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RESUMEN

Las heridas siguen siendo un importante problema de salud publica en todo el
mundo, actualmente se investigan tratamientos fitoterapéuticos para disminuir el
tiempo de cicatrizacion, debido a sus ventajas respecto a otros tratamientos
sintéticos. Actualmente se han desarrollado nuevos sistemas de liberacion de
metabolitos para obtener un tratamiento final que pueda garantizar calidad,
seguridad y eficacia.

En este trabajo se estudio el extracto etandlico de Chenopodium murale con la
finalidad de evaluar su actividad cicatrizante y se disefié un vehiculo etosomal para
su administracion topica. Se obtuvo una caracterizacion fitoquimica que permitié
identificar y cuantificar los metabolitos de interés, actividad antioxidante y la huella
digital en IR, ademas se reportd que el extracto no es citotoxico en fibroblastos
(CHO-k1) con un IC50 de 1.702 + 0.251 mg/mL.

Se disefiaron vehiculos para uso tépico, basandose en la estructura, estabilidad,
morfologia y elasticidad, se seleccioné el vehiculo (AOEM) capaz de transportar el
extracto etandlico de Chenopodium murale, se comprobo el atrapamiento mediante
FT-IR, microscopia de fluorescencia y espectrofotometria, se obtuvo una eficiencia
de atrapamiento de 63.35%, una permeabilidad alta en piel, una alta estabilidad
durante el almacenamiento (-45.6 + 0.057 mV) y una baja deformabilidad de
23.75+.986 %.

Finalmente, se reportd la capacidad cicatrizante que tiene el extracto etandlico
microfiltrado de Chenopodium murale que es semejante a la de (- sitosterol en el
quinto dia (28.39 = 2.89 % de cierre de herida) y el aumento de esta cuando es
transportado en transetosomas (AOEM), los cuales pueden contribuir a una
reduccion del tiempo de cicatrizacién con un porcentaje de cierre de herida de 61.40
+ 3.27 %, debido a las propiedades fisicoquimicas del vehiculo. De manera
complementaria mediante histologia se comprobd que el proceso de cicatrizacion

se llevd de manera adecuada en todos los tratamientos.



ABSTRACT

Wounds continue to be an important public health problem throughout the world,
currently phytotherapeutic treatments are being investigated to reduce healing time,
due to its advantages over other synthetic treatments. Currently, new metabolite
release systems have been developed to obtain a final treatment that can guarantee
quality, safety and efficacy.

In this work the ethanol extract of Chenopodium murale was studied to evaluate its
healing activity and an etosomal vehicle was designed for its topical administration.
A phytochemical characterization was obtained that allowed to identify and quantify
the metabolites of interest, antioxidant activity and fingerprint in IR, in addition it was
reported that the extract is not cytotoxic in fibroblasts (CHO-k1) with an IC50 of 1.702
+0.251 mg / mL.

Vehicles were designed for topical use, based on structure, stability, morphology
and elasticity, the vehicle (AOEM) capable of transporting the ethanol extract of
Chenopodium murale was selected, entrapment was proved by FT-IR, fluorescence
microscopy and spectrophotometry, an entrapment efficiency of 63.35% was
obtained, a high permeability in skin, a high stability during storage (-45.6 £ 0.057
mV) and a low deformability of 23.75 + .986%.

Finally, the healing capacity the extract microfiltrate ethanolic of Chenopodium
murale that is like that of 3-sitosterol on the fifth day was reported (28.39 + 2.89% of
wound closure) and the increase of this when transported in transethosomes
(AOEM), which can contribute to a reduction of the healing time with a percentage of
wound closure of 61.40 £ 3.27%, due to the physicochemical properties of the
vehicle. In a complementary way by histology it was proved that the healing process
was carried out in an adequate way in all the treatments.
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INTRODUCCION

Las heridas son un problema de salud que afecta a una amplia poblacién de todas
las edades (Beaskoetxea et al.,, 2013). La poblacion sufre constantemente
accidentes, y las consecuencias son generalmente graves. Comienzan con el
sufrimiento de la persona y la interrupcion de las actividades cotidianas; después se
agrega la necesidad de atencion médica ambulatoria u hospitalaria (Bustos et al.,
2014).

Por fortuna los humanos contamos con el proceso de cicatrizacién ante las heridas,
el cual implica una secuencia compleja de procesos celulares y moleculares,
incluyendo la inflamacion, la proliferacion celular, la angiogénesis, la deposicion de
colageno, y reepitelizacion. La alteracién en cualquiera de estos pasos puede llevar
a un retraso o imposibilidad en la cicatrizacion de heridas dérmicas (Andrades et al.,
2004). Estas alteraciones pueden ser originadas por causas como la insuficiencia
vascular (arterial, venosa, linfedema), infecciosas (bacteria, hongos, parasitos),
inflamatorias (pioderma gangrenoso, vasculitis) y metabdlicas (diabetes, gota)
(Suntar et al., 2012).

En la actualidad se han generado tratamientos para ayudar al proceso de
cicatrizacion, como; la ozonoterapia, los apdsitos sintéticos, medicamentos
compuestos por cloruro de cinc y la fitoterapia (Andrades et al., 2004). Esta ultima
basada en plantas que poseen actividad cicatrizante. Durante siglos, las plantas se
han utilizado para tratar varias enfermedades en todo el mundo, y juegan un papel
importante en los sistemas de salud en muchos paises en desarrollo. La crisis
economica, el alto costo de los medicamentos industrializados, el dificil acceso de
la poblacion a la asistencia médica y farmacéutica, ademas de los efectos
secundarios causados por las drogas sintéticas son algunos de los factores que han
contribuido a recurrir a la fitoterapia (De Melo Junior et al., 2010).

Actualmente se esta investigando nuevas plantas como Chenopodium murale con
la finalidad aprovechar la actividad cicatrizacion de heridas. Estas plantas deben ser
sometidas a estudios en animales y humanos para determinar su eficacia. (Rawat

et al., 2012). Las principales razones para usar extractos de plantas son: la sinergia
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con diferentes compuestos, la pérdida de actividad después del aislamiento, la
inestabilidad quimica (de aislados), la dificultad en la purificacion y la posibilidad de
actuar en multiples objetivos a la vez (Gertsch, 2011; Kim et al. Al., 2008; Rando et
al., 2009).

Adicionalmente, se han realizado importantes esfuerzos para desarrollar nuevos
sistemas de liberacion de metabolitos (Gainza et al., 2015). Esto debido a que los
metabolitos secundarios pueden ser afectados por efectos adversos, o pueden
genera efectos téxicos. En cuanto a las formas de dosificacion farmacéutica, se
debe realizar algun proceso tecnoldgico para obtener un medicamento final que
pueda garantizar calidad, seguridad y eficacia (Prista et al., 2011). La encapsulacién
en sistemas de administracion coloidales representa un método eficaz para mejorar
la farmacocinética de los metabolitos, ademas de proteger contra la degradacion,
sostener la liberacion del metabolito, aumentar la comodidad del paciente, evitar
inyecciones repetitivas y reducir efectos secundarios. (Vrignaud, et al., 2011).
Dentro de estos sistemas coloidales destacan los liposomas porque se han utilizado
como vehiculos para suministrar una amplia variedad de compuestos farmacéuticos
(hidrofébicos, hidrofilicos y anfipaticos), debido a que pueden ser formulados y
procesados a partir del tamafio, composicién, la carga y lamelaridad. En particular
los etosomas pueden penetrar las capas de la piel permaneciendo intactos hasta
llegar al sistema circulatorio, se ha reportado mejor difusién y penetracion en la piel
en modelos in vitro e in vivo en comparaciéon a otros métodos como las inyecciones
subcuténeas. (Cevc et al., 2008).

Este trabajo se baso6 en disefiar etosomas como transportadores de metabolitos con
actividad cicatrizante, a partir de la planta “Chenopodium murale”, con el fin de tener
una forma de administracion de extractos etandlicos, que asegure el atrapamiento,
la preservacion, la estabilidad y la liberacion de los metabolitos, ademas de

favorecer al proceso de cicatrizacion.




l.- MARCO TEORICO Y ANTECEDENTES

1.1. Estructura y funcién de la piel.

La piel es la cubierta externa del cuerpo humano y uno de los érganos mas
importantes del mismo, tanto por tamafio como por sus funciones. La piel sana
funge como barrera contra agresiones fisicas y quimicas (calor, radiaciones
ultravioletas, microorganismos patdégenos etc.). Ademas, la piel es esencial para el
mantenimiento del equilibrio de fluidos corporales, el mantenimiento del equilibrio
térmico y la transmision de una gran cantidad de informacién externa que accede al
organismo por el tacto, la presion, temperatura y receptores del dolor (Sanchez,
2017).

La piel se compone de una epidermis externa, una dermis interior, y el tejido
subdérmico subyacente. Una membrana basal separa la epidermis de la dermis,
mientras que esta Ultima se mantiene continua con los tejidos subcutaneos y
adiposos (figura 1). La dermis proporciona soporte fisiolégico de la epidermis
mediante suministro de los vasos sanguineos linfaticos y también con las terminales
nerviosas (Romero et al., 2002). La epidermis se compone de varios tejidos
epidérmicos fisiologicamente activos y del estrato corneo fisiologicamente inactivo.
La epidermis fisioldgicamente activa contiene queratinocitos como el tipo célula
predominante. La piel también tiene otros tipos de células que representan los no
queratinocitos. Estos incluyen los melanocitos (formacion de pigmento), las células
de Merkel y células de Langerhans (Banga et al., 2002; Le, 2008).
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PIEL NORMAL

tpidermis{

Dermis

Foliculo

Nervio

Tejido Graso Glandula Sebicea
Figura. - 1 Estructura de la piel

Fuente: telemedicinayirledyssanguino.weebly.com

1.2. Herida.

En el aflo de 1994 se definié el termino herida como toda disrupcion de estructuras
anatémicas y funcionales normales. Sin embargo, existen innumerables
clasificaciones de heridas. Lo mas importante es determinar si la herida es aguda o
cronica basado en los conceptos de orden y temporalidad. Una herida aguda es
aquella que sigue un proceso de reparacion ordenado, dentro de un tiempo
adecuado, que restaura la integridad anatémica y funcional. Por otra parte, una
herida crénica es aquella que no sigue un proceso de reparacién ordenado o que
sigue un proceso de reparacion que no restaura la integridad anatémica y funcional.
El concepto de orden se refiere a la secuencia de eventos biologicos que ocurren
en la reparacion de una herida. Esta secuencia de eventos tiene un orden
establecido por el proceso de cicatrizacion y sus distintas fases. El concepto de
temporalidad se refiere al tiempo que demora este proceso y es un elemento relativo
gue va a depender de factores locales y generales de la herida. Se ha establecido
arbitrariamente 30 dias para diferenciar una herida aguda de una cronica (Lazarus
et al.,1994; Jiménez, 2008; Krasner et al.,2012).
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1.3. Cicatrizacién de heridas.

La cicatrizacién es un proceso biolégico mediante el cual los tejidos vivos se
reparan, mediante una serie compleja de eventos quimicamente interrelacionados
y que estan mediados por una amplia gama de procesos celulares (Rawat et al.,

2012). El proceso de cicatrizacion (figura 2) se describe generalmente en tres fases:

1.3.1. Fase | - Respuesta Inflamatoria (Dia 1 a dia 5).

Fluyen hacia la herida liquidos que contienen proteinas plasmaticas, células
sanguineas, fibrina y anticuerpos. Se forma una costra en la superficie para sellar
la salida de liquidos y evitar invasién bacteriana. La inflamacion resultante de
migracion de leucocitos al area ocurre en unas cuantas horas, causa edema
localizado, dolor, fiebre y enrojecimiento alrededor del sitio de la herida. Los
leucocitos se degradan para eliminar los restos celulares y fagocitar los
microorganismos y el material extrafio. Los monocitos que llegan posteriormente de
la médula 6sea mas distante se convierten en macrofagos, fagocitan los residuos
restantes y producen enzimas proteoliticas. Finalmente, las células basales de los
bordes de la piel migran sobre la incision para cerrar la superficie de la herida.
Simultaneamente, los fibroblastos localizados en el tejido conjuntivo mas profundo
inician la reconstruccion del tejido no epitelial (Arias, 2002; Le, 2008; Dunn &
Phillips, 2009).

1.3.2. Fase Il - Migracion/Proliferacion (Dia 5 a dia 14).

A partir de la primera semana, los fibroblastos (células germinales de tejido fibroso)
migran hacia la herida. Con las enzimas de la sangre y de las células del tejido
circundante, los fibroblastos forman coldgena junto a una sustancia fundamental
(fibrina, fibronectina). Estas sustancias adhieren los fibroblastos al sustrato. Los
fibroblastos contienen miofibroblastos con caracteristicas de muasculo liso que
contribuyen a la contraccion de la herida. El depdsito de colagena empieza
aproximadamente el quinto dia y aumenta rapidamente la fuerza de tension de la

herida. Ademas de la sintesis de coldgena, se reemplazan otros componentes
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dafiados del tejido conjuntivo. Conductos linfaticos se generan, los vasos
sanguineos se propagan, se forma tejido de granulacién y se desarrollan numerosos

capilares para nutrir los fibroblastos (Salem et al., 2000; Arias, 2002).

1.3.3. Fase lll - Maduracién/Remodelacion (Dia 14 hasta la cicatrizacion completa)
No hay distincién precisa entre la fase Il y la fase lll. La cicatrizacion empieza
rapidamente durante la fase Il y luego disminuye progresivamente. La fuerza de
tension continla aumentando hasta un afio después. La piel sélo recupera de 70%
a 90% de su fuerza de tension original, mientras que el intestino puede recuperar
100% de su fuerza original en so6lo una semana. El contenido de colagena
permanece constante, pero la fuerza de tension aumenta debido a la formacién y
entrecruzamiento de las fibras colagenas. El depoésito de tejido conjuntivo fibroso
tiene como resultado la formacion de cicatriz. En la cicatrizacion normal ocurre
contraccién de la herida en un periodo de semanas y meses. Al aumentar la
densidad colagena disminuye la formacion de vasos sanguineos nuevos y el tejido

cicatricial se vuelve palido (Dunn & Phillips, 2009; Qing, 2017).

CO-"‘EJU“Z’\~ . oFiDriNA I /Co-‘(m ” “l
Pquuelas/, - Neu(r;‘.’»hloe Epitelizacion : \ : :
YAXD: ! Radicales libres FIbring w @  @=Macréfagos (F:emoﬂelamc-n « tpntl’u;lcxon
3 P e colageno completa
Granulosa D) e Linfocitos v 9 ; 7 di 4 an
Fibrindgeno | f'G Coiigano/ g ;g{ﬂ (1 dias'a $-ano) == Fibroblastos
0 R o ' 3Fa é
o 'y Linfokinas A - X
ﬁbr{:g;pmu /) Fibroblastos ¥4 f’PNbFF - i), Colageno
PDGF e Eritocitos 1 ¢ FGF Macrofagos =¥
FP, ¥, Vasa sanguineo FGF » | PAF Vaso
- \ expuesto IGF L ™ Botones /s.mgumeo
Colageno endoteliales .

Figura.- 2 Fases de la cicatrizacion. Fase | respuesta Inflamatoria, fase Il, migracién/proliferacion, fase
[l maduracion/ remodelacion.

Fuente: Porras-Reyes (1992).
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1.4. Tratamiento de heridas.

El tratamiento de las heridas es empleado para acelerar y/o llevar a cabo de manera

correcta el proceso de cicatrizacion, ya que mientras mas rapido lo hace, disminuye

las complicaciones y molestias para el paciente.

Son numerosos los tratamientos existentes para ayudar al proceso de cicatrizacion,

como: sustancias naturales, vendas inteligentes, apdsitos interactivos, presion

negativa, larvas de moscas, factores de crecimiento, terapia génica entre otros

(Rodriguez & Gonzélez, 2011). Algunos de los tratamientos usados de manera

frecuente en heridas se muestran en la tabla 1.

Tabla.- 1 Tratamientos usados con mayor frecuencia en heridas.

Tratamiento.

Colageno.

Terapia de presion negativa.

Ozonoterapia.

Apositos interactivos.

Cremas ricas en vitaminas y clorofila.

Dermagran Il.

Homeopatia.

Fitoterapia.

Descripcion general.
Acelera la reparacion tisular disminuye la
respuesta inflamatoria local.
Utiliza la aplicacién de vacio sobre la lesion
para favorecer su curacion.
Efecto bactericida y aumenta la capacidad
de la hemoglobina para transportar
oxigeno.
Tejidos con componentes epidermales o
dermales inmunolégicamente inertes
Tiene accién antiséptica, epitelizante y
estimulacion tisular.
Medicamento compuesto por cloruro de
cinc e hidroxido de magnesio, que se usa
en forma de nebulizaciones.
Farmacos como Antracinum, Ledum
Palustre y Staphysagria
Multiples plantas y sus derivados para la

cicatrizacion.
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1.4.1 Opciones de tratamiento segun las condiciones de las heridas.

Debido a la gran cantidad de tratamientos existentes, Gonzélez et al., (2004)
proponen la siguiente clasificacion de tratamientos en base al tipo de herida:
e Heridas que comprometen tejidos.
o Injertos.
o Colgajos (porcion de piel).
e Heridas crénicas que persisten por meses o afos.
o Apoésitos o gasas.
o Parches.
o Colagena y polivinilpirrolidona.
o Aplicacién de piel cultivada, sintética, animal o humana.
o Luz polarizada.
e Heridas agudas: Cicatrizan generalmente en 1 — 2 semanas.
o Sutura.
o Adhesivos topicos.
o Vendoletes.

o Peliculas de poliuretano.

1.4.2. Tratamiento a base de plantas (fitoterapia).

La eficacia de varias plantas en la curacion de heridas se ha registrado ampliamente
en algunas de las modalidades de curacibn mas antiguas como la medicina
tradicional china y africana (Biswas & Mukherjee, 2003). Muchas plantas son
potentes cicatrizantes porque promueven el mecanismo de reparaciéon de forma
natural.

La demanda de medicamentos a base de hierbas estd aumentando dia a dia en los
paises desarrollados y en desarrollo, porque son mas seguros y tolerables en
comparacion con las drogas convencionales (De Melo et al., 2010).

Actualmente se investigando nuevas plantas con actividad cicatrizante, sin
embargo, estas plantas deben ser sometidas a estudios en animales y humanos

para determinar su eficacia (Rawat et al., 2012).
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Estudios actuales indican que los antioxidantes derivado de plantas, han
demostrado promover la cicatrizacion de heridas. Varios compuestos naturales
como los flavonoides, triterpenos, alcaloides y biomoléculas polifendlicas podrian
influir positivamente en una o mas fases del proceso de curacion. Es conocido que
las plantas son ricas en compuestos antioxidantes y antiinflamatorios. Por lo tanto,
representan una fuente inestimable de moléculas capaces de tratar enfermedades
gue implican la produccién excesiva de especies reactivas de oxigeno y procesos
inflamatorios, tales como ocurre con lesiones de la mucosa, epitelio y de la piel. De
hecho, la propiedad curativa de las plantas, en la mayoria de los casos estan
asociados con sus actividades antioxidantes (Suntar et al., 2012).

Varios extractos de plantas o sus fracciones enriquecidas en antioxidantes han sido
ampliamente investigado para usos terapéuticos, por ejemplo: la quercetina, un
generalizado fitoflavonoide en frutas y verduras, es uno de los antioxidantes mas
potentes y de uso comun, otro es el tocoferol, que es un potente antioxidante natural
presente en varios alimentos (Ahmad et al., 2013).Por otra parte las fracciones
insaponificables de aceites vegetales naturales son particularmente ricos en estos
y otros componentes activos, los cuales se han probado para el tratamiento de
varias enfermedades que implican acumulacion de especies oxidativas. Un claro
ejemplo es el aceite de oliva extra virgen, conocido por sus efectos
antiateroscleréticos, antioxidantes y antiinflamatorios, los cuales se han demostrado
gue son originados por la presencia de compuestos fendlicos, tocoferol y otros,
mayormente contenidos en su fraccion insaponificable (Manca et al., 2015).

1.5. Plantas con potencial proangiogénico.

Aungue la cicatrizacién de heridas se ha convertido en un gran campo sofisticado
de la medicina moderna, las plantas han sido a lo largo de la historia, mediadores
naturales que han ayudado a este proceso (Biswas & Mukherjee, 2003).

Aproximadamente 450 especies de plantas se han identificado, con prometedoras
propiedades curativas ante heridas. Las plantas promueven la cicatrizacion por
multiples mecanismos, generalmente promoviendo la angiogénesis (formacién de

vasos sanguineos nuevos a partir de los vasos preexistentes). Numerosos estudios

16




indican que plantas como Aloe vera, ginseng y Astragalus membranaceus, entre
otros, tienen un notable potencial proangiogénico (Ghosh & Gaba,2013).

Durante el proceso de cicatrizacion de la herida, la mayoria de estas plantas
promueve la angiogénesis, principalmente a través de la regulacion positiva de la
expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y / o la activacion de
la via proteina quinasas activada por mitégenos (Morgan & Nigam, 2013). Los
componentes quimicos responsables de la actividad proangiogénica son a menudo
polifenoles, esteroles y saponinas (Strodtbeck, 2001). Hasta el momento, casi 41
plantas y sus compuestos aislados tienen propiedades estimulantes de la
angiogénesis durante el proceso de cicatrizacion de heridas, algunos ejemplos se
observan en el Cuadro 1. En estudios de evaluacion proangiogénica in vitro e in
vivo, se ha encontrado que, extractos botanicos generalmente influyen en la
formacion de vasos sanguineos, con especial atencién en la expresiéon de VEGF
(Kasote et al., 2015).

Cuadro 1 Plantas con potencial proangiogénico.

Especie Extracto activo / Mecanismo de Referencia
fraccion / activo accion
compuestos
Achyranthes  Extracto metandlico de Regulacion de Barua et al.,
aspera hojas MMP-2 y Expresion  (2012).
MMP-9
Aloe b-Sitosterol Aumenta la Moon et al., (1999).
barbadensis produccién de
factores

angiogénicos y /o la
expresion de sus

respectivos

receptores
Calendula Extracto etanolico Induccioén de Parente et al.,
officinalis neovascularizacion ~ (2011).
Hippophae Extracto acuoso de hojas Regulac la Upadhyay et al.,
rhamnoides expresion ion del (2011).

VEGF
Terminalia Extracto de taninos de Expresion modulada Li, et al., (2011).
chebula frutas del gen VEGF
Uncaria extracto de etandlico de Aumento de la Choietal., (2005).
rhynchophylla raiz expresion génica de

VEGF y bFGF

y  secrecion  de

proteinas
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1.6 Chenopodium murale.

Conocida comunmente como “hediondilla, quelite de puerco, pie de ganso, quinua
negra, yuyo negro, quelite de perro, hierba del perro” Es una hierba anual, de raiz
fibrosa, de consistencia lefiosa, presenta un tallo herbaceo cilindrico de posicién
erguida. Mide de 20 a 50 cm de alto, por lo general el tallo ramificado de forma
simpodica vy filotaxia alterna con los peciolos sobre las hojas. El tipo de hojas va
desde pecioladas hasta ovaladas y rombicovaladas de 2 a 3.5 cm de largo todas de
borde entero con &pices apiculados y base cuneada presentando una nervacion
pinnatipartida. Inflorescencia simpétala de simetria radial, estambres libres en
grupos de 5. Posicidén del ovario: supero con el perianto cubriéndolo de manera
incompleta con borde atenuado. Posicion de las flores tipo racimo. En medicina

tradicional se utiliza como antiinflamatorio y cicatrizante (Rzedowski et al., 2005).

Es nativa del Viejo Mundo, ampliamente naturalizada en América. Distribucién en
México: Se ha registrado en Aguascalientes, Baja California Norte, Baja California
Sur, Chiapas, Chihuahua, Coahuila, Distrito Federal, Durango, Guanajuato,
Guerrero, Hidalgo, Jalisco, Estado de México, Michoacan, Nuevo Ledn, Oaxaca,
Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala,

Veracruz (Villasefior y Espinosa, 1998).

Chenopodium murale L.

San Vicente (Alicante)

© Santiago Gonzalez Torregrosa
www.apatita.com

Figura. - 3 Chenopodium murale

Fuente: www.apatita.com
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Los usos generalizados del género Chenopodium en la medicina tradicional han
dado como resultado un considerable analisis quimico de las plantas y sus principios
activos. Las investigaciones fitoquimicas del género Chenopodium han
proporcionado compuestos con una gran variedad de patrones estructurales. Desde
el punto de vista fitoquimico, se informé que los quenopodios contienen: minerales,
metabolitos primarios-carbohidratos, aminoacidos, constituyentes no polares,
proteinas, citoquininas aromaticas, hormonas y metabolitos secundarios:
flavonoides, saponinas, terpenos, esteroles, alcaloides y vitaminas (Kokanova-
Nedialkova, 2009).

Chenopodium murale se usa como remedio natural ante erupciones cutaneas,
salpullido, mezquinos, urticaria, y para lavar heridas. Se ha reportado que extractos
etandlicos de Chenopodium murale tienen efectos analgésicos en ratas. (Castillo et
al. 2014). De acuerdo con el estudio de Ibrahi et al., (2007), los extractos etandlicos
de Chenopodium album y Chenopodium murale mostraron actividad antiinflamatoria
en el edema de pata de rata y en los modelos de pellets de algodon. Se usé
diclofenaco sédico (1 mg / kg de peso corporal) como farmaco de referencia.

Otras plantas del género Chenopodium se han utilizado para tratar heridas debido
a sus propiedades antimicrobianas como Chenopodium ambrosioides Linn. En el
trabajo de Tettegah et al., (2009) indican que extractos de hojas de C. ambrosioides
curaron una herida infectada en ratas winstar en un tiempo medio de 07.04 + 0.245
dias en comparacion al grupo de control que se cur6é en 12,6 + 0,254 dias (sin
tratamiento). Otro estudio de TrivellatoGrassi et al., (2013) indican la inhibicion de
los mediadores (BK, NO, SP, PGE2 y TNF-a ') y la actividad enzimatica (MPO y
ADA), lo que valida el uso de la planta en estudio para el tratamiento terapéutico de

procesos antiinflamatorios y de curacién de heridas.
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1.7. Mejora de tratamientos de heridas mediante sistemas de liberacion.

La cicatrizacidén de heridas es una preocupacion mundial con varios desafios, tan
solo en E.U.A., el cuidado de heridas cuesta al sistema de salud 50 mil millones de
dolares al afio, ademas de que, las terapias actuales estan lejos de garantizar la
curacion adecuada y la recurrencia es frecuente, lo que aumenta de manera
alarmante el gasto total en salud en todo el mundo (Gainza et al., 2015).

De acuerdo con Boateng et al., (2008) el uso de agentes bioactivos topicos en forma
de soluciones, cremas y ungtientos para el suministro de farmacos a la herida no
es muy efectivo, ya que se absorbe rapidamente el liquido y en el proceso pierden
sus caracteristicas reoldgicas.

La comunidad cientifica se ha centrado no solo en la busqueda de nuevos
tratamientos para la curacion de heridas, sino también en la mejora de la eficacia
de las terapias actuales. Boateng & Catanzano, (2015), indican que actualmente se
estan realizado importantes esfuerzos para desarrollar nuevos sistemas de
liberacion o transporte para liberar compuestos activos de una manera controlada,
como ejemplo se encuentran los liposomas y las nanoparticulas de poli (lactico-co-
glicdlico utilizados para el transporte de factor de crecimiento epidérmico (Chu et
al., 2010; Brown et al 1988; Pierre et al 1997).

1.8. Transporte de agentes activos de extractos de plantas.

La humanidad siempre tuvo una relacion cercana con las plantas, usandolas
durante miles de aflos como fuente de posibles medicamentos para aliviar el dolor
fisico y espiritual. A lo largo de los siglos, las terapias han evolucionado y el uso de
mezclas de complejos como extractos de plantas ha sido sistematicamente
reemplazado por terapias que usan un Unico compuesto aislado (Zorzi et al., 2015).
Sin embargo, las plantas siguen siendo una fuente importante de compuestos
bioactivos en la medicina moderna (Rates, 2001). Idealmente, se debe usar un
compuesto Unico, puro y aislado en el desarrollo de una formulacion, sin embargo,
este no es siempre el enfoque mas viable o exitoso (Zorzi et al., 2015). Entre las
razones para usar mezclas complejas, se podria enfatizar la sinergia con diferentes

compuestos, la pérdida de actividad después del aislamiento, la inestabilidad
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guimica, la dificultad en la purificacién y la posibilidad de actuar en multiples
objetivos a la vez (Gertsch, 2011; Kim et al. Al., 2008; Rando et al., 2009). Sin
embargo, rara vez se puede usar un extracto de planta como producto final. En
cuanto a las formas de dosificacion farmacéutica, se debe realizar algun proceso
tecnoldgico para obtener un medicamento final que pueda garantizar calidad,
seguridad y eficacia (Prista et al., 2011). En los ultimos afios, el niumero de
publicaciones relacionadas con el uso de extractos asociados a sistemas basados
en nanotecnologia ha ido en aumento y en la actualidad se cuenta con literatura
documentada sobre los beneficios de asociar compuestos aislados a sistemas de
administracion de farmacos (Zorzi et al., 2015). Es de gran interés el uso de
sistemas basados en nanotecnologia para mejorar las propiedades
biofarmacéuticas y tecnoldgicas de los extractos de plantas (Saraf, 2010; Bonifacio
et al., 2014, Zorzi et al., 2015).

1.9. Sistemas de transporte o liberacion de agentes activos.

El sistema de liberacion, también llamado transporte o vehiculo, puede dar origen
al proceso de encapsulacién, que consiste en atrapar un componente especifico
dentro de algun tipo de matriz. La matriz puede estar formada por uno o varios
componentes (como las proteinas, polisacaridos, surfactantes, lipidos, aguay / o
minerales), y puede tener una sencilla o compleja estructura dependiendo de los
materiales y procedimientos utilizados para fabricarlo. Varias técnicas de
encapsulaciéon se han desarrollado: secado por aspersion, extrusion, recubrimiento
en lecho fluidizado, coacervacion, el atrapamiento en liposomas, complejos de
inclusion, separacion por suspension centrifuga, co-cristalizacidon y emulsiones
(Garti & McClements, 2012).

1.9.1 Nanoencapsulacién

Nanoencapsulacion se define como una tecnologia para encapsular sustancias en
miniatura (inferior a 1000 nm.) y se refiere al empaquetamiento bioactivo a
nanoescala (Lopez et al., 2006). La encapsulacion se ha empleado para proteger

compuestos bioactivos (polifenoles, micronutrientes, enzimas, antioxidantes vy
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nutracéuticos) y en la aplicacion final, en dltima instancia, para protegerlos de
factores ambientales adversos y también para la liberacién controlada en el sitio
objetivo (Gouin 2004; Ezhilarasi et al, 2013).

La nanoencapsulacion ofrece numerosos beneficios, incluyendo la facilidad de
manejo, estabilidad mejorada, proteccién contra la oxidacién, la retencion de los
ingredientes volatiles, liberacion controlada desencadenada por la humedad,
liberacién controlada activado por el pH, la entrega consecutiva de multiples
ingredientes activos (Shefer 2008; Ezhilarasi et al 2013).

1.9.2. Encapsulacién con sistemas coloidales.

La mayoria de los ingredientes activos son pequefias moléculas menores a 500 Da.
Sin embargo, estas moléculas se ven afectadas por su eliminacién rapida y
biodistribucion no oOptima, resultando efectos secundarios toxicos (Patel, et al.,
2011). Ademas, la eficacia in vivo de los farmacos de alta polaridad puede ser
limitada debido a la baja absorcion intracelular. La encapsulacion en sistemas de
administracion coloidales es un método eficaz para mejorar la farmacocinética.
Estos portadores abarcan una amplia gama de sistemas de liberacion que van
desde emulsiones coloidales a particulas submicrométricas, tales como
nanoparticulas poliméricas, micelas de lipidos y liposomas, con el objetivo de
proteger el medicamento contra la degradacion, sostener la liberacion del farmaco,
aumentar la comodidad del paciente, evitar inyecciones repetitivas y reducir efectos
secundarios (Vrignaud et al., 2011).

Entre los nanovehiculos, los liposomas, que son vesiculas compuestas de bicapas
de fosfolipidos que rodean un compartimiento acuoso, permiten que la

encapsulacion de sustancias lipofilicas e hidrofilicas (Torchilin et al., 2005).

1.10. Generalidades de los liposomas

Cuando los fosfolipidos se dispersan en agua, forman espontaneamente una
estructura cerrada con interior acuoso delimitado por membranas de fosfolipidos en
bicapa, este sistema vesicular se llama liposoma (figura 4). Los liposomas son
vesiculas de la pequefa forma esférica que pueden ser producidos a partir de
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colesteroles, tensioactivos no toxicos, esfingolipidos, glicolipidos, acidos grasos de
cadena larga e incluso de membranas de proteinas. Los liposomas son el soporte
del farmaco cargado con gran variedad de moléculas tales como moléculas
pequefias de farmacos, proteinas, nucleétidos y hasta plasmidos. Los liposomas
fueron descubiertos hace unos 40 afos por A. D. Bangham, que se ha convertido
en la herramienta versatil en la biologia, la bioquimica y la medicina actual (Jones
et al., 1995). En 1960, los liposomas se utilizaron como un vehiculo para suministrar
una amplia variedad de compuestos en su compartimiento acuoso. Los liposomas
pueden ser disefiados y procesados a partir del tamafio, composicion, la carga y
lamelaridad. Hasta la fecha se han comercializado las formulaciones liposomales
de los farmacos antitumorales y agentes antifingicos. Hay varios mecanismos por
los que los liposomas acttan dentro y fuera del cuerpo que son los siguientes:

1- liposomas se une a la membrana celular y parecen fundirse en ellas, la
liberacion de su contenido en la célula.

2- Algunas veces que son absorbidos por la célula y sus fosfolipidos se
incorporan en la membrana celular por el que el farmaco se atrapa en el
interior.

3- En el caso de las células fagociticas, los liposomas son tomados, las paredes
de fosfolipidos son accionados por organulos llamados lisosomas y los

ingredientes farmacéuticos activos se liberan (Samad et al., 2007).
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o Cabeza polar
(Hidrofilica)

Cola no polar

(Hidrofobica)

Capa fosfolipidica

Figura.- 4 Estructura del liposoma

Fuente: Imagen modificada de http://desdeelconurbano.blogspot.mx.

1.11. Disefio de etosomas.

Los liposomas deformables o elasticos, que actualmente se conocen como
transferomas, fueron introducidos por Cevc Blume en 1992 y seguidos por el
innovador trabajo de Touitou en 1996 que condujo al descubrimiento de un nuevo
sistema lipido-vascular llamado etosomas. Los sistemas etosomicos difieren de los
liposomas porque contienen concentraciones relativamente altas de etanol, ademas
de los fosfolipidos y el agua. Se han introducido nuevas generaciones de sistemas
etosomicos desde entonces mediante la adicion de otros compuestos a la formula
etosomal basica en un intento por mejorar las caracteristicas vesiculares y la

penetraciéon de la piel (Abdulbagi et al.,2016).
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1.11.1. Tipos de etosomas

Etosomas clasicos:

Son una modificacion de los liposomas clasicos y estan compuestos de fosfolipidos,
una alta concentracién de etanol y agua de hasta 45% p/p. Se reporta que son
superiores a los liposomas clasicos para la administracion de farmacos
transdermales porgue son de menor tamafo, tienen un potencial negativo y una
mayor eficiencia de atrapamiento. Ademas, los etosomas clasicos muestran
mejores perfiles de permeabilidad y estabilidad de la piel en comparacién con los
liposomas clasicos. Los pesos moleculares de los farmacos atrapados en los
etosomas clasicos varian de 130,077 Da a 24 kDa (Touitou, et al.,2000; Sarwa et
al.,2014; Mishra et al.,2010).

Transetosomas

I Molecula de fosfolipido

® Etanol

® Propilenglicol u ofro alcohol
Activador superficial

Figura.- 5 Comparacion de los tipos de etosomas

Fuente: figura modificada de Abdulbagi et al.,2016

Los etosomas binarios:
Los etosomas binarios fueron introducidos por Zhou et al., (2010). Basicamente, se

desarrollaron al agregar otro tipo de alcohol a los etosomas clasicos.
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Los transetosomas:

Son la nueva generacion de sistemas etosomales y fueron descritos por primera vez
por Song et al., (2012). Este sistema etosomal contiene los componentes basicos
de los etosomas clasicos y un compuesto adicional, como el potenciador de la
penetracién o un activador de borde (surfactante) en su férmula. Estas nuevas
vesiculas se desarrollaron en un intento de combinar las ventajas de los etosomas
clasicos y los liposomas deformables (transfersomas) en una férmula para producir
los transposomas. Muchos investigadores han reportado propiedades superiores de
transetosomas sobre los etosomas clasicos. Se han investigado diferentes tipos de
activadores de superficie y potenciadores de la penetracion para producir sistemas
etosdmicos con mejores caracteristicas. Los pesos moleculares de agentes activos
oscilan entre 130,077 Da y 200-325 kDa (Song et al., 2012; Bragagni et al., 2012;
Ascenso et al., 2015). La figura 5 muestra la comparacion de los etosomas, mientras

gue en el Cuadro 2 se encuentran algunos trabajos de encapsulacion mediante

etosomas.

Cuadro 2 Encapsulacion de principios activos con etosomas
Farmaco/agente Objetivo Principal resultado  Referencia
Eritromicina Eficiencia Sistema etosomal Godin et al., (2005)

antibacterial inhibi6 la infeccion y
detuvo su desarrollo
Felodipino Liberacion de Concentracion de Mishra et al., (2012)
farmacos a través de  suministro
la piel transdérmico
mejorado. Mejora de
la biodisponibilidad
del farmaco
Extractos de hoja 'y Efectos Se obtuvieron Moulaoui et al.,
corteza de fraxinus antioxidantes, mejores efectos (2015)
angustifolia antiinflamatorios y antioxidantes y
cicatrizantes antiinflamatorios a
partir de vesiculas
gue contienen
etilenglicol en lugar
de transcutol.
Griseofulvina Evaluacion de la Curacién completa Aggarwa et al.,

actividad antifungica  de la infeccién (2005)
fungica en 8 dias
para etosomas y 14
dias para liposomas
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ll.- JUSTIFICACION

Alrededor del mundo, millones de personas sufren de lesiones, ocasionadas por
guemaduras, armas, accidentes, caidas, golpes, entre otras causas. Las heridas
son un problema importante para los sistemas de salud de todo el mundo. En los
paises industrializados, casi 1,5% de la poblacion tendra en algdn momento de su
vida alguna herida cronica. Ante estas lesiones los seres humanos contamos con
procesos fisiologicos como la cicatrizacion, donde el resultado eventual es la
preservacion de la funcionalidad. Sin embargo, diferentes factores como la diabetes,
desnutricién e inmunosupresién inhiben el proceso. A consecuencia de esto se han
desarrollado investigaciones con el fin de obtener tratamientos que ayuden al
proceso de cicatrizacion, como; la ozonoterapia, los apoésitos sintéticos,
medicamentos compuestos por cloruro de cinc y la fitoterapia. Esta Ultima es de
gran interés debido a la gran cantidad de metabolitos secundarios con actividad
farmacologica presentes en plantas.

En México se usa la herbolaria desde la antigiiedad como tratamiento de afecciones
en la piel, esto ha originado que en la actualidad exista una gran cantidad de
productos naturales como los extractos. Los cuales requieren un método de
dosificacion farmacéutica, que pueda garantizar calidad, seguridad y eficacia. Los
métodos de encapsulacion basados en nanotecnologia pueden mejorar las
propiedades biofarmacéuticas y tecnoldgicas de los extractos de plantas.

En esta investigacibn se plantea el uso de la encapsulacion, a escala
submicrométrica de metabolitos secundarios con actividad cicatrizante, derivados
de una planta que se utiliza desde la antigiedad como remedio natural
“Chenopodium murale”. El uso de etosomas de lecitina de soya y colesterol como
transportadores, puede favorecer a una mayor difusion de metabolitos hidrofilicos,
hidrofébicos y anfifilicos en la piel, aunado a obtener una mayor preservacion,
liberacion controlada y biodisponibilidad de estos. El desarrollo de nuevos métodos
de encapsulacion de metabolitos de plantas puede favorecer a la generacion de
nuevos productos 0 tratamientos para heridas u otros padecimientos

relacionados.
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lll.- OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Encapsular metabolitos de Chenopodium murale con etosomas para evaluar su

efecto cicatrizante.

3.2 Objetivos especificos

e Extraer metabolitos de Chenopodium murale y clarificar un extracto etandlico.

e Caracterizar mediante ensayos fitoquimicos (cualitativos y cuantitativos) el
extracto de Chenopodium murale.

e Determinar la capacidad antioxidante de Chenopodium murale.

e Evaluar la citotoxicidad del extracto etandlico de Chenopodium murale.

e Diseflar etosomas mediante inyeccion fria y caracterizar vehiculos
etosomales (tamafio, estabilidad, morfologia, estructura, deformabilidad y
movilidad electroforética)

e Encapsular y caracterizar etosomas como transportadores de los metabolitos
(atrapamiento, almacenamiento, tamafio, estabilidad, morfologia, estructura,
deformabilidad y movilidad electroforética).

e Estudiar el efecto cicatrizante (extracto y encapsulado).
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IV.- MATERIALES Y METODOS

4.0.1. MATERIAL A ENCAPSULAR Y CARACTERIZACION.

Esta seccidn describe los métodos y materiales empleados para obtener y analizar
los extractos etandlicos de interés. Los puntos 4.1 estan relacionados a los métodos

de proceso y los 4.2 a los métodos de caracterizacion.

4.1. Material bioldgico.

Chenopodium murale (Hediondilla, pie de Ganso) de la familia de Chenopodiaceae.

Se obtuvo del Mercado de Sonora; mercado de plantas, de la Ciudad de México.

4.1.1. Pulverizacion de la planta Chenopodium murale.

De acuerdo con el método modificado de Saini et al., (2016), la planta Chenopodium
murale (tallos, hojas, flor y raiz) se limpio y se sometié a secado en una estufa a
una temperatura maxima de 40 °C durante 48 horas. La planta se moli6 hasta

obtener polvos finos. Estos polvos se emplearon para obtener el extracto total.

4.1.2. Extraccion de metabolitos.

De acuerdo con el método modificado de Bakirtzi et al., (2016), 20 g de los polvos
finos de la planta se colocaron en contacto con 350 mL de etanol al 96% y se
mantuvieron en una incubadora con agitacién orbital a 80 rpm y 25°C durante 24
horas. El extracto obtenido se centrifugd a 3500 rpm durante 15minutos. Para el

calcular los rendimientos se empleo la siguiente ecuacion:

Vsw — Xe x Me
Mv
Donde :
Ysw = rendimiento en base humeda (g de solidos/g de muestravegetal)
Xe = fraccion de solidos solublen en el extracto
Me = Cantidad de extracto (g)

Mv = Cantidad de muestra vegetal (g)
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4.1.3. Clarificacion del extracto.

Se utilizé un proceso de microfiltracion para la clarificaciéon de 200 mL del extracto
total descrito en el método de Hoddur et al., (2009). Se empled un sistema compuesto
por un motor pump drive (modelo 7591-50), un cabezal (modelo Easy Lead 77-601-
10) y un controlador o unidad drive (modelo 7591-50). El médulo de filtracion es de
la empresa Mintrech (modelo Fiber flow) de 0.05 micrometros con un arreglo de fibra
hueca y tuberia (Tygon) que se emplea para conectar entre si los accesorios. Este
proceso puede separar compuesto de alto peso molecular, que pueden interferir en

el disefio de los encapsulados.

4.2. Métodos de caracterizaciéon del extracto de Chenopodium murale.

Estos métodos permitieron obtener informacion cualitativa y cuantitativa, tanto del
extracto etandlico y del extracto clarificado, para su posterior atrapamiento o

encapsulacion.

4.2.1 Determinacion de sélidos totales.

Se determind el porcentaje de sélidos totales de la planta, del extracto total y del
extracto clarificado de acuerdo Conesa et al., (2001). Se toman 5 g de muestra para
realizar la determinacion en una termo balanza Sartourios Mark 3, en condiciones
de 100 °C y una pendiente de 0.001 %IW.

4.2.2. Ensayos cualitativos de metabolitos secundarios (Perfil fitoquimico)

Los ensayos del preliminar fitoquimico estan basados en el manual de practicas de
productos naturales de Valencia y Garin, (2010). Los cuales se realizaron en el
extracto total y clarificado.

Se pesaron 5 g de muestra y se afiadieron 40 mL de hexano y 40 mL de solucién
metanol-agua (9:1). La mezcla se sometid a sonicacion durante 15 minutos, se filtrd
el liquido y se separ6 el extracto en dos fases una polar (metanol-agua) y otra no
polar (hexano). La fase polar obtenida se ocup6 para determinar la presencia de

alcaloides, flavonoides, cumarinas, sesquiterpenlactonas, azUcares reductores,
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taninos, glicésidos cardiacos, cianogénicos y quinonas. Mientras que la fase no

polar se utilizé para las pruebas de saponinas y esteroides.

4.2.3. Ensayos cuantitativos de metabolitos secundarios.

Debido a que se ha reportado que contribuyen durante el proceso de cicatrizacion;
se cuantificaron los siguientes metabolitos secundarios del extracto y del extracto

clarificado de Chenopodium murale:

4.2.3.1. Fenoles

Se determiné por el método descrito por Singleton & Rossi, (1965). Se realizé una
curva tipo a concentraciones de 0.125, 0.0625, 0.0312, 0.0156, 0.0078 y 0.0039
mg/mL de acido galico (Anexo 1), cada tubo se agité con un Vortex se dejo reposar
en oscuridad durante 30 minutos y se ley6é a una absorbancia de 760 nm. Los
resultados se reportaron en concentracion de fenoles totales [mg eq. de &cido
galico/ 1 g de muestra].

4.2.3.2. Flavonoides

Para la cuantificacion se realizo por el método descrito por Chang et al., (2002). Con
una curva tipo(Anexo 2), de 0.1, 0.05 ,0.025 ,0.012, 0.0062 y 0.0031 mg/mL de
guercetina, cada tubo se agito con un vortex y se dejé reaccionar por 30 minutos y
se leydo a una absorbancia de 415 nm. Los resultados se reportaron en

concentracion de flavonoides totales [ug eq. de quercetina/ 1 g de muestra].

4.2.3.3 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 3 a
concentraciones de 0.1 ,0.05 ,0.025, 0.012y 0.0031 mg/mL de acido tanico, cada
tubo se agité con un vortex, se dejé reposar durante 40 minutos y se ley6 cada tubo
a una absorbancia de 725 nm. Los resultados se reportaron en concentracion de

taninos [mg eq. de acido tanico/ 1 g de muestra].
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4.2.3.4 Esteroides

Se empled el método descrito por Galindo et al., (1989). Se realizé una curva tipo
(Anexo 4), a concentraciones de 1, 0.5, 0.25, 0.125 0.062, 0.0312, 0.0156, 0.0078,
y 0.0039 mg/mL de colesterol, cada tubo se agitdé con un vortex, se dejo reposar 20
minutos y se ley6 a una absorbancia de 560 nm. Se expresaron los resultados en

concentracion de esteroides totales [mg eq. de colesterol/ 1 g de muestra].

4.2.4. Determinaciédn de la actividad antioxidante

4.2.4.1. Determinacion de la actividad antioxidante por el método 2,2-Azinobis-3-
Etilbenzotiazolin-6-Acido Sulfénico (ABTS).

Se realiz6 el método descrito por Re, et al., (1999). Se generd una curva tipo (Anexo
6y 6.1), y las lecturas se realizaron a una absorbancia de 734 nm. Los resultados
se presentan en % de inhibicion, en concentracién de &cido ascorbico (ug eq. de
asc. / 1 mL de extracto) y concentracion de trolox (uM eq. de trolox / 1 g de extracto

Seco).

4.2.4.2. Determinacion de la actividad antioxidante por el método 2,2-Difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH).

Se realiz6 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. Los resultados se presentan en % de
inhibicion, en concentracién de acido ascérbico (ug eq. de asc. / 1 mL de extracto)
y concentracion de trolox (uM eq. de trolox / 1 g de extracto seco). Curva de tipo
(Anexo 5.Y5.1)

4.2.5. Analisis mediante espectroscopia infrarroja FT-IR

El extracto total y el extracto clarificado se analizaron mediante espectroscopia
infrarroja con trasformada de Fourier, con el médulo RTA (Reflexion total atenuada)
con base al trabajo de Pereira et al., (2015), se utilizd un espectrémetro Spectrum
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Two de la marca Perkin EImer. Se colocaron alrededor de 20 ug de muestra para

su lectura, se utilizé el intervalo de 4000 a 500 cm™1.

4.2.6. Evaluacion visual del efecto cicatrizante

Se utiliz6 ratas Fisher a todos los individuos se les rasur6 el lomo y se hizo una
incision de aproximadamente 1.5 cm de largo a cada lado. La aplicacion del
tratamiento se realiz6 diariamente durante un periodo de 15 dias.

Para evaluar el efecto cicatrizante de forma visual se utilizaron 3 grupos de ratas
winstar con una n=3, de un peso promedio de 230 gramos y se tomaron fotos
durante 15 dias. Cada grupo tiene dos heridas: donde el costado izquierdo es el

control negativo. La tabla 2 muestra los grupos con sus respectivos tratamientos.

Tabla.- 2 Grupos y dosis empleadas en el ensayo de cicatrizacion.

Ensayo de cicatrizacion

Grupo A: control Grupo B Grupo C
positivo
Tratamiento Nitrofurazona Chenopodium m.  Encapsulado
Dosis 100mg: 0.1mg 200 pL: 1.02mg 200 pL:0.2mg
Control negativo.  / Etanol 96% Agua destilada
Dosis / 200 pL 200 pL

4.2.7 Ensayo de Citotoxicidad.

De acuerdo con el método de Perez et al., (2016) se empleé la linea celular CHO-
K1 (fibroblastos). Las células se propagaron en el medio de cultivo DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Cellgro, Herndon) suplementado con 2 mL
de glutamina, gentamicina 50 mg y 10 % de suero fetal bovino. Se utilizaron cultivos
confluentes (80-90%) de la linea celular, realizando la exclusion con azul de tripano
para comprobar su viabilidad, se colocaron 3,000 células/pozo en un volumen de
100 uL de medio DMEM en microplacas de 96 pozos, posteriormente se incubaron

por 24 h a 37 °C en atmosfera humeda y 5 % de CO2 en incubadora de cultivo.
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Las muestras se disolvieron en dimetil sulféxido (DMSO) a una concentracion final
de 0.001 ug/mL. Posteriormente se preparan diluciones de las muestras en DMEM,
se adicionaron 100 pL/pozo de cada dilucién, el ensayo se realizO por
cuadruplicado. EI DMSO se utilizé como control negativo, las placas se incubaron
durante 72 h en atmosfera de 5 % CO2 a 37 °C. Luego de 72 h se adicionaron 20
ML MTT (sal de tetrazolio (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5- difeniltetrazolio).
Al cabo de 4 h en atmdsferade 5 % CO2 a 37 °C se decanta el medio, se adicionaron
200 pL/pozo de DMSO y se lee la densidad optica (DO) en un lector de microplacas
a 560 nmy 630 nm como referencia. El porcentaje de células muertas se determind
a partir del promedio de las absorbancias obtenidas de controles tratados y no
tratados. Los valores de comparacion se hacen sobre una base de 50 % de
inhibicién de crecimiento (IC50) en las células tratadas con los agentes especificos.
El porcentaje de Viabilidad se obtiene de la siguiente ecuacion:

DO células tratadas x 100
DO células control

% Viabilidad =

El IC50 se obtuvo mediante regresion lineal, graficando el % de viabilidad y la
concentracion del extracto, mediante a siguiente ecuacion:

50 — Interseccién (b)

IC50 =
Pendiente (m)

4.3.0 DISENO Y CARACTERIZACION DEL TRANSPORTADOR.

En esta seccion se abordan los métodos y materiales empleados para formular y
caracterizar los etosomas como transportadores. Los puntos 4.3 estan relacionados

a los métodos de proceso y los 4.4 a los métodos de caracterizacion.

4.3.1. Disefio de los sistemas etosomales mediante el método de inyeccién
fria.

Mediante el método descrito por Touitou et al., (2000) con ligeras modificaciones se
disefiaron los sistemas etosomales. Donde se empled una fase organica y una fase

acuosa por separado. La fase organica se obtuvo disolviendo fosfatidilcolina de soya
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(ademés del tensioactivo o potenciador, en el caso transetosomas, tween 80 y
colesterol) en etanol, a una temperatura de 30 °C.

La fase acuosa representa el 70% de la solucién final, (se empleé agua
desionizada), esta se inyecto en la fase organica, a una temperatura de 40 °Cy a
una velocidad de 200uL/min. La solucién se homogenizo a una velocidad de 2000
rpm, utilizando un agitador magnético durante 40 min.

La tabla 3 muestra las formulaciones establecidas con base a los parametros limites
reportados por Abdulbaqi et al., (2016). La modificacion principal de este método
consisti6 en el uso de lecitina de soya y la adicidén de colesterol a los transetosomas,
con el fin de obtener transportadores con caracteristicas (estabilidad, morfologia,

elasticidad) diferentes a los transetosomas clasicos.

Tabla.- 3 Formulaciones de vehiculos. Las relaciones se hacen en base al peso del lipido

Tipo Formula | Lecitina Colesterol Tensoactivo Relacion
s.(mg) (mg) (mg) (P:p:p)
Etosoma A00 100 NA NA 100:0:0
Transetosoma AO 100 NA 10 100:0:10
B10% 100 10 10 100:10:10
Transetosoma + C30% 100 30 10 100:30:10
Colesterol D50% 100 50 10 100:50:10
E70% 100 70 10 100:70:10
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4.3.2. Homogenizacion de tamafio y morfologia.

Se empled microfiltracion tangencial con un moédulo de tamarfio de poro de 0.45 pm
(Millipore S.A. de C. V., México). Se emple6 un sistema compuesto por un motor
pump drive (modelo 7591-50), un cabezal (modelo Easy Lead 77-601-10) y un

controlador o unidad drive (modelo 7591-50).

4.4. Métodos de caracterizacion de los transportadores.

Estos métodos permitieron obtener informacion morfolégica y estructural de los

etosomas.

4.4.1. Analisis mediante espectroscopia infrarroja FT-IR

Se realiz6 de acuerdo con el punto 4.2.5, en los materiales precursores (lecitina de

soya y colesterol), en los etosomas y etosomas microfiltrados.

4.4.2. Morfologia y estructura.

4.4.2.1 Microscopia de contraste diferencial interferencial (DIC, Nomarski)

Se utilizé un microscopio de la marca Leica de campo claro y con DIC para visualizar
la estructura y morfologia transparente de los etosomas, aprovechando los cambios
del indice de refraccion. Se utiliz6 un aumento de 80x, filtro azul, una camara

Lumnera y el software Image-Pro Insight.

4.4.2.2 Microscopia MEB

Se obtuvieron micrografias mediante el microscopio electrénico de barrido JCM-
6000PLUS de la marca Jeol (alto vacio,10kv, modo BEI), se incorpord grafito
coloidal para poder observar la superficie de las vesiculas.

4.4.3. Distribucion de tamafio de glébulo y polidispersidad.

De acuerdo con Gharib et al., (2015), el tamafio promedio y la polidispersidad fue
medido mediante dispersion de luz dindmica (DLS), en un equipo Zeta sizer de la

marca Malvern, modelo Zetasizer Nano ZS.
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4.4.4. Potencial ¢ (estabilidad del globulo)

El Potencial C y la carga superficial se midio a través de microelectroforesis de laser
Doppler, de acuerdo con el procedimiento de Chen et al., (2016), en un equipo Zeta

sizer de la marca Malvern, modelo Zetasizer Nano ZS.

4.4.5. Deformabilidad de liposomas elasticos

De acuerdo con el método descrito por Weissig et al., (2010) con ligeras
modificaciones, se determiné la deformabilidad de los trasportadores mediante de
la extrusion en un filtro de membrana, de tamafio de poro definido (450 nm). Los
etosomas se midieron antes y después de la extrusion mediante DLS.

Para cada suspension de etosomas, se reportd la media + desviacion estandar de

tres extrusiones. La elasticidad se calculé con la siguiente ecuacion:

tamano de las vesiculas antes de la extruccion - tamaio de vesiculas extruidas
% Ded bilidad 100
o Dedormabilidad = — ~ - x
Tamafio de las vesiculas antes de la extruccion

4.5. FORMULACION Y CARACTERIZACION DEL ENCAPSULADO.

En esta seccion se abordan los métodos y materiales empleados para formular y
caracterizar los encapsulados etosomales. Los puntos 4.5 estan relacionados a los

métodos de proceso y los 4.6 a los métodos de caracterizacion.

4.5.1. Encapsulacion de metabolitos.

La formulacion de los liposomas se realiz6 de acuerdo con el punto 4.3.1

adicionando el extracto clarificado al 2% en a la fase acuosa.
4.5.2. Homogenizacion de tamafio y morfologia
Se realizé de acuerdo con el punto 4.3.2

4.6. Métodos de caracterizacion de encapsulados etosomales.

Estos métodos permitieron obtener informaciéon de las propiedades de los

encapsulados etosomales. Se emplearon las metodologias descritas
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anteriormente: espectroscopia infrarroja FT-IR (4.4.1), morfologia y estructura
(4.4.2.), distribucién de tamafo de globulo y polidispersidad (4.4.3), potencial ¢
(estabilidad del glébulo) (4.4.4).

4.6.1. Capacidad de atrapamiento y eficiencia de atrapamiento.

El contenido de extracto incorporado en los etosomas se determiné mediante el
método de centrifugacion con modificaciones de Kasetvatin et al., (2015). Se
desestabilizo la suspension de etosomas-extracto (1.5 mL) con un buffer de fosfatos
pH1 a 10 Mm (0.5 mL). Posteriormente se centrifugé a 13,000 rpm durante 15
minutos. Una vez recuperado el sedimento, se adiciono triton x100 al 1% (0.5mL) y
finalmente se disuelve en 2ml de alcohol etilico. Se determiné la concentracion de
extracto mediante espectrofotometria UV-VIS, con una curva (Anexo 7) de extracto
hidroalcohdlico de Chenopodium murale (el cual tiene una absorcién maxima en
665 nm.) La eficiencia de atrapamiento fue calculada mediante la siguiente

ecuacion:

L . concentracién del extracto encapsulado
% Eficiencia de atrapamiento de extracto = - — x 100
concentracion del extraco inicial

4.6.2. Comprobacién de la encapsulacion mediante microscopia de
fluorescencia.

Se efectu6 la comprobacion de atrapamiento del extracto microfiltrado de
Chenopodium murale, mediante la obtencion de imagines por un microscopio de
fluorescencia de la marca Leica. Las imagenes se obtuvieron a 80x con una cdmara

Lumnera y el software Image-Pro Insight., (Tyagi et al., (2015).

4.6.3. Ensayo de permeabilidad en piel mediante microscopia de
fluorescencia.

Se empled la metodologia de Tyagi et al., (2015) con ligeras con modificaciones. El
encapsulado AOEM con una concentracion de 5% de concentracion de extracto y el
extracto a una concentracion de 5%, se aplicaron tépicamente (0.3 mL) a la porcion

dorsal afeitada de las ratas Fisher.1h después de la aplicacion se sacrificaron las
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ratas. Las secciones representativas se obtuvieron de ratas, la piel se corté en

trozos pequenos, y se observaron con un microscopio de fluorescencia marca Leica.

4.6.4. Estabilidad durante el almacenamiento

La estabilidad se determiné de acuerdo con la metodologia de Di Marzio, et al.,2011,
las formulaciones se sometieron a temperaturas de refrigeracion (4°C) y medio
ambiente (25°C), por un periodo de 60 dias determinando a intervalo de 15 dias su

estabilidad por medio del potencial Z.

4.6.5. Determinacién del efecto de cicatrizante.

La metodologia adoptada se bas6 en trivellatoGrassi et al., (2013) con varias
modificaciones. Se utilizaron ratas Fisher con una n= 3. El dia de la cirugia, las ratas
se anestesiaron con pentobarbital sodico (42 mg / kg) por via intraperitoneal.
Después de la confirmacién de la anestesia profunda, el pelo en la parte posterior
del animal se eliminé manualmente con una maquina de afeitar. Se marcaron 6
circulos en el lomo del animal, con un diametro de 1.5cm, posteriormente se separo
la piel, los animales se colocaron en posicion dorsal, se limpié el perimetro de la
herida y se aplicaron los tratamientos de cuerdo a la tabla 4. Los animales se
trataron dos veces al dia durante 20 dias, se tomaron fotos de la herida antes de
aplicar cada tratamiento con una camara de 16 mpx, (en cada foto se capturaba una
regla milimétrica como patrén de referencia) desde el dia 1 al 20, hasta que la herida
cicatrizé por completo en el control negativo. Después de capturar las imagenes, se
midi6 el &rea (mm?) de la herida con el programa informético Image J 1.5.k, usando
como referencia la regla milimétrica en cada foto (Anexo 9). Los resultados se
expresaron en % de cierre de herida y se calcularon de acuerdo a la siguiente
ecuacion.
Area inical — Area de herida

% de cierre de herida = Area inicial x 100
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Tabla.- 4 Tratamientos del ensayo de cicatrizacion

Ensayo de cicatrizacion
Tratamiento Concentracién Cantidad Sélidos en Nota

volumétrica mg.

B-Sitosterol (1%) 10 mg/mL 200 L 2 mg. Control +
s/n tratamiento NA NA Control -
Extracto 50 mg/mL 200 pL 10 mg.

microfiltrado (5%)

Encapsulado 5 mg/mL 200puL 10 mg.

AOEM (5% de

extracto)

4.6.5.1Analisis estadistico del ensayo de cicatrizacién.

Los datos obtenidos del porcentaje de cierre de herida se sometieron a un analisis
de varianza (ANOVA). Los datos experimentales se muestran como el promedio en
porcentaje + desviacion estandar para los diferentes tratamientos. Para determinar
las diferencias entre las medias se emple6 un test de rango mdultiple a un nivel de
confianza de 95% (p<0.05), utilizando los métodos Dunnett y Scheffé. EL andlisis

se realiz6 en el software originlab 2015.

4.6.6. Comprobacion histolégica.

Este ensayo se realizé con base a la metodologia de Arellano, (2014).

Las muestras fueron obtenidas del ensayo 4.6.3. Se recuperan tejidos en los dias
1,5,10, 15 y 20. Los tejidos epidérmicos de las heridas, fueron colocados en
paraformaldehido al 4 % en solucion buffer de fosfatos PBS durantel5 dias.
Posteriormente se llevd el proceso de deshidratacion. Después los tejidos fueron
colocados en parafina a 60 °C durante 24 horas, a continuacion, se realizé la
inclusion en los moldes y se efectuaran los cortes histologicos a 4 um. Para la
observacion de los tejidos, estos se desparafinaron, se hidrataron y se tifieron con
hematoxilina y eosina. Las muestras fueron observadas con un microscopio de

campo claro, con un objetivo 10x.
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V.- RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1.1 MATERIAL A ENCAPSULAR Y CARACTERIZACION.

5.1.1.1 Extraccién de metabolitos secundarios.

Se obtuvo un extracto etandélico de Chenopodium murale, con un volumen final de
300ml. Se recuperé el 85.7% del volumen inicial debido a que los soélidos
precipitados después de la centrifugacion conservan una fraccion del solvente,

aunado a la alta volatilizacion del etanol.

5.1.1.2 Extracto microfiltrado.

Se obtuvo un extracto microfiltrado de Chenopodium murale con un volumen final
de 167ml. Se recuper6 el 83.5% del volumen inicial, debido a que parte del fluido se

retiene en el filtro y en los conductos.

5.1.2 Determinaciéon de sélidos totales.

Se termind por triplicado los sdlidos totales del extracto y del extracto microfiltrado
como se muestra en la tabla 5, se indica la cantidad de miligramos de solidos por

cada gramo y mililitro de extracto.

Tabla.- 5 Determinacién de solidos totales.

mg de solidos totales /g de mg de solidos totales /mL de
extracto extracto
Extracto 9.822+ 0.046 8.25+0.129
Microfiltrado 7.270 £ 0.091 6.11+ 0.098

Los resultados representan promedio * desviacion estandar de una n=3.

El extracto etanolico contiene 9.822+ 0.046 mg de solidos totales /g de extracto o
8.25 + 0.129 mg de solidos totales /mL de extracto, mientras que el extracto
microfiltrado presenta una menor cantidad de sdlidos (7.270 + 0.091 mg/g 0 6.11+
0.098mg/mL. Esta reduccion de solidos es atribuida al proceso de microfiltracion,
debido a que componentes con tamafo superiores a 50 nm (diametro de poro de la
membrana) son retenidos. De acuerdo a Céaceres et al., (2003), la microfiltracion
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tangencial puede remover solidos insolubles, polisacéridos parietales como
sustancias pécticas, celulosa, hemicelulosa, lignina, por lo tanto la reduccion de
soélidos en el extracto microfiltrado de Chenopodium mulare puede ser causado por

este tipo de remocion.

5.1.3 Determinacion de rendimientos.

Se determind el rendimiento del extracto total y extracto microfiltrado de
Chenopodium murale. En la tabla 6 se muestra los resultados expresados en
unidades de mg/gramo de muestra vegetal. Se obtuvo alrededor de 9.9 % de

recuperacion para el extracto total y 7.3 % el extracto microfiltrado.

Tabla.- 6 Rendimientos de extraccion.
Extracto total. Ysw= 99.05 £+ 0.566 mg/g de planta
Extracto microfiltrado. Ysw = 73.32 £ 0.327 mg/g de planta

Porcentaje de extracto microfiltrado 74.02 +3.19 %

recuperado respecto al extracto total.

Donde: Ysw=rendimiento en base himeda (mg de solidos/g de muestra vegetal). Los resultados

representan promedio * desviacion estandar de una n=3.

El rendimiento del extracto microfiltrado respecto al extracto total, muestra que
alrededor del 25.73 mg de solidos /g de solidos planta de es retenido por la
membrana, lo que indica que el porcentaje restante, son moléculas de tamafio
inferior a 0.05 micras que corresponde al corte molecular de filtro. Un alto
rendimiento podria indicar que la mayor cantidad de metabolitos se conservan, sin
embargo, esto se corrobora con los ensayos de tamiz fitoquimico y analisis FT-IR.
El proceso microfiltracion se puede aplicar como un pretratamiento para eliminar
sélidos, polisacéridos, desechos celulares y otros materiales presentes en la
solucion, que por lo general no puede eliminarse por filtracion convencional. (dos
Santos., et al 2016). Este proceso de microfiltracion permite la clarificacion del

extracto, el cual puede facilitar el proceso de encapsulacion.
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5.1.4 Anélisis preliminar fitoquimico.

Se realizé este estudio para determinar los metabolitos presentes en el extracto total
de Chenopodium murale y para el extracto microfiltrado. La tabla 7 muestra los

resultados obtenidos.

Tabla.- 7 Analisis preliminar fitoquimico.

Metabolito Reaccion Chenopodium Extracto
murale microfiltrado.
Fenoles Cloruro férrico ++ +
Alcaloides Dragendorff - -
Wagner - -
Mayer + +
Flavonoides Shinoda - -
Hidroxido de sodio ++ +
al 10%
Cumarinas Erlich - -

Con Hidréxido de - -

amonio
Sesquiterpenlactonas Con hidréxido - -
férrico
Azucares Reductores Fehling - -
Benedict - -
Taninos Cloruro férrico + +
Gelatina - -
Ferrcianuro de - -
potasio
Glicésidos cardiacos De Legal - -
De Baljet - -
Glicosidos Grignard - -
cianogénicos
Quinonas Con &cido - -
sulftrico
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Saponinas De Lieberman- ++ +
Bouchard
Rosenthaler - R

Esteroides Acido sulfdrico. ++ +

El simbolo (+) indica presencia del metabolito y (-) indica la ausencia del metabolito. Resultados

expresados con una n=3.
5.1.4.1 Fenoles.

La presencia de fenoles concuerda con estudios actuales por Abdelghany et
al.,2015; Abdel-Aziz, et al,.2014, donde muestran la presencia de compuestos
fendlicos en extractos de Chenopodium murale.

Este metabolito se encuentra presente en ambas muestras, sin embargo, en el
extracto microfiltrado se observdé una menor presencia. Esto puede deberse al
proceso de microfiltracion, ya que después de esta operacion hay una disminucion
de sdlidos totales en el extracto, como se mostro en la tabla 5 y 6. La microfiltracion
tangencial puede remover algunos componentes como proteinas de constitucion,
acidos fendlicos, taninos etc.,( Caceres et al., 2003).

Los compuestos poli- fendlicos, como los taninos, tienen una masa molecular
relativamente alta (500-20000 Da), estos se clasifican en condensados , de origen
flavonoide, hidrolizables, de origen no flavonoide, floro taninos y taninos de tipo
complejo, (Olivas-Aguirre, 2015). La ultrafiltracion puede remover compuesto
mayores a 10nm, en nuestro caso usamos una membrana con poro de 50nm, que

podria tener un corte molecular de 12,500 Da.

El interés de identificar la presencia de estos metabolitos en ambos extractos se
debe a que estos tienen actividades antiinflamatorias, antioxidantes cuando son
usados de manera topica. Ademas, existe una creciente evidencia sobre el uso de
compuestos fendlicos en la promocién de la recuperacion de las condiciones de la
piel, tales como cicatrizacion de heridas y reparacion de tejidos. (Menaa, et al.,
2014).
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5.1.4.2 Alcaloides.

Los alcaloides son metabolitos que se encuentran comunmente en la familia de
Chenopodiaceae, de acuerdo con lo reportado por Ibrahim, et al., 2007 y que
concuerda con lo que se reporta en este trabajo.

Estos metabolitos solo se encontraron la reaccion de Mayer, tanto en el extracto
total como en el microfiltrado.

De acuerdo con Tiwari, et al.,(2011) y Kokanova-Nedialkova, (2009) los alcaloides
encontrados en plantas como Chenopodium murale, son compuestos nitrogenados
heterociclicos como: berberina, piperina, palmatina y tetrahidropalmatina, los cuales
presentan actividad antimicrobiana Antihelmintica, y antidiarreica. Siendo la

actividad antimicrobiana de gran interés en este estudio.

5.1.4.3 Flavonoides

Los flavonoides que dieron resultado positivo solo fueron en el ensayo con hidréxido
de sodio al 10%. En el extracto total de Chenopodium murale se observé mayor
presencia de flavonoides que en el extracto microfiltrado, de manera similar a lo que
sucedio con la determinacion de fenoles, esto se puede atribuir a la operacion de
microfiltracion y a la retencién de sélidos que posiblemente contengan metabolitos.
La presencia de estos metabolitos concuerda con lo reportado por a Ibrahim, et al.,
(2007) y Hs et al., (2016) que indican la presencia de flavonoides en Chenopodium
murale y que flavonoides de extractos etandlico y acuosos tienen una respuesta
antiinflamatoria.

Actualmente Singhai, et al.,, 2013 han reportado que extractos etanolitos con
contenido de flavonoides como la luteina reducen el periodo de inflamacion durante

el proceso de cicatrizacion y genera resistencia a infecciones.

5.4.4 Taninos

La presencia de taninos fue positiva en la reaccién de Cloruro férrico para el extracto
total de Chenopodium murale y el microfiltrado del extracto. Visualmente la
diferencia de concentracion era poco notoria en ambas muestras. Esto puede ser

debido al peso molecular de los taninos, lo que les permite ser mas permeables.
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La presencia de taninos es concurrente en la familia Chenopodiaceae (Petersen et
al., 1999, 2010).De acuerdo con Wink, et al., (2010) este tipo de metabolito es de
bajo peso molecular y funge como mecanismo de defensa constitutivo en las plantas

contra bacterias, hongos y virus.

5.4.5 Saponinas

Las saponinas dieron resultado positivo en la reaccion de Lieberman-Bouchard,
indicando que son saponinas esteroideas, de manera visual se presentd mayor
cantidad de metabolitos en el extracto total de Chenopodium murale que en el
extracto microfiltrado.

De acuerdo con Romo et al., (2006) alrededor del 88% de las familias de las plantas
estudiadas en México contienen este metabolito secundario, por ejemplo; Fiallos, et
al., (2016) concuerda con la presencia de saponinas en Chenopodium quinoa, que

pertenece a la familia de Chenopodiaceae.

5.4.6 Esteroides

La presencia de esteroides se encuentra en ambos extractos, visualmente el
extracto total contenia mayor cantidad del metabolito. Los esteroides se encuentran
presentes en todas plantas de la familia Chenopodiaceae (lbrahim et al., 2007), lo
gue concuerda con el resultado obtenido.

En el ensayo ambos extractos mostraron después de la reaccidén un color rojizo que
es indicio de la existencia de triterpenos. Esto puede ser debido a que los esteroides
se derivan de triterpenos tetraciclicos y poseen un esqueleto de
Ciclopentanoperhidrofenantreno (James, 2003).

La presencia de triterpenos y esteroides puede ser beneficiar al proceso de
cicatrizacion debido a la actividad antinflamatoria y antibacteriana que presentan
algunos de estos metabolitos (Sandjo, et al., 2013). Ademas de que los esteroles

son responsables de actividad proangiogénica (Strodtbeck, 2001).
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5.5.0 Cuantificacion de metabolitos secundarios.

5.1.5.1 Cuantificacion de Fenoles totales.

Los compuestos fendlicos son muy importantes como constituyentes en las plantas
debido a su habilidad para secuestrar radicales libres y que esté relacionada con la
presencia en la molécula del grupo hidroxilo (Valenzuela et al,.2014). Se realiz6 la
cuantificacion de fenoles del extracto total y del extracto microfiltrado obteniendo
5.553+0.095 y 4.447+0.0290 mg de &cido galico por gramo de planta
respectivamente. La tabla numero 6 muestra los resultados obtenidos.

De acuerdo Abdel et al., 2013 indican que obtuvieron en la cuantificacién de fenoles
749+ 0.23 mg EAG /g de extracto seco (extraccién solido-liquido 6 h,
hidroalcohdlica 80:20 v/v), por otra parte, Hsu, et al., (2016) indican que obtuvieron
2.1 mg/g de extracto seco(extraccién solido-liquido 6 h, hidroalcohdlica 50:50 v/v),
ambos resultados de extractos de plantas de la familia Chenopodiaceae, sin
embargo, en este trabajo se obtuvo 60.665+2.217 mg EAG. /g de extracto seco de
Chenopodium murale. Esta discrepancia en los resultados puede ser debida a los

diferentes procesos de extraccion realizados en cada investigacion.

Tabla.- 8 Resultados de cuantificacion de Fenoles.

Extracto Concentracidn = C renoles [MQ €Q. C kenoles [Mg €g. de acido
de acido galico  de acido galico galico / g de extracto seco]
(mg/mL) /g de planta]
Chenopodium 0.462+0.029 5.553+0.095 56.436+0.966
murale
Chenopodium 0.370+0.013 4.447+0.290 60.665+2.217
murale

microfiltrado

Los resultados representan promedio + desviacidn estdndar de una n=3.

Los resultados de la tabla 8 muestran claramente la disminucion de los compuestos
fendlicos después del proceso de microfiltracion y se confirma lo descrito en el punto

5.1.4.1 respecto a la influencia del proceso de microfiltracion. De acuerdo con
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Giacobbo et al., (2015) la microfiltracion es un método para recuperar compuestos
fendlicos como polifenoles (taninos, flavonoides) y mencionan que, a mayores
factores de dilucion mayor permeado, también indican que las membranas con poro
de mayor tamafio tienden a un menor flujo de permeado. Esto factores pueden estar
relacionados en este trabajo en el proceso de recuperacion fenoles durante el

proceso de microfiltracion.

5.1.5.2 Cuantificaciéon de taninos.

Los taninos constituyen un grupo de sustancias ampliamente distribuidas en el reino
vegetal, se presentan como mezclas de polifenoles, muy dificiles de separar, con el
agua forman soluciones coloidales de reaccion acida y sabor astringente (Casanova
etal., 2015). Se llev6 acabo la cuantificacién de taninos en extracto total y el extracto
microfiltrado obteniendo 0.546+0.035 y 0.415+009 miligramos equivalentes de acido
tanico por cada gramo de planta respectivamente, como se observa en la tabla 9.
Se obtuvo alrededor de un 76 % de recuperacion de taninos después del proceso
de microfiltracion, un porcentaje similar al de los flavonoides recuperados.

Se realiz6 una revision bibliografica en investigaciones relacionadas a la
cuantificacion de taninos de familia Chenopodiaceae, pero actualmente solo se
indica la presencia de los metabolitos en trabajos de: De la torre et al., 2013; Paixao,
et al., 2014; Wink, et al.,2010.

Tabla.- 9 Resultados de cuantificacion de taninos.

Extracto Concentracion de  Cianinos[Mg €q. de  Cianinos [Mg €. de
acido tanico (mg/mL) acido tanico/g de  acido tanico/g de
planta] extracto seco]
Chenopodium 0.045+0.002 0.546+0.035 7.45%0.486
murale
Chenopodium 0.034+0.001 0.415+009 4.221 +0.165

murale microfiltrado

Los resultados representan promedio * desviacion estandar de una n=3.

48



5.1.5.3 Cuantificacion de Flavonoides totales.

Los resultados de este ensayo revelaron gue el extracto etandlico de Chenopodium
murale y del extracto microfiltrado tienen 1.64+0.025 y 1.29+0.030 miligramos
equivalentes de quercetina por cada gramo de planta, como se observa en la tabla
10. Después del proceso de microfiltracion se recupera alrededor del 78 % de
flavonoides. La cantidad menor de flavonoides en comparacién a fenoles es debido
a que los flavonoides son un subgrupo de los compuestos fendlicos y estos pueden

representar una fraccién de estos.

Tabla.- 10 Resultados de Cuantificacion de Flavonoides totales.

Extracto Concentracién mg Criavonoides [Mg €Q. Criavonoides [Mg €Q.
de quercetina/mL de quercetina/g de  de quercetina /g de
planta] extracto seco]
Chenopodium 0.136+0.002 1.64+0.025 16.66+0.263
murale
Chenopodium 0.108+0.002 1.29+0.030 17.69+0.413
murale

microfiltrado

Los resultados representan promedio * desviacion estandar de una n=3.
Extracto seco equivale a 1 gramo de solidos libre de disolvente.

En esta determinacion se obtuvo 16.66+0.263 extracto mg eq. de quercetina /gramo
de extracto seco de Chenopodium murale. Trabajos actuales han reportado el
contenido de flavonoides; 12.77 + 0.07 mg eg. de quercetina /g de extracto seco en
Chenopodium murale por Abdel et al., (2013), 7.9 mg eq. de quercetina /g de
extracto seco de Chenopodium formosanum, por Hsu, et al., (2016) y 2.53 £0.05 mg
eg. de quercetina /g de extracto seco ende Chenopodium album L. por Arora et al.,
(2016). En comparacion a lo reportado por estos autores, el extracto etandlico
obtenido tiene mayor cantidad de flavonoides. Sin embargo, los valores reportados

por estos autores no son cercanos entre si aun siendo de la familia
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Chenopodiaceae, debido a que diversos factores como el método de extraccion y la

condiciones en donde se desarrollaron las plantas (Barrén et al., 2011).

5.1.5.4 Cuantificacion de esteroides.

Los resultados de este ensayo arrojaron que el extracto de Chenopodium murale y
del extracto microfiltrado tienen 10.462+0.016 y 9.627+0.006 miligramos
equivalentes de colesterol por cada gramo de planta, como se observa en la tabla
11. Se recuperé cerca del 92% de esteroides después del proceso de
microfiltracion, siendo el metabolito con mayor porcentaje de recuperacion y
posiblemente el mas abundante.

De acuerdo con Castillo et al. 2014; TrivellatoGrassi et al. 2013; Ibrahim et al., 2007,
indican la presencia de triterpenos y esteroides en la familia de Chenopodiaceae,
pero no muestran ensayos de cuantificacion para este metabolito.

En la investigacion de Arellano, (2014) indica que el contenido 179.55+5.499 mg eq.
de colesterol / g de muestra, en un extracto cetonico de hojas de Chenopodium
murale. Este valor es mayor al de nuestro extracto etandlico de 106.328+0.163 mg
eg. de colesterol / g de extracto seco, donde se empleé el extracto de la planta
completa de Chenopodium murale. Un menor contenido de esteroides en extractos
etanodlicos respecto a cetonicos, puede estar relacionado a la solubilidad de los
esteroides, siendo méas solubles en solventes organicos como la acetona y el éter,
Guerrero, 2004.

Tabla.- 11 Resultados de cuantificacion de esteroides.

Extracto Concentracibn mg = Cesteroides [Mg €q. de Cesteroides [Mg €Q. de
colesterol /mL colesterol /g de colesterol /g de
planta] extracto seco]
Chenopodium 0.871+0.001 10.462+0.016 106.328+0.163
murale
Chenopodium 0.802+0.005 9.627+0.006 131.310+0.084
murale

microfiltrado

Los resultados representan promedio + desviacion estandar de una n=3.
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5.1.6.0 Determinacién de actividad antioxidante.

La capacidad antioxidante total de un compuesto consiste en determinar la actividad
del antioxidante frente a sustancias cromogenas de naturaleza radical.
Los métodos mas aplicados son ABTS y DPPH, los cuales presentan una excelente

estabilidad en ciertas condiciones (Kuskoski et al.,2005)

5.1.6.1 Actividad antioxidante por el método de DPPH

Se determind la actividad antioxidante del extracto etandlico y del extracto
microfiltrado. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 12 donde el extracto
etandlico present6 64.478+0.0679 % de capacidad antioxidante y el extracto
microfiltrado 56.65+0.0266 % de capacidad antioxidante. La actividad antioxidante
puede ser atribuida al contenido de compuestos fendlicos flavonoides y taninos
reportados en el preliminar fitoquimico y confirmado por la cuantificacion de los
mismos.

Alrededor del 88 % de la actividad antioxidante se conservo después del proceso
de microfiltracién. De acuerdo con Coronado et al., (2015), el contenido de fenoles

y flavonoides esta relacionado a la actividad antioxidante.

Tabla.- 12 Resultados de la actividad antioxidante por el método de DPPH.

Extracto % de inhibiciéon Concentracion de Concentracion de
asc (ug Asc/mL de Trolox (UM /g de
extracto) extracto seco)
Chenopodium 64.478+0.0679 167.190+6.184 832.204+31.387
murale
Chenopodium 56.65+0.0266 146.785+4.899 977.875+33.309

murale microfiltrado

Los resultados representan promedio * desviacion estadndar de una n=3.

Shivhare et al., (2010), reportan un valor de 129.20 + 2.10 pg de acido ascorbico
/mL, en un extracto metanolico de Chenopodium album Linn, por otra parte, Baldi et
al., (2013) indican el contenido de 58.21+1.11 de &cido ascorbico pg/mL, en un
extracto etandlico de Chenopodium &lbum con una concentracion de 100 ug
extracto seco/ml. En este trabajo se obtuvo 167.190+6.184 ug de acido ascorbico
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/ml, en un extracto total de Chenopodium murale, lo que indica que se obtuvo una
alta actividad antioxidante respecto a extractos de plantas de la misma familia
(Chenopodiaceae). Por otra parte, Ibarra-Alvarado ,(2010), reporta un valor de
868.9 UM eg. a trolox /g de extracto seco, en un extracto acuso de Chenopodium m,
semejante al valor obtenido del extracto etandlico de Chenopodium m, con
832.204+31.387 uM eq. a Trolox /g de extracto seco.

5.1.6.2 Actividad antioxidante por el método de ABTS

Se determind la actividad antioxidante (Tabla 13) del extracto etandlico y del
extracto microfiltrado obteniendo en porcentaje la capacidad antioxidante de
90.197+0.067 y 79.197+0.0266 respectivamente. Se conservé cerca 87% de la
actividad antioxidante después del proceso de microfiltracion. La presencia de los
metabolitos secundarios como los compuestos fendlicos donde se incluyen los
flavonoides y taninos esta relacionado a la capacidad antioxidante que presentan
los extractos (Guerrero, 2004).

En el extracto total de Chenopodium murale se obtuvo 828.964+0.479 uM eq. de
Trolox /g de extracto seco, valor semejante al que reporta Arvizu en 2009 de un
extracto acuoso de Chenopodium murale con un valor de 805.625+0.010 uM eq. de
Trolox /g de extracto seco. También se obtuvo la cantidad de 127.010+3.241 ug eq.
de Acido ascorbico /mL de extracto, con el fin de reportar la actividad con otro

antioxidante.

Tabla.- 13 Resultados de la actividad antioxidante por el método de ABTS

Extracto % de inhibicion Concentracion de Concentracion de
asc (ug Asc/mL de trolox (uM/g de
extracto) extracto seco)
Chenopodium 90.197+0.067 127.010+3.241 828.964+0.479
murale
Chenopodium 79.197+0.0266 100.789+8.952 976.410+0.945

murale microfiltrado

Los resultados representan promedio + desviacidn estandar de una n=3.
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5.1.7.0 Andlisis estructural mediante FT- IR en el proceso de extraccion

De acuerdo con Sun et al., (2009) la espectroscopia FT-MIR monitorea el
estiramiento vibracional y rotatorio fundamental de las moléculas, lo que produce un
perfil guimico de la muestra. Las moléculas absorben la energia del infrarrojo medio
y exhiben movimientos de estiramiento, flexién, torsion, balanceo vy tijera en una o
mas localizaciones del espectro, dependiendo de varios factores incluyendo la

configuracion del enlace, ubicacion, etc.
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Figura.- 6 Espectro infrarrojo de Chenopodium murale.

El espectro infrarrojo del extracto de Chenopodium murale (figura 6) muestra picos
en 3401 y en 3231 cm™ que corresponden al grupo funcional O-H con vibracién en
modo de tension, de la familia de alcoholes y fenoles. Debido a que son picos
anchos y se encuentran en la banda de 3200 a 3400, se puede atribuir a la presencia

de polimeros. Los picos 2925 y 2856 cm™* corresponden al grupo funcional -COOH
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(dimero) que se encuentra en las bandas de 2500 a 3000 que se deben a la
vibracion en modo tencion O-H y pertenecen a la familia de los acidos.

El pico débil en 235 cm™ corresponde a la banda de 2100 a 2200 que indica la
presencia del grupo funcional c=_c de la familia de los alquilos. El pico en 1720
corresponde al grupo funcional a, B- no saturado, de la vibracion en modo tencién
c=0 caracteristicos de los esteres. El pico 1603 cm™ corresponde a la familia de las
amidas con el grupo funcional RCONH2 (primaria) debido a la vibracién en modo
de deformacion NH (banda Il). El pico 1369 cm™ corresponde al grupo funcional
CHS3 de la familia de los alcanos, debido a que es una sefial fuerte dentro de las
bandas 1370 — 1385 cm™ y a la vibracién en modo de deformacion simétrica (d C-
H).Lo que concuerda con el estudio de Abdelghany et al., (2015) en un extracto de
hojas de Chenopodium murale, donde reportan los siguientes picos 1050, 1390,
1625, 2922, 3440 cm™ que corresponden a los grupos C-H en el plano de
aromaticos, C-N de la amina aromatica, grupos carbonilo (C = O), CH2 asimétrico y
grupo -COOH respectivamente. La seccion resaltada en color verde indica la region

de huella digital que caracteriza y hace unico el espectro del Chenopodium murale.
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Figura.- 7 Espectro infrarrojo de Chenopodium murale y extracto clarificado.

La figura 7 muestra los espectros infrarrojos del extracto total y el extracto
microfiltrado o clarificado, donde se puede observar la similitud de ambas muestras,
sin embargo, en la regiéon de 1200 a 1300 cm™ del extracto clarificado, las sefiales
incrementan, esto puede ser debido a que el proceso de microfiltracién puede
retener macro componentes que pueden interferir en la lectura de la muestra.

En ambos extractos se encuentran los grupos funcionales descritos en la figura 8,
lo que indica la preservacion de los componentes después del proceso de
microfiltracion.

De acuerdo Abdelghany et al., (2015) las sefiales en 1700 y 600 cm™ permiten
identificar perfiles especificos que son tipicos de las diferentes moléculas de
hidroxilo aromatico que constituyen fenoles de tipo tanino. Los taninos que

pertenecen a la familia "hidrolizable", presentan una intensa absorcion en la region
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del C=0 en torno a 1700 cm™* y también dos grandes bandas en torno a 1315 y
1180 cm-1 que se corresponden grupo C-O aromatico.

Por otra parte, las bandas de absorcién con un maximo a 1233 cm-1 se asigna al
estiramiento de los anillos de pirano, tipicos de los compuestos flavonoides. Bandas
gue aparecen entre 1300 y 1380 cm-1 asignadas al enlace C-O muestra

deformidades angulares de fenoles. (Ortega, et al., 2007).

5.1.8.0. Ensayo de cierre de herida visual del extracto total.

El objetivo de este ensayo fue mostrar de manera preliminar el comportamiento del
cierre de herida, utilizando el extracto total de Chenopodium murale, un control
positivo y negativo.

Para la avaluacién del efecto cicatrizante visual- macroscoépico, se seleccion6 del
grupo, un sujeto de estudio que mostrara visualmente el mismo comportamiento del
grupo correspondiente y se colocaron fotos de las heridas de los dias 1,3, 6,9y 10

gue se muestran en la figura 7.

Dia
Nitrofura
zona

Chenopo
dium m.

Control

Figura.- 8 Resultados del efecto cicatrizante de Chenopodium murale
Cada grupo revel6 el cierre de la herida en diferentes tiempos. El grupo tratado con
Chenopodium murale, mostr6 un mayor efecto de cicatrizacién de heridas, en

comparacion a la pomada de nitrofurazona.
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Aproximadamente el 50% de forma visual, del cierre de las heridas se logré en los
dias 6y 7 para el extracto de Chenopodium murale y nitrofurazona respectivamente.
Estudios de TrivellatoGrassi et al., 2013 reportan resultados similares, mostrando
gue el 50% del cierre de las heridas se llevé acabo en el séptimo dia debido al
empleo de un extracto etandlico de Chenopodium ambrosioides comparado con un
control negativo (sin tratamiento).

El andlisis macroscopico de las heridas cutdneas en animales tratados con el
extracto total, mostro la evolucion de la reparacion tisular, la ausencia de sangrado
y secreciones purulentas, en comparacion con el control negativo.

Este ensayo visual macroscépico mostro el efecto cicatrizante del extracto etandlico
de Chenopodium murale, sin embargo, en la Ultima seccion de esta investigacion
se muestran un ensayo cuantitavo; del porcentaje del cierre de herida, ademas de
la comparacién de nuevos grupos que incluyen el encapsulado y un control positivo

de origen natural.

5.1.9.0. Ensayo de citotoxicidad.

Debido a que las plantas se derivan de fuentes naturales, los medicamentos a base
de hierbas, tinturas, extractos, resinas y latex, a menudo se presentan como libres
de efectos secundarios. Sin embargo, es necesario llevar a cabo estudios de
toxicidad en plantas medicinales a pesar de que se han utilizado durante décadas
para determinar sus posibles niveles de toxicidad (Jesus et al., 2012).

Se determino el porcentaje viabilidad de la linea celular Cho-k1, mediante el ensayo
de viabilidad colorimétrico basado en la reduccion enzimética de la molécula de
Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), a diferentes

concentraciones del extracto etandlico microfiltrado de Chenopodium murale.
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Figura.- 9 Porcentaje de viabilidad de fibroblastos Cho-k1

EL extracto de Chenopodium murale mostr6é un IC50 de 1.702 + 0.251 mg/mL, que
indica la concentracién inhibitoria del 50% de células, e indica que a esta
concentracion se preserva 50% de viabilidad celular.

Las concentraciones obtenidas inferiores al IC50 (1.702 £ 0.251 mg/mL) en este
ensayo permiten conocer el rango de operacion para hacer ensayos posteriores a
esta investigacion, in vitro de cicatrizacién como el ensayo “scratch”, con el fin de

determinar el indice terapéutico.

El estudio de citotoxicidad de Azevedo, et al. (2014), indica que el extracto etanolico
de Dilodendron bipinnatum Radlk no se considera citotoxico en células CHO-k1
debido a que reportan un IC50 de 0.118 £+ 1.55 mg/mL. De acuerdo con esto, se
puede inferir que el extracto de Chenopodium murale no se considera citotéxico ya
que se requiere que tenga una concentracion 13 veces mayor para que cause el
mismo efecto citotdxico del extracto de Dilodendron bipinnatum Radlk (considerado
un IC50 altamente toxico de 0.0003 mg/mL). Adema4s, Froelich et al., (2007) indica
gue entre menor sea el valor de IC50 mayor es la citotoxicidad.

Los datos publicados sobre las propiedades citotoxicas y anticancerigenas de las

especies de Chenopodiaceae son limitados y de acuerdo con la literatura, C.
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ambrosioides es el mas activo en la inhibicién de la polimerizacion de cromosomas
humanos (Potawale et al., 2008 y Nascimento et al.,2006). Por otra parte Nowak et
al.,(2016) indican que extractos etandlicos de algunas especies de Chenopodium
(Chenopodium album, Chenopodium hybridum, Chenopodium rubrum vy
Chenopodium urbicum) podrian suprimir las células cancerosas que se multiplican
in vitro, desafortunadamente, sus propiedades a menudo van acompafiadas de una
alta toxicidad en los fibroblastos de la piel, por ello fue importante determinar la no
citotoxicidad Chenopodium murale, ya que su administracion serd via topica.

5.2.0 DISENO Y CARACTERIZACION DEL TRANSPORTADOR.

Las vesiculas fueron obtenidas de acuerdo con la seccién 4.3.1. a través del método
de inyeccion fria: mediante el autoensamblamiento de los lipidos, promovido por las
fuerzas hidréfobas de afinidad, las interacciones de Vander Waals, fuerzas de
hidratacion e interacciones electrostaticas que poseen las cadenas
hidrocarbonadas dispersas en el medio hidroalcohdlico. Las formulaciones de la
tabla 3 se caracterizaron de acuerdo con la seccion 4.4.

5.2.1. Morfologiay estructura.

5.2.1.1 Microscopia de contraste diferencial interferencial.

Se realiz6 microscopia de contraste diferencial interferencial (DIC, Nomarski), que
permite visualizar la estructura y morfologia transparente de los etosomas,
aprovechando los cambios del indice de refraccion.

En la tabla 14 se muestran las micrografias de las diferentes formulaciones de los
vehiculos etosomales. Los gradientes repentinos del indice de refaccién producen
el alto contraste y el efecto de relieve 3D que se muestran en las micrografias. La
esfericidad y curvatura de las siguientes imagenes es lograda por el cambio de la

dispersién de luz de acuerdo con Miyata et al., (1992).
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Tabla.- 14 Microscopias DIC de las formulaciones de etosomas Yy transetosomas antes y después del
proceso de extrusion observados a 80x y con filtro azul.
Etosomas
Vesiculas Vesiculas extruidas a 450nm.
A00  AOOM

Transetosas

A0 AOM

Transetosomas + Colesterol
' B10% ' B10% M

' C30% M




D50% D50 M '
E70% E70%M '

Los etosomas (A00) muestran una morfologia circular con deformaciones en la
circunferencia, ademas de ser translucidas lo que permite observar capas en toda
la estructura, lo cual concuerda don lo que describe Touitou y colaboradores en afio
2000.Los transetosomas (AO) se diferencian de los etosomas por contener tween
80; que funge como surfactante y estabilizador, en esta formulacion se observa una
estructura circular con mayor definicibn y un contraste alto que indica mayor

contenido de material, lo que hace que las vesiculas tengan menor transparencia,

sin embargo, aun se observan las multicapas como en los etosomas (A00). La

B ———————————————
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investigacién de Song et al., en 2012 indica que los transetosomas son vehiculos
gue conservan similitudes con los etosomas, sin embargo, poseen caracteristicas
de estabilidad y de morfologia esférica de los transfersomas (liposomas
ultraderformables), si se compara la micrografia AOO Y AO se puede observar que
los transetosomas tienen una superficie mas homogénea debido al surfactante
tween 80.

La constitucidn de los transetosomas hace que sean vehiculos adecuados para su
uso en piel debido a su alta permeabilidad, (Abdulbaqi et al., 2016), sin embargo,
poco se sabe, si adicionalmente compuestos como el colesterol pueden ayudar a
aumentar su estabilidad, como suelen hacerlo en vehiculos como los liposomas
clasicos. Por ello se utilizd el método de inyeccion fria para disefiar transetosomas
con tween 80 (AO) y aumentar el contenido de colesterol (B10%, C30%, D50%,
E70%), se plantearon concentraciones del 10% al 70% en relacion con el lipido, con
base a los estudios del colesterol en liposomas de Lopez-Pinto, (2005) y en el
estudio de etosomas transdérmicos de Zhu et al.,(2013).

En los transetosomas (B10%) que contienen colesterol, se observa una morfologia
circular definida con un alto contraste blanco que muestra vesiculas semisolidas. En
la estructura de la superficie se observan pequefias protuberancias que se
encuentra en todas las vesiculas a diferencia de las formulaciones A00 y AO. El
contenido de colesterol podria generar esas protuberancias que se observa en la
superficie de la vesicula, ya que en el estudio de Lopez-Pinto en 2005, indican que
en liposomas aumenta la rigidez.

Los transetosomas (C30%) muestras caracteristicas semejantes a B10%, sin
embargo, a partir de esta concentracibn se observa material no formado y
agregados debido al aumento del porcentaje de colesterol. Las formulaciones D50%
y E70% muestran muy poca cantidad de vesiculas formadas y se observa a muchas
de estas deformadas y con agregaciones. En el trabajo de Abdulbagqi et al., (2016),
se hace mencion que en vehiculos etosomales clasicos se puede admitir hasta un
70% de colesterol, sin embargo, en este trabajo a través de la microscopia DIC,
podemos inferir que la formacién de transetosomas con colesterol solo se lleva

forma adecuada a porcentajes menores del 30%.
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En la tabla 14 en la columna derecha se observan las formulaciones después del
proceso de extrusion a 450nm (de AOOM a E70%M), donde se observa de manera
dréstica el cambio de tamafio y la gran cantidad de vesiculas. También se aprecia
gue a partir de la muestra C30% las vesiculas tienden a deformarse y a mostrar
agregados.

5.2.1.2 Microscopia electrénica de barrido

Se empled como técnica complementaria la microscopia electrénica de barrido para
observar las vesiculas que fueron extruidas. Solo se evaluaron las formulaciones
AOOM, AOOM y B10%M debido a que son las que presentaron mejor estructura y
morfologia y poca deformacién en la microscopia DIC. Las micrografias de los
vehiculos mediante microscopia electrénica de barrido presentan aberraciones o
falta de resolucion para la distincion de los limites de la superficie, debido a la nula

conductividad de electrones que tiene matriz lipidica.

20 pm
5 kV x 1100 »3123/2047

Figura.- 10 Micrografia de AOOM (etosomas)
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La figura 10 muestra una gran cantidad de particulas lipidicas las cuales durante el
proceso de formacion se les adiciono grafito coloidal (conductor de electrones) con
el fin de obsérvalas por esta técnica. Se observa particulas blancas y agregaciones
gue son resultado de la deposicién de estas en un porta muestras (con cinta de
grafito) y llevadas a sequedad. En esta micrografia a 1100 aumentos se aprecia que
las particulas son inferiores a 20 micrometros. De acuerdo con Dayan, N., & Touitou,
en el afio 2000, este andlisis de la superficie tridimensional, indica que los etosomas

tienen una forma esférica cerrada.

2 pm
td. 15 kV x 7500

Figura.- 11 Micrografia de AOM (Transetosoma)

La figura 11 es una micrografia a 7500 aumentos de los transetosomas AOM que
contienen tween 80, cabe mencionar que se observa una gran cantidad de
agregados submicrométricos que preservan la forma vesicular y que resaltan en
color blanco debido a la cantidad de grafito que atraparon durante su formacién. En
esta microscopia se pudo obtener mas informacion de la superficie, en comparacién

a los etosomas (A0). De acuerdo con Dayan & Touitou (2000), la obtencién de este
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tipo de micrografias permite identificar la esfericidad en etosomas, y con la
micrografia de la figura 11 podemos confirmar que los transetosomas también
pueden ser analizados por esta técnica. Ademas, en esta micrografia se pudo
observar que las caracteristicas fisicoquimicas no cambiaron, después de la
preparacion y 15 dias de almacenamiento, indicando estabilidad coloidal y
estructural, lo que con cuerda a lo reportado en micrografias de etosomas por He et
al., (2009).

2 um
kV x 11000 3/22/2017 000029

Figura.- 12 Micrografia electronica de barrido de B10 % (transetosoma+ colesterol)

En la figura 12 se observan vesiculas semiesféricas que corresponden a los
transetosomas con 10% de colesterol, se observa una menor definicion de las
vesiculas respecto a los transetosomas, esto se debe posiblemente a una mayor
carga estatica superficial causada por un mayor atrapamiento de grafito y que esta
relacionado a lo que describe Zhu et al., (2013); indicando que el colesterol puede

aumentar la eficiencia de atrapamiento de los compuestos.
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Se puede observar que las vesiculas son lisas como lo menciona Bisht et al., (2017)
en su investigacion con etosomas, sin embargo, con la técnica DIC, se observa una

superficie con protuberancias, debido a que esta se encuentra en solucién acuosa.

5.2.2.0 Caracterizacion de tamarfio y distribucién de glébulo.

5.2.2.1 Tamarfo de diametro promedio de la vesicula.

Se utilizé este el tamafio promedio de particula porque es un pardmetro primario y
el mas estable producido por la técnica de dispersion de luz dinamica (DLS), debido
a que es un parametro hidrodinamico y, por lo tanto, sélo es aplicable a las particulas
en una dispersion de moléculas en solucion. Este parametro es el mejor valor para
reportar cuando se usa en un ajuste de control de calidad como se define en la ISO
13321 y recientemente en la ISO 22412, Xu, (2008).

En la figura 13 se muestra el tamafio promedio de vesicula de tres formulaciones
(A0O0, A0, B10%) antes y después del ser sometidas a un proceso de extrusion con
poro de 450nm, resultando que los transetosomas A0O son los de mayor diametro
con un valor de 625.75 £0.07nm y los de menor tamafio son los transetosomas
B10% con un valor de 536.6 £1.20 nm. En las muestras extruidas los etosomas AOM
resultaron con el mayor tamafio de diametro (531.55 +7.79) y los de menor tamafio
fueron los transetosomas con 10% de colesterol (311.15 +3.53).

Que el tamafio sea inferior a un micrometro en las tres formulaciones es atribuido al
contenido de etanol del 15%. La interpenetracién de la cadena de hidrocarburos del
etanol conduce a una reduccion en el espesor de la membrana vesicular y, por lo
tanto, reduce el tamafo vesicular, de acuerdo con Li et al., (2012), a mayor
contenido de etanol menor tamafio de particula (teniendo como limite 50% de
etanol). Investigadores como Fang et al., (2008) han propuesto que el etanol
modifica la carga neta de los sistemas en algun grado de estabilizacion estérica,

gue podria conducir a una disminucion en el tamafio de vesicula media.
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El tamafio inferior de los transetosomas AO y B10% respecto al Etosoma A00 puede
ser atribuido a lo que reporta Song et al., (2012); la incorporacién de tween 80 en
sistemas etosdmicos reduce el tamafio vesicular y mejorar la estabilidad del sistema
y los efectos de tween 80 en el sistema etosomal se deben principalmente a su
propiedad de solubilizacion.

Los transetosomas con colesterol (B10%) son las vesiculas de menor tamafio ya
gue al aumentar la cantidad de colesterol, el tamafio de particula disminuye. De
acuerdo con Kasetvatin et al., (2015), el colesterol que se encuentra en la bicacapa
de las vesiculas mejora la densidad de empaqguetamiento lateral, reduciendo asi el

volumen libre de la fase hidrofébica.
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Figura.- 13 Tamafio de diametro promedio de los vehiculos.

Los resultados representan promedio + desviacion estandar de una n=3 y cada ensayo tiene 27
mediciones.

5.2.2.2 indice de polidispersidad.
EL indice de polidispersidad (IPD) indica el grado de variacién, o amplitud de una

campana gaussiana que representa el tamafio de didmetro de particula. Este indice

de polidispersidad es adimensional y escalado de tal manera que los valores a 0.7
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indican que la muestra tiene una distribucién de tamafios muy amplia y no es
adecuada para la técnica de dispersion dinamica de la luz (DLS). Los calculos para
estos parametros se definen en la norma ISO 13321: 1996 e ISO 22412: 2017.

La tabla 15 indica valores del IPD inferiores a 0.7 en las tres formulaciones. Se
observa que después del proceso de homogenizacién se reduce hasta en un 50%
el IPD en la muestra B10%. Los etosomas A0Q y extruidos AOOM son la formulacion

con menor IPD con valores de 0.531+0.02 y 0.47+0.01 respectivamente.

Tabla.- 15 Tamafio promedio, indice de polidispersidad (IPD) y porcentaje de polidispersidad

Nombre Formula Didmetro promedio IPD
(nm) (u.a)

FC:TN:CI
Etosoma A0O 100:0:0 625.75 +0.07 0.35+0.06
Etosoma AOOM 100:0:0
Extruido 496.95 +7.14 0.318+0.01
Transetosoma AO 100:0:10 578.85 +0.49 0.531+0.02
Transetosoma extruido 100:0:10
AOM 531.55 +7.79 0.47+0.01
Transetosoma B10% 100:10:10 536.6 £1.20 0.65+0.08
Transetosoma extruido 100:10:10
B10%M 311.15 +£3.53 0.32+0.05
Los resultados representan promedio + desviacidn estandar de una n=3 y cada ensayo tiene 27

mediciones.

De acuerdo con Akhtar & Pathak (2012), los etosomas AO0O y transetosoma B10%
preservan una distribucion homogénea de particulas dentro de la formulacién, ya
que tienen un valor IPD cercano a 0.3, mientras que AO tiene una distribucion

heterogénea porgque sobrepasa este valor.

5.2.2.3 Distribucion de intensidad de tamafo.

El resultado de primer orden de un experimento DLS es una distribucion de
intensidad de los tamafios de particula. La distribucion de intensidad se mide
naturalmente de acuerdo con la intensidad de dispersion de cada fraccién de

particula o familia. Para materiales o polimeros bioldgicos, la intensidad de
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dispersién de particulas es proporcional al cuadrado del peso molecular (Dynamic-
lights-cattering, 2017).

L D T R R R LR R :
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Figura.- 14 Grafica bimodal representativa de las mediciones de las vesiculas

En la figura 14 se observa un comportamiento bimodal de las vesiculas en las tres
formulaciones, que esta relacionado a los valores que se observan en la tabla 16.
Estos valores indican que los etosomas, transetosomas y transetosomas mas
colesterol tienen una intensidad de dispersién (A) que supera el 80%, que
corresponde a tamafios de diametro que van de los 500 a los 1000 nm y cerca del
10% de intensidad de dispersion (B) esta relacionado a diametros de particula
cercanos a los 100nm.

En el disefio de vehiculos etosomales se busca tener tamafios homogéneos, en
este trabajo se recurrid a un proceso de extrusion con un poro inferior a 450nm,
para lograr el cometido. Sin embargo, podemos observar que antes y después del
proceso de extrusion existen vesiculas con tamafos inferiores a 100nm. En trabajos
posteriores se puede recurrir a membranas de menor poro u otro método para

aumentar la uniformidad (Weissig, 2010).
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Tabla.- 16 Intensidad de la distribucion de tamafios

Nombre Formula Diametro % de Diametro % de
A(nm) intensidad B(nm) intensidad
A B
FC:TN:Cl
Etosoma AOO  100:0:0 1029.9 £96.30 91.77 86.9+3.20 8.23
Etosoma 100:0:0 751.4 £0.21 98.3+2.53
AOOM
Extruido 92.53 6.00
Z‘Bansetosoma 100:0:10 1047 +22.62 92.10 132.9+19.51 790
Transetosoma 100:0:10 @ 949.8 +56.42 8107 77.9+16.30 11.67
extruido AOM
Transetosoma 100:10:10 636.9 +41.93 82.9+29.62
extruido
B10% 87.77 12.23
Transetosoma 100:10:10 548.6 +20.57 88.4+11.70
extruido
B10%M 82.93 16.53
Los resultados representan promedio * desviacion estandar de una n=3 y cada ensayo tiene 27
mediciones.

La distribucion de tamafo permitio corroborar la diferencia de tamafios que
observamos tanto en la microscopia DIC como en la MEB, ademéas revela que con
el método de inyeccion fria y sin proceso de extrusion se pueden alcanzar tamafios
de 78 nm.

5.2.3. Estabilidad de las vesiculas, Potencial { y movilidad electroforética

La potencial zeta es una medida de la magnitud de la repulsibn o atraccion
electrostatica (o de carga) entre las particulas, y es uno de los parametros
fundamentales que se sabe que afectan la estabilidad de vesiculas como los

etosomas y transetosomas (Abdulbagi et al., 2016).
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Figura.- 15 Estabilidad de las vesiculas medida mediante el potencial Z

Los resultados representan promedio + desviacion estandar de una n=3 y cada ensayo tiene 27
mediciones.

La figura 15 indica que las tres formulaciones (A0O, A0, B10%) y las muestras
extruidas son estables debido a que se encuentran fuera del rango de moléculas
inestables que comprende de -30mV a 30+mV, un valor negativo fuera de este
rango indican una carga superficial negativa y un valor positivo una carga superficial
positiva (Sabeti et al., (2014). Siendo los transetosomas AOOM la formulacién méas
estable con un valor de -41.55+0.21 mV. La carga vesicular influye en las
propiedades vesiculares de estas formulaciones, como la estabilidad y la interaccion
vesicula-piel. La presencia de etanol en los etosomas y transetosomas cambia la
carga vesicular de positiva a negativa y esta carga negativa incrementa al aumentar
la concentracion de etanol de acuerdo con Touitou et al., (2000) y Dubey et al.,

(2007), ya que el etanol actua como un proveedor de carga negativa para la
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superficie de las vesiculas, evitando asi la agregacion del sistema vesicular debido
a la repulsion electrostatica.

Por otra parte, en trabajos de etosomas de Song et al., (2012) y Bragagni et al.,
(2012) indican que el Tween 80 mejora la estabilidad del sistema y las propiedades
de permeacion de la piel, debido principalmente a su propiedad de solubilizacion y
la prevencion de la fusion de vesiculas. Sin embargo, los transetosomas y
transetosomas + colesterol, que contienen Tween 80, tuvieron una carga menor
respecto al etosomas A00. Esto se puede deber a que existe una interaccion en la
superficie de los transetosomas, donde el tween 80 puede estar reduciendo el

espacio disponible para el etanol, modificando asi la carga superficial del vehiculo.

Respecto al contenido de colesterol, Lépez-Pinto et al., (2005) reportan que la
incorporacion de colesterol en la formulacion de etosomas (usan una formula como
A00 + colesterol) aumentaba la estabilidad vesicular y la rigidez, en nuestro trabajo
observamos que los transetosomas (A0) tienen un compartimiento similar ya que al

adicionar colesterol (B10%) aumenta la carga superficial de -5 a -7 mv.

Tabla.- 17 Potencial Zy movilidad electroforética de las vesiculas

Nombre Formula Potencial Z Movilidad e.
(mv) (ummc/Vs)
FC:TN:CI
Etosoma A0O 100:0:0 -38.25+0.56 -3+0.09
Etosoma AOOMExtruido 100:0:0 -41.55+0.21 -3.28+0.02
Transetosoma AO 100:0:10 -33.70+0.28 -2.62+0.07
Transetosoma extruido AOM 100:0:10 -30.43+0.41 -2.36+0.03
Transetosoma extruido B10% 100:10:10 -38.60+0.98 -2.89+0.13
Transetosoma extruido B10%M 100:10:10 -37.15+0.42 -2.85+0.05

Los resultados representan promedio * desviacion estandar de una n=3 y cada ensayo tiene 27

mediciones

En la tabla 17 muestra los resultados obtenidos de la movilidad electroforética que
esta relacionado a la velocidad que tienen las particulas o moléculas en el medio

gue las contiene, en este caso en particular un medio hidroalcohdlico. Los etosomas
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A00 son los que tienen mayor movilidad electroforética de -3+0.09 y extruidos con
un valor de -3.28+0.02 ummc/Vs. La figura 16 muestra una desviacion estandar
menor en las formulaciones extruidas, esto indica que la velocidad de la particula
se mantiene estable después del proceso de homogenizacion (Dynamic-lights-
cattering, 2017).

De acuerdo con Chen, (2010) en la bicapa de las vesiculas, algunas de las
moléculas constituyente de los lipidos pueden tener carga debido a la disociacion
de sus grupos ionizables. Por lo tanto, la caracterizacion de las propiedades de
carga superficial bajo diversas condiciones es de importancia fundamental para
aplicaciones de liposomas, ademas indica que el efecto capacitivo puede mejorar la

migracion de un liposoma.
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Figura.- 16 Movilidad electroforética de las vesiculas.

Los resultados representan promedio * desviacion estandar de una n=3 y cada ensayo tiene 27

mediciones
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5.2.4. Deformabilidad de las vesiculas lipidicas.

El principio de este experimento se basa en la alteracion del tamafio de la vesicula
al pasar a traves del filtro de policarbonato que tenia un tamario de poro de 450 nm.
Siendo la deformabilidad el cambio en el tamafio o forma de un cuerpo debido a
esfuerzos internos producidos por una o mas fuerzas aplicadas sobre el mismo, se
calculo la deformabilidad de las vesiculas de las tres formulaciones expresando los

resultados en porcentaje.

Tabla.- 18 Resultados de deformabilidad en base al tamafio promedio de diametro

Nombre Formula Deformabilidad
(%)
FC:TN:CI
Etosoma A0O 100:0:0 20.58
Transetosoma A0 100:0:10 8.17
Transetosoma extruido B10% 100:10:10 42.01

Los resultados representan promedio + desviacion estdndar de una n=3 y cada ensayo tiene 27

mediciones

Los transetosomas con un tamafio inicial 578.85 +0.49 nm atravesaron la membrana
con un poro de 450 nmy lograron conservar un tamafo de 531.55 £7.79 nm. Por lo
cual los transetosomas A0 son los vehiculos que tienen mayor elasticidad indicado
en la tabla 18 un porcentaje de deformabilidad menor respecto a los vehiculos A0O
Y B10%.

En la investigacion de Kasetvatin et al., (2015) obtuvieron liposomas elasticos con
un valor 14.7% de deformabilidad y un tamafio de 742nm, en este trabajo logramos
obtener vehiculo mas eléstico (8.17% deformabilidad) y con un tamafio de 530 nm.
El responsable de una mayor elasticidad en los transetosomas (AO) es el surfactante
Tween 80 que actla como un "activador de superficie” que desestabiliza los lipidos
de las bicapas y aumenta la deformabilidad de la vesicula, Zhang et al., 2012.

Ya que los transetosomas combinan las ventajas de los etosomas clasicos y los
liposomas deformables (transfersomas), (Ainbinder y Touitou, 2011), los

transetosomas A0 obtenidos pueden deformarse hasta un décimo de su didmetro y
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penetrar espontaneamente el estrato corneo, como lo hacen los transfersomas
reportados por Cevc, et al., (2008).

Por otra parte, los etosomas (A00) son considerados vehiculos deformables debido
al contenido de etanol, mostrando mejor permeabilidad en la piel y mejores perfiles
de estabilidad en comparacién con los liposomas clasicos, Touitou (2000).

Los transetosomas+ colesterol (B10%), en esta investigacion son los vehiculos con
menor elasticidad, a pesar de que con tienen surfactante. El responsable de la
disminucién de la elasticidad es el colesterol, ya que, debido a su estructura
guimica, logra compactar las bicapas lipidicas de la vesicula y aumenta la rigidez

de la estructura, Lépez-Pinto, (2005).

Tabla.- 19 Deformabilidad en base a la intensidad de tamafio del diametro A.

Nombre Formula Deformabilidad
(%)
FC:TN:CI
Etosoma A0O 100:0:0 27.03
Transetosoma AO 100:0:10 9.28
Transetosoma extruido B10% 100:10:10 13.86

Los resultados representan promedio + desviacion estdndar de una n=3 y cada ensayo tiene 27

mediciones

Los resultados obtenidos en la tabla 19 fueron calculados con base a la intensidad
de tamafio del diametro A. Esto con el fin de observar como se comportaria la
elasticidad, si el diametro de particula fuera totalmente homogéneo. Sin embargo,
resulto que los transetosomas A0, siguen siendo los mas elasticos, considerando la

fraccion de particulas de tamafio cercano a los 1000nm.

5.2.5 Andlisis estructural mediante FT- IR en la formulacion de liposomas

La espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR) es una técnica muy
utilizada para estudiar cambios del estado liotropico de membranas biol6gicas tanto

naturales como artificiales (Cabrera et al., 2016).
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Figura.- 17 Espectro infrarrojo de transetosomas A0 en suspensién acuosa (suspension) y en estado
solido (matriz).

La figura 17 muestra el espectro infrarrojo transetosomas constituidos por lecitina
de soya y Tween 80 en una solucion hidroalcohdlica (suspension) y en estado sélido
(Matriz). EIl espectro de la suspension indica una fuerte sefial en las bandas de
3700-3100 y 1700-1600 cm™ que corresponden al grupo O-H de estiramiento, lo
gue indica la presencia de agua, que no permite la identificaciéon de los grupos
funcionales de los precursores. Sin embargo, la amplitud del pico ubicado en
aproximadamente en 3700 cmindica una interaccién de los grupos O-H del agua
y de los componentes de lecitina de soya (Popova et al., 2016).

El espectro de Matriz muestra vibraciones de tension correspondientes a los enlaces
C-H del residuo acilo de los fosfolipidos que dan lugar a bandas de absorcion en la

region de 2800-3100 cm. Las bandas mas fuertes en el espectro de un fosfolipido
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son, generalmente, las correspondientes a las de tension antisimétrica (2920 cm™)
y simétrica (CH2 2850 cm™) del grupo -CH2. Los picos 1742 y 1728 cm™ son
caracteristicos de los grupos carbonilos de la fosfatidilcolina.

Cuando las membranas pasan de fase gel a fase liquido cristalinos, estas bandas
vibraciones muestran un corrimiento del maximo de absorcién a numero de onda

mayores, cambiando su posicion en el espectro. (Cabrera et al., 2016)
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Figura.- 18 Espectro infrarrojo de etosomas AO en suspensién y suspension extruidos AOM, llevados a
sequedad.

La figura 18 muestra es espectro infrarrojo de AO (suspensién) y el espectro de los
AOM (suspension extruida), ambos espectros muestran los mismos picos. Sin
embargo, el pico 1750 cm representa el estiramiento C = O del enlace éster donde
la cadena de hidrocarburo se une con el grupo de la cabeza de los fosfolipidos. La

aparicion los picos de 1750 cm 1, indica que el grupo de cabeza esta mas confinado
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(es decir, tiene una mayor amplitud de unién de hidrégeno). Los liposomas
multilamelares tienen un radio mayor que los liposomas unilamelares, dando como
resultado una menor torsién aplicada a las moléculas adyacentes. Como resultado,
en una configuracion de vesiculas multilamelares, las moléculas adyacentes estan
mas préximas e interactian mas altamente entre si. (Rutherford et al., 2011). Este
analisis FT-IR, de forma general indica que después del proceso de microfiltracion
se puede disminuir la cantidad de capas del liposoma y preservar la identidad
macromolecular.

En la figura 19 se aprecian los espectros de AOM, AOOM Y B10M%, los cuales
comparten las mismas bandas descritas de la figura 17, lo que indica la presencia

de las vesiculas lipidicas en las formulaciones (Popova et al., 2016).
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Figura.- 19 Espectro infrarrojo de formulaciones en suspension extruida (A00, A0, B10%)
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5.3.0 DISENO Y CARACTERIZACION DEL ENCAPSULADO.

5.3.2.0 Caracterizacion de tamafio y distribucién de glébulo.

5.3.2.1 Tamafo de diametro promedio de la vesicula.

Se determiné el tamafio promedio de particula mediante la técnica DLS, como en la
seccion de 5.2.2.1, con el fin de observar si existe un cambio en el tamafio después
de atrapar el extracto microfiltrado de Chenopodium murale.

En la figura 20 se muestra el tamafio promedio de vesicula de tres formulaciones
(AOOE AOE, B10E%) antes y después del ser sometidas a un proceso de extrusion
resultando que los transetosomas AOOE son los de mayor diametro con un valor de
748.93+11.73 y a la vez los de menor tamafio después de la extrusibn AOOEM con
un valor de 433.00+11.90 nm. Este comportamiento puede ser debido al
atrapamiento del extracto, el cual puede aumentar el tamafio de didmetro de la
vesicula y a consecuencia de los componentes del extracto, como lo esteroles,
puede aumentar la rigidez de la vesicula, lo cual provoca que después del proceso
de extrusion, solo se recuperen vesiculas inferiores al tamafio de poro de 450nm
(quedando atrapadas o destruidas las vesiculas superiores al diametro de poro de
la membrana),(Kasetvatin et al., 2015; Weissig,2010; Paolino et al., 2012).

Los tamafios de diametro aumentaron en las tres formulaciones cuando se compara
con los vehiculos vacios (no extruidos). Sin embargo, los transetosomas AOEM
(extruidos) mantienen un valor semejante al de AOM (transetosomas vacios), 531.55
+7.79 y 522.33+3.59 respectivamente.

La conservaciéon del tamafio de vesicula después del proceso de atrapamiento es
importante ya que se pretende utilizar los vehiculos de manera topica y transdérmica
donde se requieren tamafios submicrométricos. Existen casos como el que presenta
Paolino et al., (2012), donde se parte de un tamafo de etosoma de 131 + 13 nmy
aumenta a 751.3 + 38.34 nm después de encapsular el farmaco Paclitaxel, este

cambio drastico afecta directamente en la administracion del farmaco.
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Figura.- 20 Tamafio de diametro promedio de los vehiculos.

Los resultados representan promedio * desviacion estandar de una n=3 y cada ensayo tiene 27

mediciones.

5.3.2.2 indice de polidispersidad.

EL indice de polidispersidad (IPD) de los vehiculos obtenidos se observa en la tabla
20, con el formato de la seccion 5.2.2.2. donde se describieron los vehiculos vacios.
En las tres formulaciones aumento el IPD, incluso después del proceso de
homogenizacion, siendo los transetosomas extruidos AOME (0.52+0.06) los
vehiculos mas homogéneos después del atrapamiento del extracto y manteniendo

un valor cercano al del vehiculo vacio AOM (0.47+0.01).
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Tabla.- 20 Tamafio promedio, indice de polidispersidad (IPD) y porcentaje de polidispersidad.

Nombre Formula Diametro promedio IPD
(nm) (u.a)
FC:TN:CI

Etosoma AOOE 100:0:0 748.93+11.73 0.70+0.01
Etosoma AOOEM 100:0:0 433.00+11.90 0.63+0.09
Extruido

Transetosoma AOE 100:0:10 685.03+1.48 0.69+0.02
;BaMnEetosoma extruido = 100:0:10 592 33+3.59 0.52+0.06
Transetosoma B10%E 100:10:10 628.73+10.75 0.85+0.04
Transetosoma extruido 100:10:10 451 37+7 28 0.60+0.08

B10OME
Los resultados representan promedio + desviacidn estdndar de una n=3 y cada ensayo tiene 27

mediciones.
5.3.2.3 Distribucion de intensidad de tamanfo.

En la figura 21 se observa un comportamiento bimodal de las vesiculas en las tres
formulaciones (AOOE AOE, B10E%) antes y después del ser sometidas al proceso
de extrusién. En comparacion a la figura 14 de la seccion 5.2.2.3, se observa la
ampliacion de los picos que describen la intensidad de tamafio, incluso se denota el
solapamiento de estos. En general se observo la disminucion de la homogeneidad
de particula debida debido a la incorporacion del extracto de Chenopodium murale.
De acuerdo con lo que describe Akhtar & Pathak (2012), podemos inferir que los
transetosomas AOM al atrapar el extracto pasan de ser una distribucibn homogénea

a una heterogénea ya que sobrepasan el valor de 0.3 de IPD.
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Figura.- 21 Grafica bimodal representativa de las mediciones de las vesiculas
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5.3.3. Estabilidad de las vesiculas, Potencial { y movilidad electroforética.

En este ensayo a diferencia de la seccion 5.2.3.1, se analizaron solo los vehiculos
extrudios. En la figura 22 se puede observar que los tres encapsulados (AOOEM,
AOEM y B10%ME) son estables debido a que se encuentran fuera del rango de

moléculas inestables que compren de -30mV a 30+mV, (Sabeti et al., 2014).

Es importante resaltar que los etosomas AOO vacios aumentaron -6 mV, los
transetosomas + colesterol B10% permanecieron igual y los transetosomas AO,
aumentaron -15 mV, cuando se adiciono el extracto. Esto indica un aumento
importante en la estabilidad de este dltimo vehiculo, ya que como se habia
mencionado; el etanol actia como un proveedor de carga negativa para la superficie
de las vesiculas, evitando asi la agregacion del sistema vesicular debido a la
repulsion electrostatica, (Touitou et al., 2000 y Dubey et., 2007). Podemos inferir
que el extracto de Chenopodium murale, puede mejorar la estabilidad de los
transetosomas AOEM debido a que la extraccidon fue etandlica y los metabolitos
obtenidos tienen afinidad por este solvente, ademas de que tiene un alto contenido

de esteroides que pueden favorecer a el aumento de cargas negativas.

Tabla.- 21 Potencial Zy movilidad electroforética de las vesiculas

Nombre Formula Potencial Z Movilidad e.
(mv) (ummc/Vs)
FC:TN:Cl
Etosoma AOOME Extruido 100:0:0 -47.600+0.529 -3.73+0.016
Transetosoma extruido AOME 100:0:10 -45.100+0.212 -3.3+0.0156
Transetosoma extruido B10%ME 100:10:10 -37.15+0.1414 -2.85+0.006

Los resultados representan promedio + desviacidn estandar de una n=3 y cada ensayo tiene 27

mediciones

La tabla 21 y la figura 22 muestra los resultados obtenidos de la movilidad
electroforética que esta relacionado a la velocidad que tienen las vesiculas. Se
encontré que para los encapsulados AOOME y AOME, la velocidad aumento respecto

a sus vehiculos (AOOM Y AOM) vacios, sin embargo, el encapsulado B10%ME
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permanecié con el mismo valor. EL aumento de la movilidad electroforética en los
encapsulados puede estar relacionada al contenido de extracto, por otra parte, el
comportamiento del encapsulado B10%ME puede deberse al contenido de
colesterol que aumenta rigidez de la estructura vesicular (Lépez-Pinto et al., 2005 y

Limsuwan et al., 2012).
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Figura.- 22 Movilidad electroforética de las vesiculas.

Los resultados representan promedio + desviacidn estdndar de una n=3 y cada ensayo tiene 27

mediciones

5.3.4. Deformabilidad de las vesiculas lipidicas.

Como ya se habia discutido anteriormente en la seccién 5.2.3.1, la importancia de
la elasticidad en las vesiculas lipidicas radica en que estas sean capaces
deformarse hasta un décimo de su diametro y penetrar el estrato corneo (Touitou,
2000).
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Tabla.- 22 Deformabilidad de vesiculas lipidicas.

Nombre Formula Deformabilidad
(%)
FC:TN:ClI
Etosoma AOOE 100:0:0 42.18+0.543
Transetosoma AOE 100:0:10 23.75+.986
Transetosoma extruido B10E% 100:10:10 28.21+077

Los resultados representan promedio * desviacion estandar de una n=3 y cada ensayo tiene 27

mediciones

Comparando los valores de la tabla 22 y la tabla 18 podemos confirmar que hubo
una disminucion de la elasticidad en los encapsulados, indicando un 22% mas de
deformabilidad para A0O, 15% para AO y un 14% para B10%. Debido a que en la
seccién en la seccién 5.2.3.1, ya se ha descrito la interaccion de los materiales
usados respecto a la elasticidad, podemos deducir que este cambio es atribuido a
la presencia del extracto microfiltrado de Chenopodium murale.

Es importante mencionar que el encapsulado que sigue siendo el mas elastico es el
transetosoma AOEM, debido al contenido de Tween 80 que aumenta la
deformabilidad de la vesicula, (Zhang et al., 2012).

5.3.5. Capacidad de atrapamiento del extracto de Chenopodium murale

Este ensayo permitié conocer cual es el vehiculo que puede atrapar una mayor
cantidad del extracto de Chenopodium murale. En la tabla 23 encontramos que
después del proceso de extrusion, disminuye la capacidad de atrapamiento, debido
a que hay una reduccion del tamafio de vesicula (Bhadra et al., 2012). Los
transetosomas + colesterol (B10%E) son los vehiculos con mayor capacidad y
eficiencia de atrapamiento, atribuido al contenido de colesterol de acuerdo con lo
gue reportan Limsuwan y Amnuaikit, (2012). Sin embargo, al ser extruidos estas
propiedades disminuyen drasticamente, dejandolo por debajo de los dos vehiculos
restantes.

Los transetosomas AOEM, son las vesiculas con mayor eficiencia y capacidad de
atrapamiento después del proceso de extrusion y mantiene valores cercanos a la

capacidad inicial (AOE).
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Tabla.- 23 Capacidad de atrapamiento de extracto de Chenopodium murale.

Transportador Capacidad de atrapamiento (ug de Eficiencia de

extracto seco /mL de suspension) atrapamiento (%)

Etosoma AOOE 22.44+2 .12 74.81
Etosoma AOOEM 11.27+.071 37.56
Extruido

Transetosoma AOE 23.73+2.00 79.11
Transetosoma extruido 19.01+0.58 63.35
AOME

Transetosoma B10%E 28.68+2.00 95.58
Transetosoma extruido 9.55+1.29 31.82
B10OME

Los resultados representan promedio + desviacion estandar de una n=6.
5.3.6. Transetosoma (AOEM) como transportador de Chenopodium murale.

A partir de esta seccion de trabajo solo se mostraran los resultados del encapsulado
AOEM, ya que en base a todos los analisis de caracterizacion del transportador y
del encapsulado, se decidid que es el vehiculo con mejores caracteristicas para
transportar el extracto etandlico de Chenopodium murale, orientado a una
administracion dérmica y transdérmica. La tabla 24 condensa la informacion mas

relevante sobre el Transetosoma AOEM.

Tabla.- 24 Datos de caracterizacion del transetosoma AOEM como transportador.

Nombre Formula Diametro IPD Potencia Z Deformabili Eficiencia
FC:TN:Cl:  promedio( (u.a) (mV) dad (%). de
Ex nm) atrapamie
nto (%).
Transetoso @ 100:0:10: 522.33+3.5 0.52+0. 45.100+0. 23.75+.986 63.35
ma AOEM 2 9 06 212
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5.3.7. Morfologia y estructura.

Se empled la microscopia de contraste diferencial interferencial (DIC, Nomarski),
gue permite visualizar la estructura y morfologia transparente de los transetosomas
descrita en la seccion 5.2.1.1, ademas se emple6 como técnica complementaria la
microscopia electrénica de barrido para observar las vesiculas submicrométricas,
como se describe en la seccion 5.2.1.2.

La figura 23 permite corroborar en la micrografia A, que después del atrapamiento
del extracto, se conserva la morfologia esférica de AOM, sin embargo, a diferencia
de los transetosomas sin extracto, se percibe que la estructura no es traslucida y la
superficie presenta irregularidades. La micrografia B mediante MEB permite ver la
superficie tridimensional que indica que los transetosomas conservan una forma
esférica cerrada después del proceso de encapsulacién, ademas se aprecia que la

vesicula tiene tamafio submicrométrico, (Touitou, 2000).

Figura.- 23 Micrografias de encapsulado AOEM, micrografia mediante DIC a 80x (A) y micrografia
mediante MEB a 15000x (B).

5.3.8. Andlisis estructural mediante FT- IR del encapsulado.

La figura 24 muestra los espectros IR, del encapsulado AOE y del extracto
microfiltrado de Chenopodium murale, es posible observar el solapamiento de los

picos del extracto en el espectro del encapsulado (debido a la baja concentracion
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del extracto en la suspension de transetosomas), que de acuerdo con Abdelghany
et al.,, (2015) se encuentran en 1050, 1390, 1625, 2922, 3440 cm-1 Yy que
corresponden a los grupos C-H en el plano de arométicos, C-N de la amina
aromatica, grupos carbonilo (C = 0O), CH2 asimétrico y grupo -COOH
respectivamente. El ovalo verde indica que el pico a 1625 cm-1, es perteneciente al
extracto de Chenopodium murale y este podria servir de referencia para monitorear

si el proceso de atrapamiento se llevé acabo.
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Figura.- 24 Comparacion del espectro IR del encapsulado AOE y del espectro IR del extracto.
En la figura 24 se compara el espectro infrarrojo del extracto etandlico de

Chenopodium murale antes y después de encapsular. Para este ensayo se recurrid

a utilizar el método 4.6.1, para recuperar el extracto contenido en las vesiculas.
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El resultado indica que se preserva la identidad macroestructural del extracto
después de ser encapsulado; se observan bandas de absorcién con un maximo a
1233 cm-1 que se asigna al estiramiento de los anillos de pirano, tipicos de los
compuestos flavonoides, otras bandas que permanecen entre 1300 y 1380 cm-1
asignadas al enlace C-0O, que muestra deformidades angulares de fenoles (Ortega,
et al., 2007), Sin embargo, se observa una ligera disminucion de los picos debido a

la baja concentracion recuperada.
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Figura.- 25 Espectro infrarrojo del extracto de Chenopodium murale antes y después de encapsular.
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5.3.9. Comprobacién de la encapsulacion mediante microscopia de
fluorescencia.

La comprobacion de atrapamiento del agente activo es muy importante, ya que
permite confirmar que se llevé a cabo la encapsulacion de la sustancia de interés
(Weissing, 2010). En esta investigacion se comprobé el atrapamiento del extracto
de Chenopodium murale mediante el ensayo de eficiencia de tratamiento
(espectrofotometria) y el ensayo de espectrometria infrarroja, sin embargo, la
microscopia de fluorescencia permite hacer una comprobacion visual de la

distribuciéon de extracto.

C

Figura.- 26 Microscopia 6ptica de campo claro (A), de fluorescencia (B) de AOEM y microscopia de
campo claro (C) de AOM (vehiculo vacio ) a 80x,

En la figura 26 se aprecia en la micrografia (A) la presencia de los transetosomas
con extracto etandlico de Chenopodium murale, se observa un color verde en el
interior de la vesicula causado por el atrapamiento del extracto. En la micrografia
(B) mediante fluorescencia podemos observar como los transetosomas adquieren
una coloracion roja, debido a que el extracto presenta una alta fluorescencia. Esta
propiedad es atribuida al alto contenido de clorofila del tipo A y B de la planta de
Chenopodium murale (Mechan et al., 2010). En la micrografia (C) se aprecian los
vehiculos vacios como control.

Mediante microscopia Optica observamos que la distribucion del extracto se
encuentra en el centro acuso del transetosoma y mediante fluorescencia

constatamos que el extracto también se encuentra en la superficie.
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En otros trabajos como en los de Dubey et al., (2007) y Tyagi et al., (2015), utilizan
rodamina roja la cual permite hacer un contraste fluorescente para observar las
vesiculas lipidicas. En contraste los encapsulados que se obtuvieron en este trabajo
no requieren un componente adicional para ser monitoréalos mediante microscopia

de fluorescencia.

5.3.10 Ensayo de permeabilidad en piel mediante microscopia de
fluorescencia.

Se us06 microscopia de fluorescencia para confirmar la capacidad de penetracion en
la piel de los liposomas elasticos. La micrografia A, B y C de la figura 27 son
secciones representativas de la piel dorsal de una rata Fisher, donde se aplico el
extracto etandlico microfiltrado, los encapsulados (AOEM) y el control (sin
tratamiento) respectivamente. Después de una hora con el tratamiento, podemos
observar que en la dermis en (A) se exhibe una coloracién naranja y en (B) una
coloracién roja, estas tonalidades se deben a la florescencia que emite el extracto,
en (C) se observa una tonalidad blanca debida a la piel sin tratamiento . Al aumentar
la concentracion del extracto en la dermis se observan tonalidades fuertes de color
rojo. Esto indica que hay una mayor permeabilidad de el extracto encapsulado en
comparacion al extracto sin encapsular, (Montes et al.,2007; Dubey et al., 2007;
Tyagi et al., 2015).

Figura.- 27 Micrografias de fluorescencia a 40x. de piel expuesta a los tratamientos; (A) extracto, (B)
encapsulados y (C) control (sin tratamiento).

La baja permeabilidad de extracto puede ser debida su baja solubilidad y
biodisponibilidad (Medina et al., 2004). De acuerdo con Alexander et al., (2016) los
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vehiculos liposomales como AOOEM aumentan la permeabilidad de extractos de
plantas debido a su biocompatibilidad, tamafio, estabilidad y la eficacia de carga del
farmaco para compuestos hidrdfilos, lipofilos y anfifilicos.

La incorporacion de moléculas de extractos herbales a los fosfolipidos de la
fosfatidilcolina generan un complejo que mejora la permeabilidad del extracto. Esto
a su vez también aumenta la biodisponibilidad sistémica del farmaco al mejorar el
coeficiente de particibn agua-aceite. Los extractos solubles en agua cuando se
cargan en estos complejos de fosfolipidos mejoran significativamente la
biodisponibilidad de los metabolitos debido a una mayor penetracién a través del
estrato corneo (Shivanand et al., 2010; Ajazuddin et al., 2012; Sun et al., 2012).

La eleccion de usar transetosomas (AOM) como transportadores del extracto
etandlico de Chenopodium murale base a sus caracteristicas fisicoquimicas, dio
como resultado en este ensayo, una mayor permeabilidad del extracto, mejorando
asi sus propiedades farmacocinéticas. Este comportamiento es semejante
investigacion de Yeh et al., (2013) donde indica los transetosomas son mas eficaces
para administrar y mejorar la adsorcién de extractos de té negro, que una solucion

hidroalcohdlica del mismo extracto.

5.3.11. Estabilidad durante el almacenamiento

Se monitoreo la estabilidad de los encapsulados durante 60 dias mediante el
potencial Z, en condiciones de refrigeracion y a temperatura ambiente. Se aprecia
en la figura 28, que durante el periodo de valuacién y en las dos condiciones, los
valores se encuentran fuera del rango de moléculas inestables que comprende de -
30 mV a + 30 mV, Sabeti et al., (2014).
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Figura.- 28 Estabilidad durante el almacenamiento. Condiciones de refrigeracién y temperatura
ambiente.

Para ambas condiciones se partio de un valor de -43.6 + 0.212 mv, posterior a los
60 dias se obtuvo que los encapsulados presentan mejor estabilidad a temperatura
ambiente con un valor de -45.6 + 0.057, en cambio a temperaturas de 10°C la
estabilidad se redujo hasta -40.9 + 0.312.

En la actualidad existen pocos estudios donde se evalué la estabilidad durante el
almacenamiento de los etosomas, (Abdulbagi et al., 2016). En el estudio de Oskuie
et al., (2017) indica que etosomas cargados con fluconazol en condiciones de
refrigeracion tuvieron un valor inicial de -7.51 + 0.22 mV y después de seis meses
-7.0 £ 0.78 mV, en condiciones de temperatura ambiente obtuvieron un valor inicial
de 7.51 + 0.22 mV y después de seis meses -5.4 + 1.30 mV. A pesar de que sus
vehiculos estan en el rango considerado como inestable, conservan un potencial Z
constante en refrigeracion. En contraste los transetosomas AOME se encuentran el
rango de vesiculas estables y posiblemente a temperatura ambiente pueden

permanecer con un potencial Z constante por periodos mas prolongados.
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5.3.12. Ensayo de cierre de herida (cicatrizacion)

Se realiz6 el ensayo de cierre de herida, con el fin de conocer el efecto cicatrizante
del extracto etandlico microfiltrado de Chenopodium murale antes y después de ser
encapsulado. El porcentaje se calcul6 mediante la comparacion del area inicial y el
area correspondiente al dia de medicion.

Dia 0 5 10 15

Control -

Control +
B-sitosterol

E. Chenopodium M.

Encapsualdo de
Chenopodium M.

Figura.- 29 Progreso de la cicatrizacién con diferentes tratamientos

Se empled como control positivo 3-Sitosterol ya que es un compuesto quimico que
pertenece al grupo de los fitosteroles, que son los esteroles que se encuentran de
forma natural en las plantas. Su estructura quimica es muy similar a la del colesterol.
Esta ampliamente distribuido en el mundo vegetal donde cumplen la funcién de
mantener la estructura y el funcionamiento de las membranas celulares. Se ha
reportado que el B-Sitosterol estimula la angiogénesis en ensayos de membranas
corioalantoicas de embriones de pollo. La induccién de la angiogénesis se observo
en el 64% de los huevos a una concentracién de 10 mg. (Moon, et al., 1999 y Kasote,

2015). Ademés de que actualmente se usa como tratamiento natural al 1% ante una
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gran cantidad de diferentes tipos de herida, ya que el b-sitosterol regula
significativamente la expresion de ARN mensajero del factor de crecimiento de
hepatocitos, considerado como uno de los factores de crecimiento mas importantes
relacionados con el proceso de curacion de heridas de la piel en ratas, (Bardaa et
al., 2016).

En la figura 30 se aprecia que en los primeros 5 dias de cicatrizacion, los
encapsulados que contienen el extracto microfiltrado de Chenopodium murale,
tienen un 40 % mas de cierre de herida respecto al control negativo y en los dias 10
y 15 mantienen un porcentaje por encima de los demas tratamientos. Este

comportamiento se observa de manera visual en la figura 29.
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Figura.- 30 Ensayo de cicatrizacion.
Donde: CTL; sin tratamiento, Bi; Beta-sitosterol, EX; extracto, ET-EX; encapsulado.

Cada columna representa la media de 9 mediciones de 3 animales y las barras verticales la
deviacion estandar. Los asteriscos indican diferencias estadisticas en comparacion al control

negativo de cada dia (* p<0.05).
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Por otra parte, el tratamiento (B-Sitosterol y el extracto sin encapsular tienen un
porcentaje de cierre de herida muy cercano en todos los dias y exhiben un 10% mas
del cierre de herida respecto al control negativo.

La propiedad cicatrizante del extracto etandlico de Chenopodium murale es
atribuida a los metabolitos presentes; flavonoides, esteroides, fenoles y saponinas,
ademas de que la propiedad antioxidante del extracto puede estar involucrada en la
diminucion de los procesos inflamatorios durante la cicatrizacion (Suintar et al., 2012
y Manca et al., 2015). En otros estudios se ha reportado que las plantas promueven
la angiogénesis, principalmente a través de la regulacion positiva de la expresion
del factor de crecimiento endotelial vascular y / o la activacién de la via proteina
guinasas activada por mitdgenos, siendo los responsables de la actividad
proangiogénica: polifenoles, esteroles y saponinas (Strodtbeck, 2001 y Morgan &
Nigam, 2013). La importancia de la angiogénesis en el proceso de cicatrizacion
radica en formacién de nuevos vasos sanguineos (Kasote et al., 2015).

La investigacion de Arellano, (2014) indica que el extracto ceténico de Chenopodium
murale, posee actividad antimicrobiana, ademas en su evaluacion visual (no reporta
mediciones de la herida) del cierre de herida, reporta que el extracto aplicado (en
gel), tiene un cierre de herida mayor respecto al control positivo (nitrofurazona). En
otro estudio, TrivellatoGrassi et al., (2013) emplearon un extracto etandlico al 5% de
Chenopodium ambrosioides en el ensayo de cicatrizacion y reportan que en el
séptimo dia se tiene el 29% de cierre de herida. Existe una problematica al querer
comparar nuestros resultados con otros ensayos como los ya mencionados, debido
a que no midieron la herida o la miden respecto al diametro y no respecto al area
de cicatrizacion, ademas de que la comparacién entre tratamientos no es confiable
debido a que sus heridas iniciales no son del mismo tamafio. En cambio, en nuestro
estudio decidimos medir el area y determinar el porcentaje de cierre de herida, para
evitar el error que se genera debido a los diferentes tamafios de las areas iniciales
en los diferentes grupos. El tratamiento del extracto etandlico de Chenopodium
murale muestra un 28.39 + 2.89 % de cierre de herida en el dia 5, lo que indica que
hay un mayor efecto cicatrizante respecto a un extracto etandlico de Chenopodium

ambrosioides.
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Es importante mencionar que en heridas de segunda intencién se lleva a cabo un
proceso de cicatrizacion mas complicado y prolongado. La cicatrizacion por
segunda intencibn es causada por infeccion, trauma excesivo, pérdida o
aproximaciéon imprecisa del tejido, por ello es importante reducir el tiempo de este
proceso. Los transetosomas AOEM (ET-EX) pueden contribuir a una reduccion del
tiempo de cicatrizacion con un porcentaje de cierre de herida 61.40 + 3.27 % en el
dia ndmero 5, donde cabe la posibilidad de que el extracto atrapado tenga mayor
efecto cicatrizante debido a que el proceso de angiogénesis esta reportado que se
lleva acabo del dia 3 al 5, (Kasote et al., 2015). Ademas, la reduccién del tiempo
de cicatrizaciéon usando el extracto encapsulado puede deberse a las mejoras
farmacocinéticas que adquirié el extracto microfiltrado después de ser atrapado en
los transetosomas (como se describe en el ensayo de permeabilidad), (Shivanand
et al., 2010).

Los componentes durante el disefio del transetosoma juegan un papel importante
para reducir el tiempo de cicatrizacién. Por ejemplo, el etanol y los fosfolipidos
actuan de forma sinérgica para mejorar la penetracion de metabolitos en piel con
formulaciones etosdmicas. El etanol suaviza las bicapas lipidicas de las vesiculas y
del estrato cérneo simultaneamente, cambiando la disposicion y disminuyendo la
densidad de los lipidos de la piel. Por lo tanto, las vesiculas altamente maleables y
blandas de un sistema etosomal penetrardn en la estructura alterada del estrato
cérneo y crearan un camino a traves de la piel. La liberacidén del agente terapéutico
se produce por la fusién de estas vesiculas en las membranas celulares de las
capas mas profundas de la piel. Se sugiere que los transetosomas tienen
propiedades superiores de permeacion de la piel sobre los etosomas clésicos. Esto
se debe a que los transetosomas contienen tanto etanol como el activador de
superficie (Tween 80), que actlan conjuntamente para aumentar la maleabilidad
vesicular y la perturbacion de lipidos de la piel (Touitou et al., 2000; Ainbinder et
al.,2010; Akhtar,2014; Ascenso et al., 2015; Abdulbagqi et al., 2016).
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5.3.13. Comprobacion histolégica del proceso de cicatrizacién.

Se utilizé una técnica basica de tincion hematoxilina y eosina, con el fin de observar
el progreso de cicatrizacion en los diferentes tratamientos (Figura 31).

La cicatrizacién de las heridas de la piel progresa a través de fases secuenciales y
superpuestas de inflamacion, reparacién y remodelacion, cada fase de curaciéon
estd dirigida por la compleja coordinacion e interaccion de varios tipos de células
contenidas dentro de la herida, incluidas las células inflamatorias como los
neutrdéfilos, los macréfagos, los linfocitos y las plaquetas (DiPietro,2003).

De acuerdo con las imagenes de la figura 31 podemos observar que en los primeros
5 dias del proceso de cicatrizacién, el tratamiento del extracto encapsulado de
Chenopodium murale, ha logrado que durante la fase de remodelacién se observe
una mayor cantidad de tejido que pueden ser células nativas de la piel como
fibroblastos, queratinocitos y células endoteliales vasculares (Wetzler, et al.,
2000).Esto concuerda con el ensayo de cierre de herida, donde estadisticamente
se describe un mayor porcentaje de cierre de herida cuando se utiliza los
transetosomas como trasportadores del extracto de Chenopodium murale.

Los tratamientos del extracto y el control positivo muestran una cantidad de tejido
semejante, posiblemente debido a estas sustancias promueven la angiogénesis,
principalmente a través de la regulacion positiva de la expresion del factor de
crecimiento endotelial vascular (Strodtbeck, 2001 y Morgan & Nigam, 2013). Los
factores de crecimiento desempefian papeles dominantes en la regulaciéon de la
proliferacion celular, la diferenciacion y la sintesis de la matriz extracelular
(DiPietro,2003).
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Comprobacién histolégica del proceso de cicatrizacién
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Figura.- 31 Comprobacion histolégica durante el proceso de cicatrizacion.

El dia 10, en las heridas se observd en los tres tratamientos crecimiento de la
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dermis. El encapsulado muestra una mayor abundancia de

98



fibroblastos. Las tasas de epitelizacibn mas bajas se observaron en el grupo de
control negativo.

En el dia numero 15 podemos observar que el extracto y el extracto encapsulado
muestran la presencia de foliculos pilosos, vasos sanguineos, y glandulas
sebaceas, que no se perciben en el control negativo. Por otra parte, el tratamiento
de beta- sitosterol en comparacion a los tratamientos con extracto, presenta los
mismos componentes a excepcion de foliculos pilosos. En este dia el grupo de
control negativo aun no cierra la herida totalmente.

En el dia numero 20 todos los tratamientos y el control negativo son semejantes al
corte histologico inicial, ya que en este dia se ha cerrado completamente la herida,
pero continua el proceso de remodelacion que puede durar hasta 1 afio. El control
negativo es el Unico grupo que presenta poca presencia de foliculos pilosos.

El seguimiento del proceso de cicatrizacion a traves de histologia permitio identificar
un mayor efecto cicatrizante para el extracto cuando es encapsulado en
transetosomas, semejante a lo que reporta Lu et al., (2016), donde monitorean
mediante histologia el efecto cicatrizante de taninos cargados en un vehiculo de
gelatina -quitosano.
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VI.- CONCLUSIONES.

Se caracterizo el extracto etandlico de Chenopodium murale antes y después de
microlfiltrar, lo cual permitio identificar y cuantificar los metabolitos con probable
efecto cicatrizante, se confirmo la prevalencia de la actividad antioxidante y la huella
digital en IR después de un proceso de microfiltracién, ademas, se reporté que el
extracto no es citotoxico en fibroblastos (CHO-k1).

Se disefaron vehiculos etosomales, de los cuales se obtuvo informacion detallada
de la estructura, estabilidad, morfologia, elasticidad, entre otros parametros que
permitieron seleccionar un vehiculo (AOM) con las mejores caracteristicas para una
administracion topica y transdérmica de metabolitos de Chenopodium murale.

Se encapsulo el extracto obteniendo transetosomas (AOEM) con mayor estabilidad
respecto al vehiculo vacio (AOM), se confirmé el atrapamiento mediante microscopia
de florescencia y la conservacion de la huella digital en IR, ademas los
encapsulados presentaron una alta estabilidad durante el almacenamiento y el
aumento de la permeabilidad del extracto en piel.

En los ensayos de cicatrizacion se reporté que el efecto cicatrizante del extracto
etandlico microfiltrado de Chenopodium murale es semejante al de - sitosterol y
gue este aumenta al transportar el extracto en transetosomas, logrando una
disminucién del tiempo de cicatrizacién y un porcentaje de cierre de herida de 61.40
+ 3.27 % en los primeros 5 dias.

Como perspectiva se pretende estudiar a fondo los mecanismos especificos de
accion del extracto de Chenopodium murale en cicatrizacion y complementar los
estudios de liberaciéon de los vehiculos transetosomales, ya que generar una forma
de administracion tépica y transdérmica de un extracto estructuralmente complejo,
da pauta a generar nuevos tratamientos fitoterapéuticos, que aseguren la entrega

de las sustancias de interés, su preservacion y eficacia.
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VIIl. - ANEXOS

Anexo 1.- Curvas tipo de fenoles.

Curvatipofenoles

0.45
0.4
0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

vy =3.2944x+0.0078
R%=0.9969

Absorbancia

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14

mg/mL de dcido gélico

Anexo 2.- Curvas tipo de flavonoides.

Curvatipo flavonoides

0.5
0.4

0.3

0.2
vy =4.8486x-0.0237

R*=0.9951

Absorbancia

0.1

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

-0.1
mg/mL de quercetina
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Anexo 3 Curvas tipo de taninos.

Curvatipotaninos

oy
o]

e
i

=
i,

Absorbancia
(e
(U5}

0.2 vy =5.1431x-0.0142
R =0.9993
0.1
0
0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12

mg/mL de dcido ténico

Anexo 4.- Curvas tipo de esteroides.

Curvatipo esteroides

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5

0.4

Absorbancia

y=0.7812x+0.0029

03 RZ = 0.9998
02
0.1
0
0 02 04 06 0.8 1 12

mg/mL de colesterol
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Anexo 5.- Curva tipo de acido ascorbico para el ensayo de DPPH.

Absorbancia

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

Curva patron acido ascorbico DPPH

0.05

0.1

0.15

y=-3.3155x+0.8635

0.2

mg/mL de Acido ascérbico

R?=0.9996

0.25

Anexo 5.1.- Curva tipo de trolox para el ensayo de DPPH.

Absorbancia

0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
03
0.2
01

Curva patron Trolox DPPH

0 0.002

0.004

0.006
mM/mL de Trolox
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0.012




Anexo 6.- Curva tipo de acido ascorbico para el ensayo de ABTS.

Curva patron acido ascorbico ABTS

0.7

0.6

y=-4.7791x+0.6695
R?=0.9941

0.5

0.4

0.3

Absorbancia

0.2

0.1

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1 0.12 0.14

mg/mL de Acido ascérbico

Anexo 6.1.- Curva tipo de trolox para el ensayo de ABTS.

CurvapatronTrolox ABTS

0.7

0.6

y=-85.652x+0.6483

05 R2=0.9985

0.4

0.3

Absorbancia

0.2

0.1

0 0.001 0.002 0.003 0.004 0.005 0.006 0.007
mM/mL de Trolox
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Anexo 7.- Curva tipo de extracto etandlico de Chenopodium murale.

Absorbancia

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
03
0.2
0.1

Curvatipode extracto etanolicode

0 0.1 0

chenopodium murale.

2 0.3 0.4 0.5 0.6

y=1.1632x+0.0074
R? =0.9996

0.7 0.8 0.9

mg/mL de extracto de chenopodium murale.

Anexo 8.- Datos para obtener IC50 de Chenopodium murale en linea CHO-K1

[mg/mL]extracto

3

2

1
0.5
0.25

Pendiente(m)=-26.621
interseccion =95.313

R?=-0.989

IC50 =

50 — Interseccion (b)

Datos para calcular IC50

Promedio de % de Desviacion

viabilidad
10.789
48.707
71.041
79.762
86.572

IC50=1.702 mg/mL

Pendiente (m)

estandar.
1.353

5.702
4.175
4.068
3.321
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Anexo 9.- Medicién de herida y analisis de imagen.

En cada foto se capturo una regla milimétrica como referencia (1), se proceso la
imagen con el software J image, se utilizo la regla como patrén de referencia y se
asigno las unidades (2), finalmente se seleccionaba el area a medir (3).
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