia clinica

y los efectos farmacologicos.

Los medicamentos que usamos comunmente deben ser formulados de manera que
se facilite su administracion. Por ejemplo, los medicamentos que se deben poner en
forma liquida no solo deben disolverse, sino que deben permanecer en solucion; si
deben ser emulsionados, se debe usar el agente emulsionante adecuado, ademas
de otros problemas en la preparacion, ya que algunos medicamentos son tan
amargos que son imposibles de tomar, y otros irritan tanto que tomarlos podria

dafar la boca.

Existe una gran variedad de preparaciones farmaceéuticas que se utilizan de manera
convencional para facilitar la administracion y aplicacion de farmacos como:
pildoras, comprimidos, capsulas, emulsiones, etc., (Salazar-Aranda et al., 2009;
Modell y Place, 2013). Sin embargo, las tendencias recientes estan cambiando
hacia el disefio y desarrollo de sistemas innovadores de suministro de farmacos,
uno de ellos son las peliculas de desintegracion rapida, que tiene numerosas
ventajas no solo sobre las tabletas de desintegracion rapida convencionales, sino
también frente a las férmulas liquidas, ya que son de facil transporte, la dosificacion
es comoda y precisa, es conveniente para pacientes disfasicos que tienen dificultad
de ingerir tabletas y capsulas y ademas no hay necesidad de tomar agua para su

administracion (Irfan et al., 2015; Guzman et al., 2014).
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2.4 Formas de dosificacion oral

La via oral sigue siendo la ruta perfecta para la administracion de agentes
terapéuticos porque el bajo coste de la terapia y la facilidad de administracion
conducen a altos niveles de cumplimiento por parte del paciente. Las formas de
dosificacion oral son mas populares que otras formas de dosificacion debido a la
facilidad de administracion, dosificacion precisa, automedicacion, evitacién del
dolor, etc. (Bhattarai & Gupta, 2015).

El desarrollo de un producto farmacéutico para la administracion oral,
independientemente de sus formas fisicas (soélidos, semisolidos, o forma de
dosificacion liquida oral) implica grados variables de optimizacion de la forma de
dosificacion (Chaudhary et al., 2013). En literatura existen varios procesos de
fabricacion y formulacion de farmacos, algunos de los que ya se encuentran
disponibles en el mercado farmacéutico son; liofilizados orales (Zofran; ondasetron
indicado para prevenir y tratar nauseas y vomito), comprimidos orodispersables
(Allegra; fexofenadina indicada como antihestaminico en rinitis alérgica y urticaria),
granulos orodispersables (Ibupril; ibuprofeno indicado analgésico, anti inflamatorio
y antipirético) y peliculas orodispersables (Benadril; difenhidramina indicado en el

tratamiento de alergias) (Slavkova & Breitkreutz, 2015).

2.4.1 Peliculas orales

Se han utilizado varios términos para designar una nueva forma de dosificacion
farmacéutica, pelicula oral, pelicula delgada, oblea, tira oral, pelicula delgada oral y
pelicula soluble oral, que describen una pelicula delgada que se disuelve facilmente
en la cavidad oral (Zhao et al., 2015). Los sistemas de administracion oral de rapida
disolucién son formas de dosificacion soélidas, que se desintegran o disuelven

aproximadamente en 1 min cuando se coloca en la boca sin la necesidad de beber
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o masticar (Cilurzo et al., 2008). Estas peliculas representan una alternativa a los
comprimidos, capsulas, jarabes y otra formulacion principalmente para pacientes
pediatricos y geriatricos, que experimentaban dificultades para deglutir formas de
dosificacion solidas tradicionales (Chaudhary et al., 2013).

Las peliculas orales son matrices poliméricas esencialmente complejas que pueden
utilizarse eficazmente como plataformas de liberacion de farmacos. Estas matrices
poliméricas pueden estar compuestas de varios componentes con el fin de
conseguir plataformas de suministro de farmacos bien disefiadas, pero usualmente
los polimeros hidréfilos son su ndcleo principal. Ademas, el conocimiento de los
conceptos basicos de los polimeros, como la quimica, las propiedades y los tipos
puede ser critico para desarrollar nuevos o mejorar los sistemas convencionales de

administracion de farmacos (Borges et al., 2015).

Las principales ventajas de las peliculas orales frente a las capsulas, tabletas, o
jarabes son su sabor, textura, tamafo, rapida solubilidad, liberacion inmediata del
compuesto activo, facil transporte ademas de que no se requiere ingerir liquidos
para su consumo (Castro et al.,, 2015). La fabricacion de peliculas orales
generalmente se basa en tecnologias establecidas, como las técnicas de disolucion
casting y extrusién de fusion en caliente, aunque nuevas técnicas se estan

desarrollo y evaluando, tales como la tecnologia de impresién. (Silva et al., 2015)

El método de disolucién casting consiste esencialmente en una mezcla acuosa o
hidroalcohdlica de excipientes, medicamento y sustancia (s) que se disuelven sobre
una superficie, se seca, y se corta en un tamafo conveniente. Por otra parte, la
extrusion de fusidn en caliente consiste simplemente en la formacién de una mezcla
adecuada de polimero (s), excipientes, farmaco y otra (s) sustancia (s) en una
pelicula por fusion de todos los componentes. Ambas técnicas permiten la
preparacion de las peliculas con buenas caracteristicas, pero en general el método
de disolucién casting es el mas utilizado, debido probablemente al equipo especial
requerido y los altos costos asociados con el método de extrusion por fusion en

caliente (Borges et al., 2015).
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La funcionalidad de las peliculas dependera en gran medida de las caracteristicas
fisicas y quimicas de los biopolimeros seleccionados, los materiales que
generalmente se utilizan para la elaboracion de peliculas son proteinas,

polisacaridos y lipidos o combinaciones de estos (Ozdemir y Floros, 2008).

En los dltimos afios, debido a la busqueda de la quimica verde y los materiales
respetuosos con el medio ambiente, ha resurgido el interés en el uso de
polisacaridos como fuente de materiales poliméricos no toxicos, biocompatibles,
biodegradables y solubles en agua, haciendo que estos compuestos sean
adecuados para diferentes aplicaciones. Varios polisacéaridos, incluyendo almidén,
pectina, celulosa, quitina y quitosano, han encontrado usos potenciales en los

campos farmacéutico y biomédico (Sibaja et al., 2015).

Los alginatos son otro tipo de polisacaridos que se han utilizado ampliamente por
sus buenas caracteristicas para formar peliculas (Lin y Zhao, 2007). Los alginatos
son biopolimeros estructurales extraidos de las algas marinas pardas y estan
compuestos de unidades de (1-4) B-D-manurato (M) y (1-4) a-L- galuronato (G)
(Ostrowska y Gierszewska, 2009). Estas unidades estan arregladas en bloques G,
bloqgues M y secuencias alternadas de bloques G-M formando la estructura
polimérica (figura 5); el arreglo secuencial dependera de diferentes factores tales
como la especie, edad o partes de las algas de donde es obtenido el material (Rhim,
2004; Da Silva et al., 2009; Ashikin et al., 2010).
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Figura 5.- Estructura de los bloques de acido D-manuronico (M) y L-galuronico (G)
de alginato
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Existen algunos trabajos en los que se han desarrollado y caracterizado peliculas
orales de desintegracion rapida en las que se incluyen compuestos naturales como

extractos de plantas.

Entre los trabajos que se pueden encontrar en literatura esta el de Daud et al.,
(2011) en el que incluyeron un extracto de Zingiber officinale en peliculas de
hidroxipropil metilcelulosa, maltodextrina, pululan y polivinil alcohol. En el 2015
Borges & De Carvalho, elaboraron y caracterizaron peliculas de gelatina y colageno
hidrolizado en las que, adicionaron un extracto etandlico de propéleo. Por otra parte,
Visser et al.,, (2017) incorporaron extractos de cinco plantas medicinales de
indonesia (Lagerstroemia speciosa, Phyllanthus niruri, Cinnamomum burmanii,
Zingiber officinale and Phaleria macrocarpa), en peliculas a base de hidroxipropil
metilcelulosa con carbomero 974P y en peliculas de hidroxi propilcelulosa. Otro
trabajo es el de Tedesco et al., (2017) quienes formularon peliculas a base de
gelatina e hidroxipropil metilcelulosa con el objetivo de incorporar un extracto de piel

de cacahuate como vehiculo de compuestos fendlicos.
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II. JUSTIFICACION

En promedio los seres humanos no podemos prescindir del suefio por mas de
algunos dias (2 o 3), sin embargo, en la sociedad contemporanea no se tiene
consideracion de la importancia que tiene el suefio ya que en general dormimos 2
horas menos que hace 40 afios y esto incide en forma negativa en una infinidad de
procesos fisioldgicos. Por ejemplo, el insomnio que es el desorden del suefio mas
comun afecta los niveles de cortisol, la frecuencia cardiaca/activacion simpatica,
niveles de glucosa, tasa metabdlica, puede provocar procesos de inflamacion y
déficit del sistema inmune. Este desorden es tratado de manera farmacoldgica y no
farmacologica o con una combinacién de ambas. Una de las desventajas de los
farmacos empleados es que pueden presentar efectos secundarios como vértigo,
pérdida de la memoria reciente, reacciones de hostilidad, depresién o reacciones

mediadas por el sistema inmune.

Adicionalmente, en todo el mundo se han utilizado varias plantas como inductores
del suefio. En México, Agastache mexicana es ampliamente utilizado como planta
medicinal en el tratamiento del insomnio ya que se ha demostrado la efectividad de
dos de sus subespecies A. m. mexicana (toronjil morado) y A. m. xolocotziana
(toronijil blanco) mediante pruebas como la potenciacién de suefio por pentobarbital.
Estos extractos son normalmente administrados por via oral como resultado de
infusiones de diversas partes de la planta. Sin embargo, su administracion contenida
en peliculas orales de desintegracion rapida representa una ventaja ya que se
disuelven facilmente en la cavidad oral liberando inmediatamente los metabolitos de

la planta.

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo radica en el desarrollo de un producto con
actividad comprobada en el tratamiento del insomnio basado en Agastache, como

alternativa a los productos farmacéuticos comerciales.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Elaborar una pelicula oral como vehiculo de metabolitos extraidos de Agastache
mexicana mexicana y Agastache mexicana xolocotziana para evaluar su efecto

potenciador de suefio.

4.2 Objetivos especificos

e Extraer y caracterizar metabolitos de dos subespecies de Agastache
mexicana.

e Realizar pruebas in vivo e in vitro que demuestren la toxicidad y citotoxicidad
de los extractos.

e Comprobar el efecto potenciador de suefio de los extractos.

e Elaborar y caracterizar peliculas orales de alginato de sodio con extractos de
Agastache mexicana.

e Comprobar el efecto potenciador de suefio de los extractos y evaluar el

posible mecanismo de accion de los metabolitos contenidos en las peliculas.

27



V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Estrategia experimental

La metodologia se dividio en tres etapas, como se muestra en la figura 6. En la
etapa 1 se llevd a cabo la extraccion etandlica de A. m. xolocotziana y A. m.
mexicana a partir de planta seca y pulverizada, los extractos obtenidos se
microfiltraron y se caracterizaron mediante la cuantificacion de metabolitos de
interés, determinacion de actividad antioxidante y espectroscopia infrarroja. Ademas
de determinar la toxicidad y citotoxicidad de los extractos microfiltrados, se realizé
la prueba de potenciacion de suefio para evaluar su actividad farmacoldgica.

La segunda etapa consistié en la elaboracion de peliculas orales de alginato de
sodio, las cuales fueron caracterizadas mediante la medicion de grosor,
determinacién de color, tiempo de solubilidad, espectroscopia infrarroja,
microscopia electronica de barrido, microscopia de fuerza atomica vy

nanoindentacion.

Finalmente, la tercera etapa se refiere a la elaboracion de peliculas orales con
extractos de Agastache mexicana, estas peliculas fueron caracterizadas de la
misma forma que las de la etapa dos, ademas, se llevdé a cabo la prueba de
potenciacion de suefio de las peliculas con los extractos de la misma manera que

en la primera etapa.

Todos los experimentos se realizaron por triplicado.
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Figura 6.- Etapas en las que se llevé a cabo la metodologia

29




5.2 Extraccién de metabolitos de A. mexicana

5.2.1 Pulverizacion de las plantas

Las plantas Agastache mexicana ssp. xolocotziana. (A. m. xolocotziana) y
Agastache mexicana ssp. mexicana (A m. mexicana) fueron adquiridas en el
Mercado de Sonora de la Ciudad de México. Las partes aéreas (tallo, flor y hoja) de
A. m. xolocotziana y A m. mexicana se limpiaron y se secaron en un horno a
temperatura maxima de 40 °C durante 48 horas, posteriormente las plantas secas
fueron pulverizadas de acuerdo con el método modificado de Ibarra-Alvarado et al.,
(2010).

5.2.2 Extraccion de metabolitos
Se llevo a cabo una extraccion sdlido liquido de acuerdo con la metodologia
modificada de Hernandez-Abreu et al., (2011), colocando 20 g de los polvos de A.
m. mexicana y A. m. xolocotziana en 250 mL de etanol. Se mantuvo en agitacion a
temperatura ambiente por 24 horas y posteriormente los extractos se hicieron pasar

por papel filtro para remover los solidos.

5.2.3 Microfiltracion
Se realiz6 de acuerdo con lo propuesto por dos Santos et al., (2016), empled un
modulo de filtracién Mintrech (modelo Fiber flow) de 0.05 micras, con un sistema
compuesto por un motor pump drive (modelo 7591-50), un cabezal (modelo Easy
Lead 77-601-10) y un controlador (modelo 7591-50). Se microfiltraron los extractos
de A. m. mexicana y A. m. xolocotziana como un tratamiento para eliminar los
sélidos en suspension, polisacaridos, restos celulares y otros materiales presentes
en la solucién, que generalmente no se pueden eliminar mediante filtracion
convencional, esto ayuda a formular peliculas con texturas lisas, ademas, se puede

considerar como un sistema de esterilizacion
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5.2.4 Porcentaje de soélidos
Para determinar el porcentaje de solidos se siguié la metodologia modificada de
Sun et al., (2014) en la que se colocaron 5 g de muestra en una termo balanza
Sartourios Mark 3, en condiciones de 100 °C y una pendiente de 0.001 %IW.

5.2.5 Tamiz fitoquimico
Los ensayos cualitativos se realizaron de acuerdo con el manual de précticas de
productos naturales de Valencia y Garin (2010), tanto para el extracto total como

para el clarificado.

Se pesaron 20 mL de cada extracto y se afadieron 40 mL de hexano y 40 mL de
solucion metanol-agua (9:1). Se realizd una separacion del extracto en dos fases
una polar (metanol-agua) y otra no polar (hexano). La fase polar se empled para
alcaloides, flavonoides, cumarinas, sesquiterpenlactonas, azucares reductores,
taninos, quinonas, glicésidos cardiacos y cianogénicos, mientras que la fase no

polar se utilizé para las pruebas de saponinas y esteroides.

5.2.6 Cuantificacién de metabolitos secundarios.

Fenoles

Para la cuantificacion de fenoles totales se determind por el método descrito por
Singleton & Rossi, (1965). Se realiz6 una curva tipo como se muestra en el anexo
a concentraciones de 0.25, 0.125, 0.0625, 0.0312 y 0.0156 mg/mL de acido galico.

Flavonoides

Para la cuantificacion se realizo por el método descrito por Chang et al., (2002). Con

una curva tipo de 5, 10, 20, 30 y 40 pg/mL de quercetina.
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Taninos

Se realiz6 la cuantificacion por el método de Folin-Ciocalteau descrito por Makkar
et al.,, (1993). Se realiz6 una curva tipo como se muestra en el anexo a

concentraciones de 2, 4, 6, 8 y 10 pg/mL de acido tanico.

Esteroides

Para la cuantificacion de esteroides totales con una modificacion del método
descrito por (Galindo et al., 1989). Se realizé una curva tipo como a concentraciones
de 0.097, 0.195, 0.390, 0.781, 1.562 y 3.125 mg/mL de colesterol.

5.2.7 Determinacion de actividad antioxidante

Actividad antioxidante por el método del &cido 2,2 -azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-
sulfénico (ABTS)

Se realiz6 la cuantificacion de la actividad antioxidante por el método de ABTS
descrita por (Re et al., 1999). El radical ABTS se obtiene tras la reaccion de ABTS
(7 mM) con persulfato potasico (2.45 mM) incubados a temperatura ambiente (£25
°C) y en oscuridad durante 16 horas. Una vez formado el radical ABTS se tomo 1
mL y se diluyo con etanol hasta obtener un valor de absorbancia comprendido entre

0.70 (x0.01) a 734 nm. Todo el proceso ocurre en total oscuridad.

Actividad antioxidante por el método del 2,2- Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH)

Se realizo la cuantificacion de la actividad antioxidante por el método de DPPH
modificado de (Brand-Williams, et al., 1995) el cual se basa en la reduccion de la

absorbancia a 517 nm del radical DPPH. Todo el proceso ocurre en total oscuridad.
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5.2.8 Espectroscopia infrarroja FT-IR
El extracto total y el extracto clarificado se analizaron mediante espectroscopia
infrarroja con trasformada de Fourier, de acuerdo con lo reportado por Bhadane y
Patil (2017) con algunas modificaciones, se utilizé un espectrometro Spectrum Two
de la marca Perkin Elmer con el médulo ATR, las lecturas se tomaron en el rango
de 4000 a 500 cm™.

5.2.9 Ensayo de toxicidad
La determinacion de la dosis letal 50 (DLso) por sus siglas, de los extractos se
determinara por el método modificado de Lorke (1983), se dividir4 el experimento

en dos fases experimentales:

En la primera fase de experimentacion el extracto se administrara via oral a dosis
de 250, 500, 750 y 1000 mg/Kg a grupos de 3, los animales seran observados
durante las primeras 2 horas para detectar signos y sintomas de toxicidad,

posteriormente se observaron a las 24, 48 y 96 horas.

En la segunda fase experimental se aumentaran las dosis a 2500 y 5000 mg/Kg se
administraran nuevamente por via oral a grupos de 3, observandolos durante las
primeras 2 horas para detectar signos y sintomas de toxicidad, posteriormente se
observaran a las 24 horas, todos los extractos en todas las concentraciones se

disolveran en tween al 80%.

5.2.10 Ensayo de citotoxicidad
Este ensayo se realiz6 con dos lineas celulares de sistema nervioso central, la linea
celular C6 glial y la linea celular SH-SY5Y bajo las siguientes condiciones: 37 °C,
5% de CO2, con medio de cultivo DMEM Hams F12 complementadas con 10% suero
fetal bobino (FBS) y 1% de antibi6tico (1000 unidades/mL de penicilina'y 100 pg/mL

de estreptomicina) los subcultivos se realizaron al alcanzar una confluencia de 70%,
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revisando periddicamente la ausencia de contaminacién y verificando que las

células mantengan su morfologia.

Las células se incubaron (5x10* células/mL) en placas de 96 pozos durante 24
horas. Al término del periodo de incubacion se adicionaron los extractos totales de
los toronjiles en diferentes concentraciones (0.1 a 2 mg/mL), por 24 horas mas.
Posteriormente, se retird6 el medio y se adicion6 10-20 pL de MTT (5 mg/mL)
completando el volumen final con medio en ausencia de rojo de fenol e incubadas
durante 3 horas; al término de este periodo se retirdé el sobrenadante y
posteriormente se adiciond 100uL de isopropanol por cada pozo. La lectura de
densidad optica (DO) se realiz6 en un multiskan EX con agitaciéon de 1020 rpm
durante 30 segundos a una longitud de onda de 570 nm. (Mosmann, 1983). El

porcentaje de viabilidad se calcula mediante la siguiente ecuacion:

% de viabilidad = (DO células tratadas) 100
o e vrabtiaad = (DO células control) X

5.2.11Prueba de potenciacién de suefio con pentobarbital
Para la prueba de duracion de suefio inducido por pentobarbital sédico se utilizaron
once grupos de ratones CD1. Ocho grupos fueron tratados con los extractos de las
plantas (cuatro grupos por planta), que se administraron por via oral a dosis de 5,
10, 100 y 300 mg/kg. Como control positivo se administré a un grupo clonazepam
por via intraperitoneal (0.5 mg/kg i.p.), como control negativo se administré cafeina
(7.5 mg/kg i.p.). Treinta minutos después, a los grupos control y tratados se les
administré pentobarbital sédico (42 mg/kg i.p.), el dltimo grupo solo fue tratado con
pentobarbital. Se evalud el tiempo en que tarda el ratébn en dormir (perdida del
enderezamiento o latencia) y el tiempo que dur6 el suefio (tiempo que tarda en

cobrar el conocimiento y el equilibrio) (Jiménez, 2015).
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5.3 Elaboracién de peliculas de alginato de sodio

5.3.1 Preparacion y secado de peliculas
Se prepararon 20 mL de soluciones de alginato de sodio al 1, 1.25, 1.5, 1.75y 2%

en agua destilada, se dejaron en agitacién aproximadamente 24 h.

Para la formacion de las peliculas se siguié a técnica de vaciado de la solucion y
evaporacion del solvente, descrita por Borges et al., (2015), con algunas
modificaciones, 15 mL de las soluciones se depositaron en contenedores de teflon
con una superficie de 30 cm? y se secaron en estufa de vacio a 45 °C y 15 inHg.
Posteriormente fueron cortadas en cuadrados de 1x1 cm.

5.3.2 Medicioén de espesor
El espesor de las peliculas fue medido usando un micrémetro digital (Big Horn,) con
una sensibilidad de 0.001 mm. Las peliculas fueron colocadas entre los palpadores
del micrometro y la medicion se tomo en la primera indicacion de contacto entre la
pelicula y los palpadores. Se realizaron 15 mediciones sobre diferentes posiciones
de cada muestra, el analisis se hizo por triplicado (Ashikin et al., 2010). Esto se

realiz6 también para las peliculas con los extractos etandlicos microfiltrados.

5.3.3 Medicion de solubilidad
Para determinar el tiempo de solubilidad se adapté la metodologia propuesta por
Dinge y Nagarsenker (2010). En un vaso de precipitados de vidrio de 50 mL se
colocaron 20 mL de buffer de fosfatos pH 6.4, a 37 = 0.5 ° C, se mantuvo en
agitacion a 100 rpm con un agitador magnético, las peliculas se colocaron en una
canastilla en el centro del vaso cuidando que no tocara el agitador. Se tomaron

alicuotas cada minuto y se midi6 la absorbancia a 205 nm hasta obtener mediciones
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constantes. Esto se realizé también para las peliculas con los extractos etandlicos

microfiltrados.

5.3.4 Medicion de color

El color de las peliculas se midié en un espectrofotometro (GBC, modelo Cintra 10)
utilizando el aditamento de esfera de integracion, las mediciones se realizaron de
acuerdo con el espacio de color CIE L*a*b* utilizando un observador de 2° y un
iluminante A (Ayola y Hernandez, 2010). Esto se realiz6 también para las peliculas

con los extractos etandlicos microfiltrados.

5.3.5 Espectroscopia infrarroja FT-IR
Las peliculas se analizaron mediante espectroscopia infrarroja con trasformada de
Fourier, de acuerdo con lo reportado por Bhadane y Patil (2017) con algunas
modificaciones, se utiliz6 un espectrometro Spectrum Two de la marca Perkin EImer
con el médulo ATR, las lecturas se tomaron en el rango de 4000 a 500 cm™. Esto

se realizo también para las peliculas con los extractos etandlicos microfiltrados.

5.3.6 Microscopia electronica de barrido
La estructura superficial de las peliculas fue caracterizada mediante microscopia
electronica de barrido empleando un microscopio electronico de barrido JEOL JCM-
6000 plus. Debido a que las peliculas se elaboraron con un material no conductor
(alginato de sodio), fue necesario recubrirlas con grafito coloidal para poder
procesarlas. Esto se realizé también para las peliculas con los extractos etandlicos

microfiltrados.
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5.3.7 Microscopia de fuerza atomica
La topografia de la superficie de las peliculas orales a nivel micro fue analizada con
un Microscopio de Fuerza Atémica (diMultimode V conectado a un micro controlador
di Nanoscope V, Veeco, USA). Las superficies fueron escaneadas usando el modo
“tapping air” a una velocidad de escaneo de 1 Hz. Se analizé una superficie de 225
um de cada pelicula. Para procesar las imagenes se utilizo el software NanoScope
Versién 1.5. Esto se realiz6 también para las peliculas con los extractos etandlicos

microfiltrados.

5.3.8 Nanoindentacion
Las propiedades mecanicas de las peliculas orales de alginato fueron
caracterizadas usando un Nano-Hardness Tester (NHT) desarrollado por CSM
Instruments (Suiza). Los parametros empleados fueron; valor de carga maxima 5
mN, tiempo de pausa 10 s y velocidad de carga y descarga 15 mN/min. La punta
gue se utilizo fue de diamante piramidal base triangular conocida como Berkovich.

Esto se realizé también para las peliculas con los extractos etandlicos microfiltrados.

5.4 Elaboracion de peliculas de alginato de sodio con extractos

de A. mexicana

5.4.1 Preparacion y secado de peliculas

Para la formacién de las peliculas orales con los extractos se prepararon dos
soluciones de 25 mL de alginato de sodio al 1.5% y a cada una se le adiciond un
extracto a una concentracion final de 1 mg de solidos/mL. Ambas soluciones se
dejaron en agitacion aproximadamente 24 h. El proceso de vaciado y secado de las

peliculas fue de la misma manera que en las peliculas sin extracto.
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5.4.2 Prueba de potenciacion de suefio con pentobarbital
Para la prueba de duracion de suefio inducido por pentobarbital sddico se utilizaron
6 grupos de 11 ratones CD1. Dos grupos fueron tratados con las peliculas con
extractos (100 mg solidos/Kg), para facilitar la administracion por via oral las
peliculas se resuspendieron en agua. Se administro flumazenil (5 mg/kg i.p.) a otros
dos grupos 15 min antes de administrar las peliculas (uno por cada pelicula con
extracto). Como control positivo se administré a un grupo clonazepam por via
intraperitoneal (0.5 mg/kg i.p.). Treinta minutos después, a los grupos control y
tratados se les administré pentobarbital sédico (42 mg/kg i.p.), el ultimo grupo solo
fue tratado con pentobarbital. Se evaluo6 el tiempo en que tarda el raton en dormir
(perdida del enderezamiento o latencia) y el tiempo que duré el suefio (tiempo que

tarda en cobrar el conocimiento y el equilibrio) (Jiménez, 2015).

5.5 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos de las pruebas de potenciacién de suefio por pentobarbital
fueron sometidos a un analisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de la
prueba de Dunnet. Los valores de P<0.05 se consideraron significativos. El analisis

se realiz6 con ayuda del software OriginLab 2015.
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V1. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1 Obtencidn y caracterizacion de extractos

6.1.1 Rendimiento de extraccion

Conocer la concentracion de solidos que se tiene en los extractos es importante ya
gue como parte de la estandarizacion de los extractos esto nos permite tener una
mayor consistencia en la dosificacion y a su vez una mayor predictibilidad de la
respuesta terapéutica (Kumar, 2016). Los resultados mostrados en la tabla 1
corresponden a los valores obtenidos de la determinacién de solidos tanto de los
extractos completos como de los microfiltrados, en ellos se puede observar que por
mililitro de extracto se obtuvieron 4.2 mg para A. m. mexicana y 4.8 mg para A. m.
xolocotziana, ademas, se puede observar que con el proceso de microfiltracion se
obtuvo por cada mililitro 4.1 mg de solidos para A. m. mexicana microfiltrado y 4.7
mg para A. m. xolocotziana microfiltrado, cerca del 98% de los sélidos obtenidos de

la extraccion etandlica.

Tabla 1.- Rendimientos de extraccién

Extracto etandlico mg/mL de extracto  mg/g de planta seca = Rendimiento %

A. m. mexicana 4.295 +0.175 53.687 £2.192 5.368 £ 0.219

A. m. mexicana microfiltrado 4.193 + 0.041 52.416 £ 0.520 5.241 + 0.052
A. m. xolocotziana 4.86 £0.15 60.75 + 1.887 6.075 +0.188

A. m. xolocotziana microfiltrado 4.765 £ 0.159 59.562 + 1.993 5.956 £ 0.199

Los valores indican la media + DS de una n=3
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La tabla también nos muestra los mg que se pueden obtener por cada gramo de
planta utilizada en la extraccion, en el caso de A. m. mexicana 53 mg y para A. m.
xolocotziana 60 mg, teniendo asi un rendimiento de extraccion de 5% y 6%
respectivamente. En el 2004 Estrada-Reyes et al., obtuvieron rendimientos de
extraccion de A. m. mexicana de 2.01% con hexano, 2.36 con acetato de etilo y
10.17 con metanol, para A. m. xolocotziana obtuvieron 1.34% con hexano, 2.78 con
acetato de etilo y 11.46% para metanol, si bien estos resultados no son muy
cercanos se debe tener en cuenta que la extraccién no se realizdé a las mismas
condiciones, ni se emplearon los mismos disolventes. Gonzalez-Ramirez et al., en
el 2012 reportaron rendimientos de extraccion de A. m. xolocotziana de 1.75% con

hexano, 3.38% con acetato de etilo y 14.98% con metanol.

La principal razon por la cual los rendimientos son diferentes a lo reportado por los
distintos autores es a la propia constitucién fitoquimica de las plantas ya que la
calidad y cantidad de estos metabolitos depende principalmente de las condiciones
de crecimiento (Attard et al., 2015). Ademas, el proceso de extraccidn se ve
afectada por algunos factores importantes como el tipo de disolvente, la relacion del
disolvente con el material vegetal, la temperatura, el tiempo, el tamafio de particula

de la planta, entre otros (Harbourne et al., 2013).

Por otro lado, Hurtado en el 2016, reportd para extractos etanélicos rendimientos de
19.07% para A. m. xolocotziana y 18.75% para A. m. mexicana, en este trabajo la
extraccion se llevo a cabo mediante sonicacion que, de acuerdo a Both et al., (2015)
€s un proceso mecanico de ultrasonido que acelera la liberacion de compuestos
organicos que se encuentran dentro del cuerpo de la planta por el rompimiento de
las paredes celulares, mejorando la transferencia de masa y facilitando el acceso
del solvente al contenido celular. Sin embargo, Handa reporté en el 2008 que la
energia ultrasénica (mas de 20 kHz) tiene un efecto deletéreo sobre los
constituyentes activos de las plantas medicinales a través de la formacion de
radicales libres y, por consiguiente, cambios indeseables en las moléculas del

farmaco. Estos cambios pueden deberse a la produccién de radicales libres dentro
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de las burbujas de cavitacion. Por ejemplo, Paniwnyk et al., (2001), describen que
la sonicacion del agua da como resultado la formacién de radicales hidroxilos
altamente reactivos que pueden combinarse para formar peréxido de hidrégeno que

puede o no ser beneficioso para el propio proceso de extraccion.

6.1.2 Preliminar fitoquimico
Los fitoquimicos son compuestos quimicos que se encuentran naturalmente en el
reino vegetal. Este término generalmente se usa para referirse a aquellas sustancias
guimicas que pueden tener significado biologico, por ejemplo, carotenoides,
flavonoides o cumarinas, pero no todas se establecen como nutrientes esenciales
(Matos et al., 2015). La tabla 2 muestra los resultados cualitativos obtenidos del
tamiz fitoquimico de los extractos etandlicos de A. m. mexicana y A. m. xolocotziana,

en donde + significa la presencia y — la ausencia.

Tanto A. m. mexicana como A. m. xolocotziana resultaron positivos a la presencia
de alcaloides, flavonoides, cumarinas, azucares reductores, taninos y esteroides del
tipo triterpenos. Siendo mayor en A. m. xolocotziana la presencia de cumarinas,

azucares reductores y esteroides.

En el trabajo realizado por Hurtado en el 2016, se reporta que A. m. mexicana dio
positivo a alcaloides, flavonoides, cumarinas, sesquiterpenlactonas, azucares
reductores, taninos, glicésidos cardiacos, glicosidos cianogénicos, saponinas y
esteroides. Siendo mayor la presencia de alcaloides y glicésidos cianogénicos en

A. m. mexicana.

En el 2014 Estrada-Reyes et al., reportaron la presencia de fenoles, flavonoides
saponinas y taninos para ambas plantas. Entre los flavonoides reportados se
encuentran; diosmetina, gardenina A, 8-OH-salvigenina, Acacetina y 7-O-[3-

glucosido.
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Tabla 2.- Preliminar fitoquimico de A. mexicana

Metabolito Reaccion A. m. mexicana A. m. xolocotziana
Alcaloides Dragendorff + +
Wagner - -
Mayer - -
Flavonoides Shinoda + +

Hidréxido de sodio al 10% - -

Cumarinas Erlich - -
Con Hidréxido de amonio + ++
Sesquiterpenlactonas Con hidréxido férrico - -
Azucares Reductores Fehling + ++
Benedict + ++
Taninos Cloruro férrico + ++
Glicésidos cardiacos Legal - -
Baljet - -
Glicésidos cianogénicos Grignard - -
Quinonas Con acido sulftrico - -
Saponinas Lieberman-Bouchard - -
Rosenthaler - -
Esteroides Lieberman-Bouchard + ++

La presencia de metabolitos se simboliza como + mientras que la ausencia es -
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6.1.3 Cuantificaciéon de metabolitos secundarios

6.1.3.1 Fenoles

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de fenoles (tabla 3) muestra que por
cada mL de extracto se tienen 1.9 y 1.8 mg de equivalentes de &cido gélico (EAG)
para A. m. mexicana y A. m. mexicana microfiltrado respectivamente, mientras que
A. m. xolocotziana tuvo 1.1 mg y su microfiltrado 0.9 mg EAG, este ultimo es similar
al reportado en 2016 por Hurtado quien obtuvo para A. m. xolocotziana 0.903 (mg
EAG/mL), mientras que para A. m. mexicana reporté 2.698 (mg EAG/mL), la
diferencia en estos resultados puede deberse a la propia constitucion del material

bioldgico.

Tabla 3.- Cuantificacion de fenoles

Extracto etandlico CFenoles [mg EAG/mL] = CFenoles [mg EAG/g extracto seco]
A. m. mexicana 1.994 + 0.099 464.975 + 23.236
A. m. mexicana microfiltrado 1.895 + 0.030 390.910 + 6.288
A. m. xolocotziana 1.166 + 0.0734 278.351 +17.536
A. m. xolocotziana microfiltrado 0.954 +0.071 200.536 + 15.042

Los valores indican la media + DS de una n=3
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De igual manera en la columna de la derecha, los resultados muestran que por cada
gramo de extracto seco se obtienen 464.9 mg EAG para A. m. mexicana, 390.9 mg
EAG para A. m. mexicana microfiltrado, 278.3 mg EAG para A. m. xolocotziana y
200.5 mg EAG para A. m. xolocotziana microfiltrado, estos resultados son mayores
a los reportado por Estrada-Reyes et al., en el 2014 donde se obtuvo para A. m.
mexicana 320 (mg EAG/g de extracto seco) y para A. m. xolocotziana 162 (mg
EAG/g de extracto seco), en este trabajo la extraccién se llevo a cabo con agua
destilada caliente. La polaridad que le confiere el grupo hidroxilo a los fenoles podria

explicar que los resultados obtenidos utilizando etanol sean mayores.

6.1.3.2 Taninos

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de taninos se muestran en la tabla 4,
en ella se puede observar que por cada mL de extracto se obtuvieron 0.1 mg de
equivalentes de &cido tanico (EAT) para A. m. mexicana y A. m. mexicana
microfiltrado, para A. m. xolocotziana y A. m. xolocotziana microfiltrado se
obtuvieron 0.07 mg EAT. Estos resultados son menores a lo reportado por Hurtado
(2016) quien obtuvo 0.2657 mg EAT/mL para A. m. xolocotziana y 0.3791 mg
EAT/mL para A. m. mexicana. Aun cuando los valores no son similares nos permiten
observar que en ambos casos la planta que tuvo mayor concentracién de taninos

fue A. m. mexicana.
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Tabla 4.- Cuantificacion de taninos

Extracto etandlico Ctaninos [Mg EAT/mL] Ctaninos [g EAT/g extracto seco]
A. m. mexicana 0.109 + 0.004 25.487 £1.115
A. m. mexicana microfiltrado 0.107 = 0.001 22.193+0.378
A. m. xolocotziana 0.072 = 0.007 17.331 £ 0.086
A. m. xolocotziana microfiltrado 0.074 £ 0.003 15.646 + 0.077

Los valores indican la media + DS de una n=3

Khaled-Khodja y Boulekbache-Makhlouf realizaron un estudio en el 2014, donde
analizaron cuatro plantas de la misma familia de Agastache (Lamiaceae), para las
cuales obtuvieron los siguientes resultados; Ajuga iva 6.88 (mg EAT/g extracto
seco), Marrubium vulgare 10.44 (mg EAT/g extracto seco), Mentha pulegium 11.54
(mg EAT/g extracto seco), y Teucrium polium 21.19 (mg EAT/g extracto seco). En
estos resultados se puede observar que los valores mas cercanos a los obtenidos
de A. m. mexicana y A. m. xolocotziana son los de Mentha pulegium y Teucrium

polium.

6.1.3.3 Flavonoides

Los resultados obtenidos de la cuantificacion de flavonoides se pueden ver en la
tabla 5 en donde indica que por cada mL de extracto de A. m. mexicana y A. m.
xolocotziana se obtuvieron 0.62 y 0.64 mg de equivalentes de quercetina (EQ)
respectivamente, mientras que para A. m. mexicana microfiltrado y A. m.
xolocotziana microfiltrado fueron 0.61 y 0.64 mg EQ/mL. Estos resultados fueron
mayores a los reportados por Hurtado en el 2016 en donde obtuvo 0.32 y 0.35 mg
EQ/mL para A. m. xolocotziana y A. m. mexicana respectivamente. Una posible
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causa de esta diferencia puede ser que el autor empled sonicacion en el proceso
de extraccion y si esta fue a mas de 20 kHz, pudo haber formacién de radicales

libres afectando considerablemente los grupos flavonoides presentes.

Tabla 5.- Cuantificacion de flavonoides

Extracto etandlico Criavonoides [Mg EQ/mL] CFlavonoides [mg EQ/g extracto
seco]
A. m. mexicana 0.621 £ 0.01 144.804 + 2.369
A. m. mexicana microfiltrado 0.616 £ 0.017 127.163 + 3.651
A. m. xolocotziana 0.645 +0.016 154.167 + 4.044
A. m. xolocotziana microfiltrado 0.640 + 0.001 134.623 +0.375

Los valores indican la media + DS de una n=3

6.1.3.4 Esteroides

La cuantificacion de esteroides (tabla 6) muestra que por cada mL de extracto se
tienen 0.23 mg de equivalentes de colesterol (EC) para A. m. mexicana y 0.27 mg
EC para A. m. xolocotziana, mientras que para A. m. mexicana microfiltrado se
obtuvieron 0.21 mg EC y para A. m. xolocotziana microfiltrado 0.26 mg EC. Estos
resultados se encuentran por debajo de lo reportado por Hurtado, puesto que él
obtiene para A. m. mexicana 6.38 mg EC/g muestra y para A. m. xolocotziana 2.96

mg EC/g muestra.
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Tabla 6.- Cuantificacién de esteroides

Extracto etandlico Cesteroides [Mg EC/mL] Cesteroides [Mg EC/g extracto seco]
A. m. mexicana 0.237 £0.017 55.387 + 4.067
A. m. mexicana microfiltrado 0.212 + 0.006 43.9 £1.297
A. m. xolocotziana 0.272+0.01 65.043 £ 2.592
A. m. xolocotziana microfiltrado 0.26 + 0.003 54.791 £ 0.675

Los valores indican la media + DS de una n=3

6.1.4 Actividad antioxidante

Ademdas de los efectos ansioliticos y sedantes atribuidos a diversos grupos
fendlicos, los grupos hidroxilo en los anillos de fenilo tienen una fuerte capacidad
donadora de electrones. Por lo tanto, permite la facil pérdida de electrones y tienen
el potencial de oxidarse actuando en el organismo como antioxidantes (Li et al.,
2016). La diversidad de la naturaleza y la complejidad de los compuestos
fitoquimicos de los extractos de plantas imponen el desarrollo de muchos métodos
para evaluar la actividad antioxidante y estimar la efectividad de estas sustancias
(Khaled-Khodja y Boulekbache-Makhlouf, 2014). Los métodos mas aplicados son
los basados en la capacidad de inhibir los radicales DPPH y ABTS, los cuales a

ciertas condiciones presentan una excelente estabilidad (Kuskoski et al., 2005).

Para la determinacion de actividad antioxidante se diluyeron tanto los extractos
completos como los microfiltrados, los resultados obtenidos por el método DPPH se
muestran en la tabla 7 en la cual se puede ver que después del proceso de
microfiltracion se conserva mas del 90% de la capacidad antioxidante, el extracto

de A. m. mexicana fue el que obtuvo mayor porcentaje de inhibicion y al compararlo
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con el antioxidante de referencia (Trolox), se obtiene 7.77 uM de equivalentes de
trolox (ET) por mL de extracto y 1.811 mM ET por gramo de extracto seco mientras
gue el extracto de A. m. xolocotziana present6 6.914 uM ET/ mL y 5.816 mM ET/g

extracto seco.

Estos resultados son mayores a lo reportado por Ibarra-Alvarado et al., en el 2010
dénde determinaron la actividad antioxidante de un extracto acuoso de A. mexicana
obteniendo mediante la prueba de DPPH una concentracion de 0.926 mM Trolox/g

extracto.

Tabla 7.- Actividad antioxidante por DPPH

Extracto etandlico % de inhibiciéon = Crroox [UM ET/mML] = Crrolox [MM ET/g de

extracto seco]

A. m. mexicana 37.419 + 0.027 7.77 £ 0.005 1.811 £ 0.001

A. m. mexicana microfiltrado 36.445 + 0.018 7.559 + 0.003 1.558 + 0.0008
A. m. xolocotziana 18.241 + 0.074 6.914 + 0.444 1.65 +0.106

A. m. xolocotziana microfiltrado 15.031 £ 0.016 5.816 £ 0.235 1.221 +£0.049

Los valores indican la media + DS de una n=3

Los resultados obtenidos mediante la prueba de ABTS se encuentran en la tabla 8,
como puede verse, al igual que lo obtenido en DPPH el extracto que presentd mayor
capacidad antioxidante fue el de A. m. mexicana que al compararlo con Trolox se
obtuvo una concentracion de 11.02 uM ET/mL mientras que para A. m. xolocotziana
se obtuvo 8.9 uM ET/mL. Manteniendo mas del 98% de su actividad después del

proceso de microfiltracion.
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Tabla 8.- Actividad antioxidante por ABTS

Extracto etandlico % de inhibicion = Crrolox [UM ET/mL] Crrolox [MM ET/g de

extracto seco]

A. m. mexicana 82.994 + 7.558 11.027 + 0.146 2.570 £ 0.047

A. m. mexicana microfiltrado 81.912 + 5.648 10.666 + 0.104 2.199+£0.03
A. m. xolocotziana 73.885 £ 4.719 8.9 £0.849 2.124 £ 0.202

A. m. xolocotziana microfiltrado ~ 72.609 + 4.578 8.779 £0.121 1.844 +0.025

Los valores indican la media £ DS de una n=3

6.1.5 Caracterizacion por FT-IR de los extractos

Analisis mediante FT-IR de extracto de A. m. xolocotziana

En la descripcién de espectros infrarrojos se suele indicar el tipo de vibracion
molecular que genera las sefiales como: v=modo de tension, 6= modo de
deformacion, sim= simétrico y asim= asimétrico. La figura 7 muestra el espectro
infrarrojo del extracto de toronjil blanco donde el pico (ancho) 3262 cm
corresponde al grupo funcional OH asociacion intermolecular (polimero), que es
debida al tipo de vibracion v O-H, caracteristica de la familia de los fenoles y
alcoholes en las bandas de 3200 — 3400 cm*. El pico 2931 cm™ corresponde a los
grupos funcionales CHs, CH2 y CH que son pertenecientes a la familia de los alcanos

en las bandas 2880-2975 cm™ y que son debidas a la vibracién v C-H.

La sefial 2846 cm™ es caracteristica de la familia de los acidos, donde se identifica
el grupo funcional -COOH (dimero) y que se identifica por la vibracion v O-H que se
encuentra en las bandas 2500 — 3000 cm™. El pico 1743 cm™ puede corresponder
al grupo -COOR perteneciente a la familia de esteres y caracterizada por la vibracion
v C=0. La sefial 1601 cm? y es provocada por la vibracién & NH (banda Il), que

corresponde al grupo funcional RCONH:2 (primaria) de la familia de las amidas.
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Figura 7.- Espectro FT-IR de A. m. xolocotziana

La presencia de nitrocompuestos en el extracto puede ser atribuida a la sefial 1380
cm? que corresponderia a los grupos funcionales -NO: alifaticos y aromaticos
originados por la vibracion molecular v NO asimétrica. El pico 1263 cm™ confirma
la presencia de grupos hidroxilo debida a la presencia de fenoles por la vibracion &
O-H, esta sefial esta relacionada al pico en la banda 3262 cm™. La sefial 1015 cm-
! indica la presencia de aminas, expresadas en el espectro por la vibracion
molecular v C-N.

De acuerdo con Petenatti et al., (2014) en | planta Melissa officinalis de la familia
Lamiaceae reportan modos de vibracién OH y CH y de estiramiento de C=0, que
concuerdan a las sefiales (3262, 2931,1743 cm) mostradas en el espectro de
toronjil blanco. En otra planta (Pyrus pyrifolia) de la familia Lamiaceae
Sundaramurthy et al., (2015) reportan el espectro infrarrojo que muestra un pico

ancho en la region de mayor energia debido al estiramiento de O-H debido a la
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presencia de alcoholes y fenoles unidos entorno a las bandas (3340 y 3435 cm™),
también indican que la banda de vibracion de estiramiento C-H, que surge en torno
a (2927, 2924 cm-1) representa la presencia de grupos alcanos, y que los picos de
absorcion en torno a 1066 y 1022 cm-* representan aminas alifaticas de estiramiento
C-N.

Analisis mediante FTIR de extracto de A. m. mexicana.

La figura 8 muestra el espectro infrarrojo del extracto de toronjil morado, el cual tiene
mucha similitud al espectro del toronjil blanco donde los picos indicados en la figura
tienen ligeros desplazamientos. La sefial 3266 cm™ corresponde al grupo funcional
OH, que es originada por la vibracion v O-H, caracteristica de la familia de los

fenoles y alcoholes en las bandas de 3200 — 3400 cm™.

La sefial 2935 cm corresponde a los grupos funcionales CHz, CH2 y CH que son
pertenecientes a la familia de los alcanos en las bandas 2880-2975 cm™ y que son
debidas a la vibracion v C-H. La sefial 2848 cm es caracteristica de la familia de
los acidos, donde se identifica el grupo funcional -COOH (dimero) y que se identifica
por la vibracién v O-H que se encuentra en las bandas 2500 — 3000 cm. El pico
1729 corresponde al grupo -COOR perteneciente a la familia de esteres y

caracterizada por la vibracién v C=0.

La sefial 1597 cm™ es provocada por la vibracién & NH (banda Il), que corresponde
al grupo funcional RCONH:2 (primaria) de la familia de las amidas. La presencia de
nitrocompuestos en el extracto puede ser atribuida a la sefial 1388 que
corresponderia a los grupos funcionales -NO: alifaticos y aromaticos originados por
la vibracién molecular v NO asimétrica. El pico 1271 cm™ confirma la presencia de
grupos hidroxilo debida a la presencia de fenoles por la vibracién & O-H, esta sefial

esta relacionada al pico en la banda 3266 cm™.
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Figura 8.- Espectro FT-IR de A. m. mexicana

De acuerdo con Ramana et al., (2014) el FTIR de Ocimum basilicum una planta de
la familia Lamiaceae, indica que la banda a 3463 cm™ se asigna al estiramiento de
O-H de alcoholes y fenoles unidos a H. El pico fuerte a 1737 cm™ muestra las
vibraciones de estiramiento de C = O. La banda a 1639 cm* corresponde a la flexién
N - H de aminas primarias. El valor 1440 cm™ esta relacionado con el estiramiento
C - C de la estructura de anillo aromatico. Las bandas a 1367 cm estan
relacionadas con el estirado C-N del grupo amina aromética y que los picos de
absorcién considerables a 3463, 2962, 1737, 1639, 1440, 1367 cm? son

caracteristicos de eugenol, linalool, estragol y flavonoides.

De acuerdo con Shaik et al., 2015 espectros FTIR de tetradenia riparia, una planta
de la familia Lamiaceae, revelan picos a 2900-2810 cm™ corresponden al
estiramiento-CH alifatico, los picos a 1450-1380 cm sugieren que -CH se flexiona

mientras que el pico a 1050-1010 corresponde al estiramiento -CO. El pico a 3250
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cm? corresponde al grupo alcohol-OH que indica la posible implicacion de los
terpenoides. El pico a 1700 cm™ sugiere un estiramiento del grupo C = O causado
por la presencia de este grupo funcional en pironas. El estiramiento de alqueno para
los picos en 1640-1510 y 2090-1890 cm* es posiblemente el resultado de los

enlaces -C = C y -CH presentes en la estructura de anillo de terpenoides.

Las figuras 9 y 10 muestran los espectros de los extractos completos de A. m.
mexicana y A. m. xolocotziana y sus microfiltrados, donde se puede observar que
las sefias detectadas concuerdan en ambos espectros, sin embargo, los espectros
correspondientes a los microfiltrado indican un menor porcentaje de transmitancia,
debido a la menor cantidad de solidos que contienen. La similitud de las bandas
después del proceso de microfiltracion indica que se estan conservando las

caracteristicas (grupos funcionales) del extracto después de este proceso.

100
v(,.(.\-./f.\
."
) 19 ‘
S 90 £, ol 1o
= \ .
S | LT L
£ \ "
7 | ‘
| o= |
@© l |
—
a |
|
80 - A. m. xolocotziana
A. m. xolocotziana microfiltrado

v T hd T v T v T v ] v I v 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 9.- Espectro FT-IR de A. m. xolocotziana y A. m. xolocotziana microfiltrado
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De acuerdo con Ortega et al., (2007) la banda de absorciéon a 1233 cm™ se asigna
al estiramiento de los anillos de pirano, tipicos de los compuestos flavonoides y las
bandas que aparecen entre 1300 y 1380 cm asignadas al enlace C-O muestra
deformidades angulares de fenoles. De acuerdo con Pereira et al., (2015) las
bandas caracteristicas de los flavonoides son: grupos OH (de fenoles y de alcoholes
del azlcar), grupos C=0 (1719 cm™) de cetona, CH3 y éter ciclico (2960 cm),
muestran una banda de absorcién fuerte con un pico a 1015 cm-1 asignado a la
deformaciéon del anillo aroméatico C-H, asi como bandas a 1650 y 1455 cm

correspondientes a la vibracion de estiramiento del anillo aromatico C = C.
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Figura 10.- Espectro FT-IR de A. m. mexicana y A. m. mexicana microfiltrado
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6.1.6 Prueba de toxicidad

Se evalud la toxicidad de los extractos a diferentes concentraciones desde 250 a
5000 mg/Kg por via oral, la tabla 9 muestra que ninguno de los ratones murié, aun
en las dosis mas elevadas, de acuerdo con el método de Lorke los extractos se
consideran no toxicos, la unica reaccion que se presento fue el erizamiento del pelo
de los ratones administrados con A. m. xolocotziana microfiltrado a una dosis de
5000 mg/Kg, después de 30 min este efecto desaparecié por completo. Estrada-
Reyes et al., (2014) también reportaron que para A. m. mexicana la DLso fue superior
a 5000 mg/Kg, pero a menor dosis (2600 mg/Kg) los ratones presentaron efectos
adversos como diarrea, ataxia y sarpullido, mientras que para A. m. xolocotziana la
DLso fue de 3807mg/Kg, considerandolo como un extracto ligeramente toxico. Otro
estudio realizado en el 2013 por Verano et al., determinaron para un extracto
hexanico de Agastache mexicana una DLso de 3506 mg/Kg, mientras que para

extractos con acetil acetato y metanol reportaron una DLso de 2828 mg/Kg.

De acuerdo con Lorke (1983), la DL50 no debe considerarse como una constante
bioldgica, ya que se pueden obtener resultados diferentes al momento de hacer una
repeticion o cuando las determinaciones son llevadas a cabo en diferentes
laboratorios y aun cuando este parametro no pueda extrapolarse a humanos es
importante ya que nos permite conocer los signos de intoxicacion, los 6rganos diana

de toxicidad aguda, la reversibilidad de las lesiones, etc.
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Tabla 9.- Resultados de toxicidad

Dosis [mg/Kg] Mortalidad A. m. mexicana Mortalidad A. m. xolocotziana
microfiltrado microfiltrado
250 0/3 0/3
500 0/3 0/3
1000 0/3 0/3
2500 0/3 0/3
5000 0/3 0/3 *

*presentaron erizamiento del pelo.
Las dosis fueron adminstradas via oral, cada dosis se administro a grupos con n=3

6.1.7 Prueba de citotoxicidad

Se determind la concentracién media inhibitoria en dos lineas celulares mediante el
método MTT, la primera linea fue de células C6 provenientes de glia de raton, la
figura 11 muestra el porcentaje de viabilidad de células respecto a las
concentraciones evaluadas de extractos de A. m. mexicana microfiltrado y A. m.
xolocotziana microfiltrado, de acuerdo con los resultados obtenidos se pudo
determinar que el ICsp es de 1.13 mg/mL para A. m. mexicana microfiltrado y para
el extracto de A. m. xolocotziana microfiltrado el ICso es de 1.09 mg/mL. Un estudio
realizado en el 2012 por Dutra et al., (2012) obtuvieron una ICso de 0.0249 mg/mL
al estudiar la actividad citotoxica de aceite esencial de Pterodon emarginatus en la
linea celular C6 glial, en este estudio los autores consideran gque el aceite obtenido

es potencialmente toxico.
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Figura 11.-Porcentaje de viabilidad de la linea celular C6 con A. m. mexicana microfiltrado y A. m.
xolocotziana microfiltrado

La segunda linea celular evaluada fue la linea celular humana SH-SY5Y, estas
células se utilizan como modelos in vitro de la funcion y diferenciaciébn neuronal.
Para determinar el porcentaje de viabilidad de estas células (figura 12) se evaluaron
las mismas concentraciones que con la linea C6, para el extracto de A. m. mexicana
microfiltrado se obtuvo un ICsode 1.29 mg/Kg y para A. m. xolocotziana microfiltrado
se determind un ICso de 1.05 mg/Kg. Los resultados obtenidos son similares entre
las dos lineas celulares evaluadas, en ambas se puede observar que A. m.

xolocotziana microfiltrado presenta menor ICso que A. m. mexicana microfiltrado.
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Figura 12.-Porcentaje de viabilidad de la linea celular SH-SY5Y con A. m. mexicana microfiltrado

De acuerdo con Kuete et al., (2013), en el programa de deteccion de plantas del
Instituto Nacional del Cancer (US-NCI), generalmente se considera que un extracto
crudo tiene actividad citotoxica in vitro, con un valor de ICso inferior a 0.02 mg/ml
después de la incubacion entre 48 y 72 h. De esta manera se considera que entre
menor sea el valor de ICso mayor sera el potencial de citotoxicidad de los extractos,
por lo tanto, se puede considerar que los extractos evaluados en las dos lineas

celulares no son citotéxicos.

Los resultados obtenidos nos permiten identificar las concentraciones que se
pueden usar en ensayos in vitro posteriores, al relacionar el valor de la
concentracion inhibitoria del 50% de viabilidad con la concentracion efectiva o dosis
terapéutica in vitro, se puede determinar el indice terapéutico, lo que nos puede

permitir identificar el margen de seguridad de los extractos.

En este trabajo, para poder determinar el indice terapéutico es necesario llevar a
cabo un ensayo que nos permita obtener la dosis efectiva, es decir la concentracion

a la cual los extractos presentan la mayor actividad inductora de suefio.

58



6.1.8 Potenciacion del suefio con pentobarbital

Se evaluaron diferentes dosis de extractos de A. m. xolocotziana microfiltrado y A.
m. mexicana microfiltrado comparando su efecto contra clonazepam, farmaco
usado en el tratamiento del insomnio, y contra cafeina un alcaloide que estimula el

sistema nervioso central, aumentando el nivel de alerta.

En la figura 13 se puede observar que el mejor tiempo de latencia fue para A. m.
mexicana microfiltrado a dosis de 100 mg/kg (2.15 min), tiempo menor al mostrado
con clonazepam o pentobarbital sédico que fue de 3.13 min y 5.26 min
respectivamente. Debido a que la cafeina es un alcaloide que estimula el SNC, se
puede observar que el tiempo de latencia es mayor que el resto de los tratamientos
(9 min) y el tiempo de suefio es menor (43 min), logrando que los ratones durmieran

solamente 40 min ya que inhibe parcialmente el efecto sedante del pentobarbital.

Las dosis de 5, 10 y 300 mg/Kg no presentaron diferencia significativa en los
tiempos de latencia comparadas con clonazepam, la dosis de 100 mg/Kg si presento
diferencia significativa, al comparar el tiempo de duracién de suefio, se puede
observar que si existe diferencia significativa entre las cuatro dosis administradas y
el clonazepam, pero de las diferentes concentraciones de A. m. mexicana
microfiltrado administradas, la que mejor tuvo un tiempo de duracion de suefio mas
cercano al del control positivo fue la dosis de 100 mg/Kg ya que alcanzo un tiempo
de 131.16 min contra 165.28 min del control.

Si comparamos los resultados obtenidos con el grupo al que solo se le administro
pentobarbital, podemos observar que los tiempos de latencia en las cuatro dosis
administradas disminuyo, y que los tiempos de duracién de suefio aumentaron a

dosis mayores de 10 mg/Kg.

En un estudio realizado por Gonzalez-Trujano et al., (2015) evaluaron el efecto
ansiolitico e hipnético inducido por pentobarbital de un extracto metandlico de

Agastache mexicana y de tilianina (considerado uno de los principales metabolitos

59



de esta planta), como resultado tuvieron que el tiempo de latencia no se vio afectado
con la administracion del extracto ni con tilianina, pero el tiempo de duracion de
suefio aumenté siendo mejor el tiempo reportado para el extracto completo,

atribuyendo el efecto al sinergismo de los diferentes compuestos del extracto.
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Figura 13.- Prueba de potenciacion de suefio de A. m. mexicana microfiltrado

Donde CLZ: clonazepam, PTB: pentobarbital, CF: cafeina. Cada columna representa la media de 3 mediciones
de grupos de n=11y las barras verticales desviacion estandar. *indican la diferencia significativa en comparacion

al control positivo CLZ (p<0.05).

Los resultados obtenidos con A. m. xolocotziana microfiltrado (figura 14) fueron
similares a los obtenidos con A. m. mexicana microfiltrado, las dosis que no
presentaron diferencia significativa en los tiempos de latencia comparadas con
clonazepam fueron a 5, 10 y 300 mg/Kg, la dosis de 100 mg/Kg si presentd
diferencia significativa, en cuanto a tiempo de duracién de suefio, se puede observar
gue si existe diferencia significativa entre las cuatro dosis administradas y el
clonazepam, de igual manera la dosis de 100 mg/Kg fue la mas cercana en tiempo
de duracion alcanzando un tiempo de 128.26 min. Este resultado es mayor al

obtenido con la administracion de pentobarbital y pentobarbital con cafeina.
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De acuerdo con los resultados obtenidos se puede decir que para ambos toronjiles
la mejor dosis fue a 100 mg de extracto seco por cada Kg/raton, esta dosis fue la

gue se administré a los ratones en la prueba de potenciacién de suefio con las

peliculas.
1- 180 -
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Figura 14.- Prueba de potenciacion de suefio de A. m. xolocotziana microfiltrado

Donde CLZ: clonazepam, PTB: pentobarbital, CF: cafeina. Cada columna representa la media de 3 mediciones
de grupos de n=11y las barras verticales desviacion estandar. *indican la diferencia significativa en comparacion

al control positivo CLZ (p<0.05).

Estrada-Reyes et al., (2014) evaluaron el efecto sedante de A. m. mexicanay A. m.
xolocotziana en este estudio reportaron que a una dosis de 100 mg/Kg o mas se
lograba ese efecto, siendo mayor la accién de A. m. mexicana que de A. m.

xolocotziana.

Otro estudio similar se llevé a cabo por Estrada-Reyes et al., en el 2010 en el que
evaluaron el efecto depresor del SNC de un extracto acuoso de Clinopodium
mexicanum (planta perteneciente a la familia Lamiaceas, al igual que Agastache
mexicana), en este trabajo encontraron que el tiempo de latencia fue menor al
obtenido con clonazepam y el tiempo de suefio fue mejor con 500 mg/Kg del

extracto.
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Estos resultados comprueban que los extractos etanélicos de Agastache mexicana
contribuyen en la disminucién del tiempo de latencia y en la prolongacion del tiempo
de suefio producidos por pentobarbital, este efecto puede atribuirsele a la presencia
de grupos flavonoides que ademas actian en el organismo como antioxidantes ante

el dafio que genera el estrés oxidativo a causa del insomnio.

6.2 Obtencidn y caracterizacion de peliculas de alginato

6.2.1 Obtencién de peliculas

En la figura 15 se puede observar un fragmento de pelicula de alginato, en ella se
puede observar que después del proceso de secado de las soluciones de alginato
se obtuvieron peliculas delgadas, lisas, transparentes y sin poros o fracturas visibles
ademas las peliculas no presentaron problemas de adhesion al material en el que
se elaboraron, permitiendo asi una facil recuperacion de las peliculas sin la
necesidad de adicionar en su formulacion algun plastificante. Debido a la
compactacion del alginato las peliculas adoptaron la forma de la superficie sobre la
gue se llevo a cabo el proceso de secado, a excepcidn de las obtenidas al 1y 1.25%
gue al estar secas presentaron una superficie menor e irregular a la del material en

el que se elaboraron.
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Figura 15.- Fragmento de pelicula de alginato al 1.5%

6.2.2 Medicién de grosor

Como puede observarse en la figura 16, las diferentes concentraciones permitieron
obtener peliculas de diferente espesor al utilizar moldes de 30 cm?, esta relacién fue
proporcional, a mayor concentracion mayor grosor de las peliculas. Sin embargo, el
grosor obtenido con las diferentes formulaciones fue menor al grosor medido de las
peliculas comerciales que son aproximadamente de 64 um, se puede observar que
las peliculas mas delgadas que se pudieron obtener fueron de 31 um, casi la mitad
del grosor de las comerciales conservando caracteristicas visuales similares a éstas

ultimas.

De acuerdo con Karki et al., (2016), la medicion del espesor es necesaria ya que se
correlaciona directamente con la cantidad de farmaco en la pelicula, ademas, se
requiere un espesor adecuado para la administracion comoda de peliculas, el
espesor ideal de las peliculas bucales debe estar en el rango de 50 a 1000 ym. Las
peliculas obtenidas a 2 y 1.75% de alginato se encuentran en el rango propuesto
por los autores, ademas, fue posible obtener peliculas con menor espesor

empleando soluciones de alginato a menor concentracion.

En el estudio realizado por Xu et al., (2014) obtuvieron peliculas de Alginato de sodio

y de carboximetil almidén de sodio, las cuales presentaron espesores desde 90
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hasta 130 um. Cilurzo et al., (2008) elaboraron peliculas de maltodextrina a
concentraciones de 78, 80, 82 y 84 % (w/w) con glicerol y a 80 y 82% con
polietilenglicol, las peliculas plastificadas con glicerol presentaron espesores desde
127 hasta 133 ym, mientras que el grosor de las que contenian polietilenglicol fue
de 120y 140 pm.

Grosor (um)

Figura 16.- Grosor promedio de las peliculas de alginato

6.2.1 Solubilidad

Para medir la solubilidad de las peliculas se utilizo el pico de absorcién maxima de
alginato de sodio obtenido a través de un barrido espectral en la region UV-VIS, el
pico de mayor absorcion fue a 205nm, esta longitud de onda es similar a la reportada
por Awad y Aboul-Enein en el 2012, en donde ellos utilizan la longitud de 200 nm

para determinar alginato de sodio en formulaciones farmacéuticas mediante HPLC.
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De igual manera se determiné la longitud de onda para las peliculas comerciales
mediante un barrido espectral, esto con la finalidad de poder monitorear la

solubilidad de las peliculas en el buffer respecto al tiempo.

Los resultados de solubilidad obtenidos se muestran en la figura 17, en ella se
puede ver que al igual que con el grosor, el tiempo que tarda en solubilizarse las
peliculas disminuye conforme se disminuye la concentracion, este parametro
depende de diferentes factores como pueden ser el espesor de las peliculas y el
peso molecular de los polimeros (Gittings et al., 2014). La pelicula de 1.5% presento
menor tiempo de solubilidad que las peliculas control al igual que las de 1.25y 1%,
Sievens-Figueroa et al., (2012) reportaron un tiempo de solubilidad de 20 min para

sus peliculas a base de hidroxipropilmetilcelulosa.

De acuerdo con los resultados puede notarse que si comparamos las peliculas que
presentan grosor similar (las peliculas control y la pelicula de 2%), las peliculas
control tuvieron tiempo de solubilidad menor, esto puede deberse al material del que
estan elaboradas las peliculas para el caso del control 1; pullulan, almidon
modificado, glicerina, mentol, acesulfame potasico, aspartame, colorantes y
saborizantes artificiales. Para el caso de la pelicula control 2; almidon, xilitol,
carragenina, acido citrico, aceite de menta, Acesulfame K, aspartamo, licorice,

vitamina C y colorante azul FD&C #1.
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Figura 17.-Tiempo de solubilidad de las peliculas de alginato
La prueba se realizo en buffer de fosfatos a pH 6.4, 37 + 0.5 ° C y 100 rpm.

6.2.2 Color

El color es un parametro vital en la identificacion de muchos productos
farmacéuticos, ademas de ser importante para la aceptacion del consumidor. El
color del producto debe ser uniforme dentro de la forma de dosificacion (Bhattarai y
Gupta 2015). Los valores de las coordenadas del espacio de color obtenidos
mediante la norma CIELab para las diferentes peliculas se muestra en la tabla 10,
estos resultados concuerdan con la apariencia visual de las peliculas, debido a que
la pelicula de alginato es casi incolora (transparente) mientras que las peliculas
comerciales son de color amarillo y azul muy claro. En el estudio realizado por

Arzate (2011), obtuvo para peliculas de alginato, valores de 92.76 para L, -0.36 para
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ay 11.23 para b, la diferencia entre estos valores y los obtenidos pueden atribuirsele

a la presencia de glicerol que se empleo6 en ese estudio como plastificante.

Tabla 10.- Valores de las coordenadas L, ay b de las peliculas

Pelicula L* a* b*

Alginato 2% 98.984 0.308 1.704
Alginato 1.75% 98.996 0.291 1.672
Alginato 1.5% 98.121 0.324 2.138
Alginato 1.25% 98.669 0.176 1.101
Alginato 1% 98.238 0.186 1.231
Control 1 98.465 -1.386 9.924
Control 2 97.966 -3.136 -0.412

6.2.3 Caracterizaciéon por FT-IR de peliculas

La figura 18 muestra el espectro IR de la pelicula de alginato de sodio, en ella
podemos ver las bandas de absorcién de alginato cerca de 1605 y 1410 cm'1 que
se asocian con las vibraciones de estiramiento asimétricas y simétricas de aniones
carboxilato, respectivamente. El espectro de alginato de sodio también muestra una
banda fuerte y ancha a 3293 cm'1 relacionada con el estiramiento de O-H y una
banda de estiramiento C-H alifatico débil a 2926 cm™1. Debido a la estructura de los
polisacéaridos se observa un pico alrededor de la banda de 1298 cm1 (estiramiento
en C-0), 1124 cm'l (estiramiento en C-C), 1086 cm'l (estiramiento en C-O), 1031
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cm'l (C-O-C Estiramiento) y 948 cm'l (estiramiento C-O). Sibaja et al., (2015)
reportaron que el alginato de sodio presenta picos distintos como sal de carboxilo:
bandas de absorcién fuertes a 1591 y 1405 cm'1l debido a aniones carboxilo

(vibraciones de estiramiento asimétricas y simétricas) (Kulig et al., 2017).
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Figura 18.- Espectro FT-IR de la pelicula de alginato de sodio

6.2.4 Microscopia Electronica de Barrido (MEB) de las peliculas de
alginato

En la figura 19 se muestran las micrografias obtenidas de la pelicula formulada a
1% de alginato de sodio en la figura 19A se muestra un fragmento de la pelicula con
un aumento de 10x, en esta se alcanza a observar una superficie homogénea. La
figura 19B con un aumento de 200x permite visualizar que el fragmento de pelicula
presenta irregularidades en su superficie, ademas en la esquina inferior izquierda
se presenta una amplificacion de fragmento observado a 130x en la que se puede
ver una estructura con porosidad, esto se nota de manera contrastada en una

tonalidad mas obscura que el resto de la superficie, de igual manera en una
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tonalidad blanca y brillosa se pueden observar ciertas irregularidades en la

superficie de la pelicula.

En un menor contraste blanco y opaco se pueden apreciar algunas marcas en forma
de canales atribuidas al material en el que se llevo a cabo el secado de las peliculas.
La figura 19C es un fragmento de la pelicula desde un punto transversal a 24x, en
donde de manera contrastada en blanco podemos observar el grosor de la pelicula,
tomando en cuenta la escala de la microscopia podemos ver que se trata de una
pelicula muy delgada aproximadamente de 17 um, esto nos da una aproximacion
de su grosor sin embargo, recordemos que lo que se esta observando es solo un
fragmento muy pequefio de la pelicula a diferencia de los resultados obtenidos en
el punto 5.9 en donde se realizaron mayor numero de mediciones con un
micrometro.

A. Seccion de pelicula B. Superficie

C. Seccion transversal

1mm

Figura 19.- Micrografias pelicula a 1% de alginato
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La figura 20 representa las micrografias de la pelicula formulada a 1.25% de alginato
de sodio, figura 20A realizada con un aumento de 34x nos muestra un fragmento de
la pelicula en la que se observa una superficie homogénea, con algunas
imperfecciones en su superficie, también se puede observar ruptura del material
ocasionado al momento de cortar el fragmento de pelicula. La figura 20B obtenida
con un aumento de 130x permite observar que la pelicula tiene irregularidades, las
podemos observar como pequefias manchas blancas, ademas de que al igual que
la pelicula a 1% de alginato, presenta porosidades (pequefias manchas de tonalidad
mas obscura que el resto de la superficie) de igual manera se pueden observar las
marcas en forma de canales atribuidas al material en el que se llevo a cabo el

secado de las peliculas, esto se ve como lineas obscuras de mayor tonalidad.

En la figura 20C a 130x se pueden ver desde la seccién transversal con mayor
claridad las marcas del material en el que se hicieron las peliculas, esto se puede
ver como lineas blancas en mayor contraste a la superficie de la pelicula, por otro
lado, en color negro entre las dos secciones blancas podemos apreciar el grosor de
la pelicula que de acuerdo con las mediciones tomadas con ayuda del software del
microscopio se observa que la pelicula tiene un grosor aproximado de 19 pum.
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A. Seccion de pelicula B. Superficie

Figura 20.- Micrografias pelicula a 1.25% de alginato

La figura 21 corresponde a las micrografias obtenidas de un fragmento de la pelicula
formulada a 1.5% de alginato de sodio, la figura 21A obtenida con un aumento de
10x nos muestra un fragmento de la pelicula en la que se observa una superficie
lisa y homogénea. En la figura 21B obtenida con un aumento de 700x se observan
lineas en forma de canales con mayor pronunciacién que en las micrografias
anteriores, estas lineas se ven de una tonalidad grisadcea que contrasta con el resto
de la superficie de la pelicula, de igual manera se pueden observar pequefias
manchas grisaceas que probablemente correspondan a imperfecciones de las
peliculas por acumulacién de material, en esta pelicula no se alcanz6 a observar
porosidad. La figura 21C es la micrografia de la pelicula vista transversalmente a
54x, en ella se siguen observando las lineas en forma de surcos atribuidos al
material donde hicieron las peliculas, ademas se puede observar una estructura
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mucho mas densa que las anteriores y, por otro lado, también se midio el grosor en
el que aproximadamente se tienen que mide 38 um. Aun cuando los resultados del
grosor no son iguales a los obtenidos mediante el uso del micrémetro, se puede
observar que el grosor esta relacionado directamente con la concentracion de
alginato, manteniendo la misma tendencia que se presenta en los resultados del

punto 5.9.

A. Seccidn de pelicula B. Superficie

C. Seccion transversal
N B

Figura 21.- Micrografias pelicula a 1.5% de alginato

La figura 22 representa las micrografias de una seccion de la pelicula formulada a
1.75% de alginato de sodio, la figura 22A con un aumento de 34x nos muestra un
fragmento de la pelicula en la que se observa una superficie homogénea. En la
figura 22B obtenida con un aumento de 700x se observan lineas en forma de
canales con mayor pronunciacion que en las micrografias anteriores, estas lineas

se ven de una tonalidad grisacea que contrasta con el resto de la superficie de la
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pelicula, de igual manera se pueden observar pequefias manchas grisaceas que
probablemente correspondan a imperfecciones de las peliculas por acumulacién de
material, en esta pelicula no se alcanzé a observar porosidad. La figura 22C es la
micrografia de la pelicula vista transversalmente a 75x, en ella se puede observar
una superficie mucho mas lisa, con meno imperfecciones, en un contraste negro se
puede observar el grosor de la pelicula que de acuerdo con el equipo es
aproximadamente de 44 um, manteniéndose la relacién entre concentracién de
alginato y grosor.

A. Seccion de pelicula B. Superficie

C. Seccion transversal

Figura 22.- Micrografias pelicula a 1.75% de alginato

La figura 23 son las micrografias de la pelicula formulada a 2% de alginato de sodio,
la figura 23A con un aumento de 17x nos muestra un fragmento de la pelicula en la
gue se observa una superficie homogénea con pocas imperfecciones que pueden
verse como puntos blanquecinos. En la figura 23B obtenida con un aumento de
130x se observa una estructura lisa, homogénea, con pocas imperfecciones en la

superficie, ademas de que no se alcanzan a observar porosidades, principalmente
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por la alta densidad de material que tiene la pelicula. La figura 23C es la micrografia
de la pelicula vista transversalmente a 34x, en ella se siguen observando algunas
posibles acumulaciones de material, en cuanto al grosor las mediciones que se
hicieron con el microscopio indican que se encuentra aproximadamente en 48 um,

siendo esta la pelicula de mayor concentracion y grosor.

A. Seccion de pelicula B. Superficie

C. Seccion transversal

Figura 23.- Micrografias pelicula a 2% de alginato

En la figura 24 se muestran las micrografias de la primera pelicula comercial que se
esta empleando como control, en la figura 24A se muestra un fragmento de la
pelicula con un aumento de 22x, en esta se alcanza a observar una superficie lisa
ademas de que se puede ver diferentes tonalidades de negro lo que nos hace
suponer que la pelicula no es completamente homogénea. La figura 24B con un
aumento de 60x permite visualizar que el fragmento de pelicula presenta

irregularidades en su superficie, aqui también se notan las diferencias de contraste
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de la superficie, ademas en la esquina superior derecha se presenta un fragmento
de esta pelicula observada a 200x en ella se puede ver una estructura altamente
porosa (pequefias manchas color negro), esta porosidad podria ser la que le da
mayor solubilidad a las peliculas como ocurre con las tabletas orodispersables
(Slavkova y Breitkreutz, 2015).

En la esquina superior derecha de la figura 24B se puede observar una ampliacion
de la seccion observada de la pelicula, en ella se puede ver en una tonalidad blanca
y brillosa algunas irregularidades en la superficie de la pelicula que bien podria ser
material acumulado o posibles burbujas que se formaron durante el proceso de
secado. La figura 24C es la pelicula desde un punto transversal a 130x, en donde
de manera contrastada en blanco podemos observar el grosor de la pelicula, en la
zona obscura podemos observar nuevamente la alta porosidad de este fragmento
de pelicula. Por otra parte, se midi6 el grosor de la pelicula obteniendo que mide

aproximadamente 35 um de grosor.
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A. Seccién de pelicula

B. Superficie

Figura 24.- Micrografias pelicula comercial 1

En la figura 25 se muestran las micrografias de la segunda pelicula comercial que
se esta empleando como control, en la figura 25A se muestra un fragmento de la
pelicula con un aumento de 17x, en esta se alcanzan a observar pequefios puntos
mas blancos que el resto de la superficie, posiblemente sean imperfecciones de las
peliculas. La figura 25B con un aumento de 130x permite visualizar que el fragmento
de pelicula presenta ciertas irregularidades en su superficie, al igual que en la
pelicula anterior se puede ver una estructura altamente porosa (pequefias manchas
color negro). La figura 25C es la pelicula desde un punto transversal a 130x, en
donde de manera contrastada en blanco podemos observar el grosor de la pelicula
y parte de la superficie de esta, en la zona clara podemos observar material
aglomerado en la superficie de la pelicula, en la zona obscura podemos observar

algunas manchitas de mayor obscuridad que bien pueden tratarse de los poros que
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tiene la pelicula o de material aglomerado como el que aparece en la superficie. En
cuanto al grosor aproximado se tiene que es de 39um.

A. Seccidn de pelicula B. Superficie

Figura 25.- Micrografias pelicula comercial 2

Los resultados obtenidos son similares a los obtenidos en un estudio realizado por
Matiacevich et al., (2015) donde elaboraron peliculas de alginato para encapsular
carvacrol, como agentes encapsulantes emplearon trehalosa y Twenn 20 a
diferentes concentraciones y condiciones de pH, mediante MEB pudieron observar
qgue las peliculas con trehalosa presentaron estructuras homogéneas y lisas
mientras que las peliculas con Twenn presentan estructuras rugosas. Las peliculas
de alginato con iones de calcio obtenidas por Norajit et al., (2010) presentaron
mediante MEB morfologia de superficie lisa y homogénea, la morfologia de la
seccion transversal presentd una estructura fibrilar. Ke et al., (2010) reportaron

morfologias de superficie lisas para peliculas de alginato que contienen barberina.

B ———————————————
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6.2.5 Microscopia de Fuerza Atdmica (MFA)

La figura 26A muestra la imagen topografica de la superficie de una pelicula de
alginato de sodio en un area de escaneo de 225 um?, en la imagen se observa que
la pelicula de alginato tiene una superficie heterogénea y rugosa, del lado derecho
de la imagen se encuentra una escala de color que corresponde a la presencia de
valles (zonas mas obscuras) y crestas (zonas mas claras), esto puede distinguirse
de mejor manera en la figura 26B que es una imagen topogréfica 3D de la seccién
analizada en la que se puede apreciar la rugosidad de la pelicula. EI microscopio de
fuerza atdmica con ayuda del software NanoScope, ademas de permitir obtener
imagenes topograficas de la superficie de las peliculas, permite obtener parametros
cuantitativos de rugosidad Ra (rugosidad promedio aritmética) y Rq (rugosidad
media cuadratica), para la pelicula de alginato se obtuvo un valor de Rg= 93.6 nm
y Ra=72.8 nm.

Figura 26.-Imagen topogréfica de pelicula de alginato

En el trabajo realizado por Wang et al., (2017) obtuvieron imagenes topograficas de
peliculas de alginato de sodio, en la que reportan protuberancias en tonalidades

brillantes debido a la auto agregacion del alginato de sodio, ademas los valores de
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rugosidad que reportan para esta pelicula son Rq=24.3 nmy Ra=18.5 nm y para las
peliculas con colesterol presentaron valores de Rq=10.07, 2.16 y 6.05 nm y
Ra=8.08, 1.52 y 5.12, con estos resultados los autores indican que la adicion de
colesterol disminuye la rugosidad de las peliculas y esto se ve en la disminucién de
los pardmetros de rugosidad.

6.2.6 Nanoindentacion

Se determinaron algunos parametros mecanicos mediante nanoindentacién con
una punta Berkovich (figura 27). Los valores obtenidos fueron; dureza= 71.8 + 13.5
MPa, modulo de elasticidad= 0.53 + 0.07 y desplazamiento de indentacién= 9.2 +
1.4 % (pardmetro que se define como el cambio en la profundidad que ocurre a una
carga constante). El valor de dureza obtenido fue mayor al reportado por Arzate
(2011) para peliculas de alginato de sodio con glicerol, las cuales tuvieron un valor
de 37.82 + 5.79 MPa, de igual manera el médulo de elasticidad fue ligeramente
mayor al reportado por el autor 0.44 = 0.06 GPa, lo que indica que la pelicula
obtenida es mas elastica aun cuando la otra pelicula contiene glicerol, sin embargo,
esto hace que presente un mayor porcentaje de desplazamiento de indentacién
11.75+1.82 %

Figura 27.- Impresion residual realizadas con una punta Berkovich.
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6.3 Obtencién y caracterizacion de peliculas orales con

extractos

6.3.1 Obtencién de peliculas

De acuerdo con los resultados obtenidos en la seccion 8.2, se consideré emplear la
solucion de alginato al 1.5% como solucién formadora de peliculas debido a que es
una pelicula delgada cuyo tiempo de disolucion es bajo, ademas de que su

superficie es homogénea, lisa y sin porosidades.

En la figura 28 se pueden observar dos secciones A y B pertenecientes a las
peliculas con extractos de A. m. mexicana microfiltrado (P. A. m. mexicana
microfiltrado) y A. m. xolocotziana microfiltrado (P. A. m. xolocotziana microfiltrado)
respectivamente. Las peliculas obtenidas son de color verde, transparentes y
conservan el brillo que tenian las peliculas de alginato. La P. A. m. mexicana
microfiltrado presentd en su superficie mayor presencia de granulos que la P. A. m.
mexicana microfiltrado, esto podria atribuirsele a que no se llevé a cabo una buena
solubilidad de los metabolitos del extracto A. m. mexicana microfiltrado al momento
de preparar las soluciones, a pesar de ello, ambas peliculas presentan una buena

apariencia visual.

80



Figura 28.-Peliculas con extractos de A. m. mexicana microfiltrado y A. m. xolocotziana microfiltrado

6.3.2 Medicién de grosor

Se midi6 el espesor de las peliculas de alginato con extracto de A. m. mexicana
microfiltrado y A. m. xolocotziana microfiltrado, al comparar los resultados con los
obtenidos previamente de la pelicula de alginato al 1.5% se puede observar (figura
29) que después del proceso de atrapamiento de los extractos, las peliculas siguen
siendo menores a 50 um. Las peliculas de A. m. mexicana microfiltrado fueron las
gue aumentaron mas su grosor, esto puede atribuirsele a la presencia de granulos
en su superficie, que fueron mayores a los presentados en la pelicula de A. m.
xolocotziana. Estos valores de espesor corresponden de acuerdo con Bala et al.,
(2013), a peliculas de liberacion rapida ya que se encuentran en un rango de 20 a
70 um ademas de ser de una sola capa y tener como objetivo su aplicacion en la

superficie de la lengua.

En un estudio realizado por Norajit et al., (2010) donde encapsulan un extracto de
ginseng en peliculas de alginato con glicerol obtuvieron peliculas de alginato con un
espesor de 70 um, después del proceso de atrapamiento del extracto las peliculas

alcanzaron un grosor de 105 a 114 pum, aumentando mas del 30% de su espesor
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inicial al adicionarles el extracto de ginseng. A diferencia de este estudio, las
peliculas P. A. m. mexicana microfiltrado y P. A. m. xolocotziana microfiltrado,
aumentaron menos del 5% de su espesor inicial al adicionar cerca del 24% de
extractos de A. m. mexicana microfiltrado y A. m. xolocotziana microfiltrado en su
formulacién. En otro estudio realizado por Wang et al., (2017) obtuvieron peliculas
de alginato de sodio y peliculas de colageno con alginato de sodio, las primeras
fueron de 11 pum y las de colageno con alginato a diferentes concentraciones fueron
de 31 a 33 um.

Grosor (um)
8

Alginato A B

Figura 29.-Grosor promedio de las peliculas P. A. m. mexicana microfiltrado (A) y P. A. m. xolocotziana
microfiltrado (B)

6.3.3 Solubilidad
Para medir la solubilidad de las peliculas se utilizo el pico de absorcidbn maxima de
los extractos obtenido a través de un barrido espectral en la region UV-VIS, el pico
de mayor absorcion fue a 560 nm. Se midié el tiempo de solubilidad para las
peliculas P. A. m. mexicana microfiltrado y P. A. m. xolocotziana microfiltrado,

comparando estos resultados con los obtenidos previamente en peliculas de
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alginato al 1.5% (figura 30), se puede observar que el tiempo aumento de 8 a 9 min
después del proceso de atrapamiento de los metabolitos de A. m. mexicana
microfiltrado y A. m. xolocotziana microfiltrado, sin embargo, debemos tener en
cuenta que estos resultados deben ser considerados como representativos para
poder predecir el comportamiento de estas peliculas en ensayos in vivo, debido a
gue el método para determinar la solubilidad no imita de manera satisfactoria las

condiciones fisioldgicas involucradas (Borges et al., 2015).

14
12

10

20505050528
Sttt

Tiempo de solubilidad (min)

Alginato

Figura 30.-Tiempo de solubilidad de las peliculas P. A. m. mexicana microfiltrado y P. A. m. xolocotziana
microfiltrado.

La prueba se realizo en buffer de fosfatos a pH 6.4, 37 + 0.5 ° C y 100 rpm.

6.3.4 Color
El color de las peliculas puede influenciar la preferencia del consumidor hacia un
producto por lo que es una propiedad importante de evaluar en estos materiales. En
la tabla 11 se resumen los valores de las coordenadas del espacio de color CIE
L*a*b*. Recordando que el parametro L* indica que tan luminoso (100) u obscuro

(0) es el color, podemos observar que las peliculas son menos luminosas que las
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peliculas sin extracto ya que estas presentaron una L*=98.121, por otra parte el
parametro a* que se refiere a las coordenadas rojo (+b) -verde (-b), las peliculas
presentaron valores dentro del color verde y finalmente el parametro b* que se
refiere a las coordenadas amarillo (+b) - azul (-b) las peliculas presentaron valores
hacia las coordenadas cromaticas del amarillo. Estos resultados concuerdan con la
apariencia visual de las peliculas, ya que la pelicula como se habia mencionado

anteriormente las peliculas de alginato con extractos tiene un color verde.

Tabla 11.-Valores de las coordenadas L, a y b de las peliculas con extractos

Pelicula L* ar b*
P. A. m. mexicana microfiltrado 65.359 -1.728 32.381
P. A. m. xolocotziana microfiltrado 69.284 -3.623 54.402

6.3.5 Caracterizacion por FT-IR de peliculas con extractos

La figura 31 muestra el espectro infrarrojo de las peliculas con extractos, en ella se
puede ver que tanto P. A. m. mexicana microfiltrado y P. A. m. xolocotziana
microfiltrado tienen una huella macromolecular similar en la que se distinguen
especialmente los picos caracteristicos del alginato de sodio debido a la baja
concentracion de los extractos en las peliculas, en el espectro podemos observar
en laregién de 1605y 1410 cm'1 que se asocian con las vibraciones de estiramiento
asimétricas y simétricas de aniones carboxilato, respectivamente. Ademas de la
banda fuerte y ancha a 3293 cm1 relacionada con el estiramiento de O-H, este pico
presento un alargamiento debido a la presencia del extracto ya que estos
presentaban un pico ancho a 3262 cm?, el cual corresponde a la asociacion
intermolecular (polimero) del grupo funcional OH, reportado en la presencia de la

familia de los fenoles y alcoholes en las bandas de 3200 — 3400 cm™.
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Las peliculas P. A. m. mexicana microfiltrado y P. A. m. xolocotziana microfiltrado
también presentan la banda de estiramiento C-H alifatico débil a 2926 cm1, y los
picos alrededor de 1298 cm'1 (estiramiento en C-O), 1124 cm'1 (estiramiento en C-
C), 1086 cm'l (estiramiento en C-O), 1031 cm'l (C-O-C Estiramiento), 948 cm'l
(estiramiento C-0), 1591 y 1405 cm'1 debido a aniones carboxilo (vibraciones de
estiramiento asimeétricas y simétricas). Los picos ubicados en la regién de 1000 a
1600 cm'l presentaron un alargamiento posiblemente por la presencia de los
metabolitos, como se habia descrito anteriormente los grupos funcionales -NO2
alifaticos y aromaticos originados por la vibracion molecular v NO asimétrica
presentan sefial a 1380 cm, los grupos hidroxilo debida a la presencia de fenoles
por la vibraciéon & O-H emiten un pico a 1263 cm™ y la presencia de aminas se

expresa en el espectro por la vibracion molecular v C-N a 1015 cm-?.
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Figura 31.-Espectro FT-IR de peliculas P. A. m. xolocotziana microfiltrado y P. A. m. mexicana microfiltrado
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6.3.6 Microscopia Electronica de Barrido (MEB) de las peliculas con
extractos

En la figura 32 se muestran las micrografias obtenidas de la pelicula formulada a
1.5 % de alginato de sodio y extracto de A. m. mexicana microfiltrado, en la figura
32A se muestra un fragmento de la pelicula con un aumento de 10x, en esta se
alcanza a observar una superficie lisa, pero con imperfecciones en su superficie. La
figura 32B con un aumento de 110x permite visualizar que el fragmento de pelicula
es heterogéneo, presenta irregularidades en su superficie, esto se puede observar
en una tonalidad blanca y brillosa que contrasta con el resto de la superficie. La
pelicula presenta pequefias protuberancias que pueden atribuirsele a la presencia
de los metabolitos de A. m. mexicana microfiltrado, como se mencioné en la seccion
6.3.1, estas peliculas presentaban granulos en su superficie, lo que hace que la

pelicula no sea del todo homogénea.

La figura 32C es un fragmento de la pelicula desde un punto transversal a 110x, en
esta imagen podemos observar la porosidad que presentan las peliculas, ademas
se puede apreciar el grosor de la pelicula que de acuerdo a las mediciones tomadas
con ayuda del software del microscopio la pelicula tiene un grosor promedio de 21
pum, sin embargo esto solo nos indica el grosor promedio de un fragmento de la
pelicula, mientras que en la seccion 6.3.2 se muestran los resultados obtenidos

mediante un micrémetro.
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A. Seccién de pelicula B. Superficie

Figura 32.-Micrografia de P. A. m. mexicana microfiltrado

En la figura 33 se muestran las micrografias obtenidas de la pelicula formulada a
1.5 % de alginato de sodio y extracto de A. m. xolocotziana microfiltrado, en la figura
33A se muestra un fragmento de la pelicula con un aumento de 20x, en esta se
alcanza a observar una superficie lisa, con imperfecciones en su superficie y con
lineas en tonalidad blanca. La figura 33B con un aumento de 540x permite visualizar
gue el fragmento de pelicula es homogéneo, también se puede observar en un tono
blanco la presencia de irregularidades en su superficie, estas irregularidades se les
atribuyen a los metabolitos de A. m. xolocotziana microfiltrado. La figura 33C es un
fragmento de la pelicula desde un punto transversal a 80x, en esta imagen se
pueden apreciar lineas en tonos blancos, ademas se puede apreciar el grosor de la

pelicula que de acuerdo a las mediciones tomadas con ayuda del software del
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microscopio la pelicula tiene un grosor promedio de 27 um, sin embargo, esto solo
nos indica el grosor promedio de un fragmento de la pelicula, mientras que en la

seccién 6.3.2 se muestran los resultados obtenidos mediante un micrometro.

A. Secclién de pelicula B. Superficie

P

Figura 33.-Micrografia de P. A. m. xolocotziana microfiltrado

Resultados parecidos reportaron Sievens-Figueroa et al., (2012), en donde
encapsularon griseofulvin, naproxeno y fenofibrato en peliculas de
hidropropilmetilcelulosa, en las cuales obtuvieron superficies con aglomeracion de

particulas, siendo mayor este efecto en las peliculas de fenofibrato.
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6.3.7 Microscopia de Fuerza Atdmica

La figura 34A muestra la imagen topografica de la superficie de la pelicula de
alginato de sodio en un area de escaneo de 225 um?, en la imagen se observa que
la pelicula P. A. m. mexicana microfiltrado tiene una superficie heterogénea y
rugosa, la figura 34B es una imagen topogréafica 3D de la seccion analizada en la
gue se puede apreciar la rugosidad de la pelicula, la cual se expresa en una escala
de color ubicada en el lado derecho de la imagen 34A, las zonas con una coloracién
obscura corresponden a la presencia de valles y las zonas mas claras corresponden
a las crestas. Mediante el software NanoScope, se obtuvieron los parametros
cuantitativos de rugosidad Ra (rugosidad promedio aritmética) y Rq (rugosidad
media cuadrética), para la pelicula P. A. m. mexicana microfiltrado se obtuvo un

valor de Rg= 27.5 nm y Ra=21.3 nm.

Figura 34.-Imagen topografica de P. A. m. mexicana microfiltrado

La figura 35A muestra la imagen topografica de la superficie de la pelicula de
alginato de sodio en un area de escaneo de 225 pm?, al igual que con P. A. m.

mexicana microfiltrado, en la imagen se observa que la pelicula P. A. m.
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xolocotziana microfiltrado tiene una superficie heterogénea y rugosa de la que
puede observarse en la figura 35B la rugosidad de la pelicula mediante una imagen
topografica 3D de la seccién analizada. en la que se puede apreciar la rugosidad de
la pelicula, la cual se expresa en una escala de color ubicada en el lado derecho de
la imagen 35A, las zonas con una coloracién obscura corresponden a la presencia
de valles y las zonas mas claras corresponden a las crestas. Con ayuda del software
NanoScope, se obtuvieron parametros cuantitativos de rugosidad para la pelicula
de P. A. m. xolocotziana microfiltrado se obtuvo un valor de Rg=45.1 nmy Ra=33.7
nm.

Figura 35.-Imagen topografica de P. A. m. xolocotziana microfiltrado

Los valores de rugosidad obtenidos en las peliculas P. A. m. mexicana microfiltrado
y P. A. m. xolocotziana microfiltrado, fueron menores a los valores obtenidos en la
pelicula de alginato de sodio, entre las dos peliculas la que presenté menor

rugosidad fue la P. A. m. mexicana microfiltrado, sin embargo, recordemos que
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estos valores no se obtuvieron de una pelicula completa, sino que pertenecen a una

seccion de 225 pm? de cada pelicula.

6.3.8 Nanoindentacion

Se determinaron los parametros mecénicos de P. A. m. mexicana microfiltrado y P.
A. m. xolocotziana microfiltrado de la misma manera que con las peliculas de
alginato de sodio, los valores obtenidos se encuentran en la tabla 12. Comparando
los resultados obtenidos de las dos peliculas y de la pelicula de alginato de sodio,
se puede observar que al incluir los extractos de Tmm y A. m. xolocotziana
microfiltrado, las peliculas se vuelven mas duras, pero también se vuelven mas

elasticas.

Tabla 12.-Valores de las propiedades mecénicas de las peliculas

Pelicula Dureza (MPa) Modulo elastico (GPa) Desplazamiento de

indentacion %

P. A. m. mexicana mf. 123.57 £3.42 1.73+£0.05 7.71 £0.33
P. A. m. xolocotziana mf. 133.97 £12.73 1.49 +0.05 7.94 +0.48
Pelicula de alginato 71.886 +13.501 0.538 +0.072 9.2+1.4
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6.3.9 Potenciacion del suefio con pentobarbital de las peliculas con
extractos

Se realiz6 la prueba de potenciacion de suefio a las peliculas P. A. m. mexicana
microfiltrado y P. A. m. xolocotziana microfiltrado con la finalidad de comprobar que
el efecto de los extractos se mantenia después del proceso de atrapamiento en las
peliculas. Como puede verse en la figura 36 el tiempo de latencia y el tiempo de
duracion de suefio de P. A. m. mexicana microfiltrado se mantuvieron menores al
de clonazepam, sin embargo, el tiempo de suefio fue mayor que el obtenido por
pentobarbital. Estos resultados son similares a los obtenidos por los extractos antes

del proceso de atrapamiento.
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Figura 36.- Prueba de potenciacién de suefio de P. A. m. mexicana microfiltrado

Donde CLZ: clonazepam, PTB: pentobarbital, A: Pelicula de A. m. mexicana microfiltrado, FLU: flumazenil. Cada
columna representa la media de 3 mediciones de grupos de n=11y las barras verticales desviacion estandar.
*indican la diferencia significativa en comparacion al control positivo CLZ (p<0.05).
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Los resultados obtenidos con P. A. m. xolocotziana microfiltrado fueron similares a
los obtenidos con los extractos de A. m. xolocotziana microfiltrado, como puede
verse en la figura 37, el tiempo de latencia y de duracién de suefio también son
menores a clonazepam y el tiempo de duracion de suefio al igual que con P. A. m.

mexicana microfiltrado es mayor al obtenido con pentobarbital.

De acuerdo con estos resultados podemos inferir que el alginato de sodio solo esta
actuando como un acarreador de los metabolitos de Agastache mexicana y este no
interfiere con el efecto potenciador de suefio que presentan los extractos de A. m.

mexicana y A. m. xolocotziana.

180 4

(&)
i

1604

o
pee
13
-
&
o

oHn
A .
< [+2] =3 o N
o o o o o
M :

—

Tiempo de latencia (min)
w
Tiempo de suefio (min)

N

b
- .
N
o

o
~
-

cwz PTB B FLU+B CLz PTB 8 FLU+B

Figura 37.- Prueba de potenciacion de suefio de P. Pelicula de A. m. xolocotziana microfiltrado

Donde CLZ: clonazepam, PTB: pentobarbital, B: Pelicula de A. m. xolocotziana microfiltrado, FLU: flumazenil.
Cada columna representa la media de 3 mediciones de grupos de n=11 y las barras verticales desviacion

estandar. *indican la diferencia significativa en comparacion al control positivo CLZ (p<0.05).
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Con la finalidad de evaluar el posible mecanismo de accion antes de administrar las
peliculas se administré flumazenil, antagonista GABAérgico que produce el bloqueo
especifico por inhibiciébn competitiva de los efectos ejercidos en SNC por sustancias
gue actian a través de receptores benzodiazepinicos (Bernik et al., 2017). Los
resultados obtenidos tanto para P. A. m. mexicana microfiltrado y P. A. m.
xolocotziana microfiltrado muestran que el tiempo de latencia aumentdé a mas de 5
min, mientras que el tiempo de suefio disminuy6, alcanzando casi el mismo tiempo
gue los ratones administrados Unicamente con pentobarbital. En el 2015, Gonzalez-
Trujano et al., obtuvieron resultados similares al evaluar tilianina en presencia de
flumazenil y WAY100635 (antagonista de los receptores 5-HT de serotonina),
debido a que el efecto ansiolitico de tilianina fue prevenido con flumazenil y no con
WAY100635 sugieren que el sistema GABAérgico esta involucrado en el

mecanismo de accion.

Debido al efecto presentado por las peliculas y considerando que flumazenil es un
antagonista GABAérgico se puede sugerir que los metabolitos de los extractos
interactian con el sistema GABAérgico promoviendo la depresion del SNC, sin
embargo, es necesario realizar pruebas mas especificas que permitan conocer el
mecanismo de accién involucrado, como en el caso de la prueba de medicion de
flujo de iones CI, la cual de manera in vitro permite identificar si el mecanismo de
accion es por la via GABAergica al existir flujo de iones mediante el canal de cloro

en células neuronales.
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VIl.  CONCLUSIONES

Los extractos etanolicos completos y microfiltrados de A. m. mexicana y A. m.
xolocotziana fueron caracterizados, lo que permiti6 conocer que después del
proceso de microfiltracién se preservan los metabolitos que estan relacionados con
la potenciacidn de suefio y que se preserva una alta actividad antioxidante. Ademas,
se comprobo que los extractos no son toxicos en ratones CD1 (DLso>5000 mg/Kg)

ni citotoxicos en las lineas celulares C6 y SH-SY5Y (ICso> 20 pug/mL).

Los extractos de A. m. mexicana y A. m. xolocotziana a dosis mayores de 10 mg/Kg
contribuyeron en la disminucion del tiempo de latencia y aumentaron el tiempo de

duracion del suefio, la mejor dosis fue 100 mg/Kg para ambos extractos.

La caracterizacion de las peliculas a diferentes concentraciones de alginato de sodio
permitié6 seleccionar la pelicula para el atrapamiento de los extractos de A. m.
mexicana y A. m. xolocotziana con la finalidad de ser utilizados en una via de

administracion oral como peliculas orodispersables (pelicula a 1.5%).

Por otra parte, los metabolitos contenidos en estas peliculas preservan la actividad
farmacoldgica de los extractos. Esta actividad fue inhibida mediante el antagonista
flumazenil, por lo que se infiere que el posible mecanismo de accion involucra la via
GABAérgica. Las peliculas obtenidas en este trabajo estan dirigidas a contribuir en
el area de fitoterapia como un sistema de administracion oral capaz de contener,

preservar y entregar de manera rapida y eficiente los metabolitos extraidos.

Como perspectiva de este trabajo se pretende realizar estudios especificos que
permitan elucidar el mecanismo de accién de los extractos de A. m. mexicana y A.
m. xolocotziana. También se pretende realizar pruebas que permitan complementar

la caracterizacion fisicoquimica de las peliculas.
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Anexo 5
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