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IV. RESUMEN

La hipertensién arterial (HTA) es el principal factor de riesgo para el desarrollo de
enfermedades cardiovasculares (ECV), ademas, es la primera causa de muerte en
México y en el mundo. Aunque existen diversos farmacos antihipertensivos, su uso
prolongado puede asociarse con efectos adversos, lo que promueve recurrir a la
medicina tradicional en busca de alternativas terapéuticas basadas en compuestos
naturales. En este contexto, Heliopsis longipes (Asteraceae) constituye una planta
de interés debido a su contenido de afinina, un metabolito secundario con efecto
antihipertensivo demostrado recientemente. El objetivo de este estudio fue
determinar la dosis efectiva minima (DEM) del extracto etandlico de la raiz de H.
longipes y desarrollar un sistema automicroemulsificable (SMEDDS-DEM) para
mejorar la solubilidad y estabilidad de la afinina. Se cuantifico afinina y se
caracterizo el extracto etandlico mediante técnicas fisicoquimicas. En un modelo
murino de hipertensién inducida por L-NAME, se establecio que la DEM
corresponde a 10 mg/kg, dosis capaz de reducir significativamente la presién arterial
sistdlica. Posteriormente, se obtuvo un SMEDDS cargado con la DEM, cuyas gotas
de microemulsion presentaron tamafo nanométrico, indice de polidispersidad y
potencial zeta adecuados para un sistema automicroemulsificable. El sistema
mostré estabilidad fisica, quimica y termodinamica. Finalmente, la administracion
oral del SMEDDS-DEM produjo una mejora significativa del efecto antihipertensivo
respecto al extracto crudo, relacionado a un incremento en la biodisponibilidad de
la afinina. Estos resultados posicionan al SMEDDS-DEM formulado como una
estrategia prometedora para el desarrollo de un medicamento herbolario para el
tratamiento de la HTA.

Palabras clave: Heliopsis longipes, SMEDDS, hipertensién, dosis minima efectiva,

extracto estandarizado

11



V. ABSTRACT

Hypertension (HT) is the main risk factor for the development of cardiovascular
diseases (CVDs) and is the leading cause of death in Mexico and worldwide.
Although various antihypertensive drugs exist, their prolonged use can be
associated with adverse effects, leading to a reliance on traditional medicine in
search of therapeutic alternatives based on natural compounds. In this context,
Heliopsis longipes (Asteraceae) is a plant of interest due to its affinin content, a
secondary metabolite with a recently demonstrated antihypertensive effect. The
objective of this study was to determine the minimum effective dose (MED) of the
ethanolic extract of H. longipes root and to develop an automicroemulsifiable system
(SMEDDS-MED) to improve the solubility and stability of affinin. Affinin was
quantified, and the ethanolic extract was characterized using physicochemical
techniques. In a murine model of L-NAME-induced hypertension, the optimal
microemulsion was determined to be 10 mg/kg, a dose capable of significantly
reducing systolic blood pressure. Subsequently, a SMEDDS-MED formulation was
obtained, whose microemulsion droplets exhibited nanometric size, polydispersity
index, and zeta potential suitable for a self-microemulsifying system. The system
demonstrated physical, chemical, and thermodynamic stability. Finally, oral
administration of the SMEDDS-MED formulation resulted in a significant
improvement in the antihypertensive effect compared to the crude extract, related to
an increase in affinin bioavailability. These results position the formulated SMEDDS-
MED formulation as a promising strategy for developing an herbal medicine for the
treatment of HT.

Keywords: Heliopsis longipes, SMEDDS, hypertension, minimum effective dose,

standardized extract
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son la primera causa de muerte en el
mundo. Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 17.5 millones de
personas mueren por afno a causa de una ECV, lo que representa el 31 % del total
de muertes a nivel mundial. La hipertension arterial (HTA), la desnutricion y la
obesidad son algunos de los factores de riesgo para desarrollar una ECV (Sharifi-
Rad et al., 2020). La HTA sistémica sigue siendo la principal causa de muerte y
disminucion de afios de calidad de vida por discapacidad (derivada de alguna
complicacion) a nivel mundial. La HTA es asintomatica, por lo que la deteccion
temprana es de suma importancia para individuos de alto riesgo (Silva et al., 2022).
Aunque existen numerosos medicamentos para el tratamiento de HTA estos suelen
acompanarse de efectos secundarios no deseables e incluso efectos adversos
graves. Por lo tanto, recurrir a tratamientos alternativos como lo son el uso de
plantas medicinales que sintetizan compuestos activos con propiedades
farmacoldgicas y profilacticas resultan util para el tratamiento de la hipertension
(Kamyab et al., 2020).

La flora mexicana se compone por 31 000 especies de las cuales aproximadamente
4000 especies son medicinales. La medicina tradicional mexicana comprende la
vision holistica y de curacion de las civilizaciones antiguas y la adaptacion de estos
conocimientos a la medicina actual. Por mas de 100 afios se han explorado las
plantas medicinales en México, aun asi, solo se cuenta con informacién de
alrededor del 5 % de las especies (Rojas et al., 2022; Mata et al., 2019). Heliopsis
longipes, perteneciente a la familia Asteraceae, se caracteriza por la sintesis de la
afinina (alcamida), que es el compuesto mayoritario al que se atribuye los efectos
farmacoldgicos: antinociceptivo, antibacteriano, citotoxico, analgésico, antifungico,
antiinflamatorio, genotoxico, espermicida, antiarritmico, vasodilatador vy
antimutagénico (Cilia-Lopez et al., 2021). Castro-Ruiz y colaboradores (2017) han
demostraron que los extractos de diclorometano y etanol y la afinina como
compuesto puro obtenidos de la raiz de H. longipes, producen un intenso efecto
vasodilatador. Los extractos organicos obtenidos de H. longipes, asi como otros
extractos naturales obtenidos de plantas medicinales, son poco solubles en agua,

por lo tanto, la biodisponibilidad oral de sus componentes mayormente liposolubles
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debe ser incrementada con estrategias de formulaciones farmacéuticas novedosas,
como lo son las formulaciones lipidicas. Para abordar esta problematica Marrero-
Morfa y colaboradores (2023) formularon un sistema automicroemulsificable
SMEDDS que mejora la biodisponibilidad al administrar por via oral el extracto
etandlico de la raiz de H. longipes (dosis 150 mg/kg de peso), a su vez incrementa
la solubilidad y estabilidad de la afinina contenida en el extracto. De manera
adicional, la caracterizacion y la evaluacién del sistema formulado permitié obtener
un SMEDDS que puede ser encapsulado y utilizado para desarrollar medicamentos

herbolarios para el tratamiento de enfermedades como la HTA.

Para el desarrollo y registro de un medicamento herbolario es necesario contar con
estudios preclinicos y clinicos que muestren la eficacia y la seguridad de la planta o
plantas utilizadas en la formulacion (Suntar, 2020). Respecto al estudio preclinico
del efecto antihipertensivo del extracto etandlico de la raiz de H. longipes no se han
desarrollado ensayos in vivo para determinar la dosis efectiva minima, sin embargo,
la eficacia del extracto etandlico a dosis menores a 100 mg/kg de peso se ha
evaluado para el efecto antinociceptivo demostrando que el extracto etandlico es
efectivo a dosis bajas (Carifio-Cortés et al., 2010). La disminucion de la dosis del
farmaco o extracto que se solubiliza en un sistema de administracion como el
SMEDDS podria mejorar las propiedades fisicoquimicas del sistema y a su vez la
absorcion de los componentes liposolubles al mantenerlos solubilizados en los
fluidos gastrointestinales (Prajapati et al., 2023). Por lo tanto, el objetivo de nuestra
investigacion es determinar la dosis efectiva minima del extracto etandlico de la raiz
de H. longipes que produce un efecto antihipertensivo para la obtenciéon de un
sistema de administracion oral autoemulsificable para el tratamiento de la

hipertension arterial.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Enfermedades cardiovasculares

El sistema cardiovascular, integrado por el corazon, las venas, las arterias y los
capilares, tiene como funcion el suministro de sangre a todo el cuerpo. Para el
optimo funcionamiento y regulacion del sistema cardiovascular se requiere la
participacion de una variedad de estimulos (flujo y volumen sanguineos, hormonas,
electrolitos, glandulas suprarrenales, rifones, osmolaridad, medicamentos, entre
otros). Por lo tanto, las ECV son afecciones del sistema cardiovascular (enfermedad
de las arterias coronarias, enfermedad cerebrovascular, enfermedad de las arterias
periféricas y ateroesclerosis adrtica) que constituyen la primera causa de muerte en
el mundo y, por lo tanto, un serio problema de salud publica. A nivel mundial, las
enfermedades isquémicas del corazén se posicionaron como la principal causa de
muerte con 9,440,000 de muertes y, en segundo lugar, el accidente cerebrovascular
isquémico que ocasion6 3,870,000 muertes en 2021 (Chaudhry et al., 2023; Olvera-
Lépez et al., 2023).

La hipertension arterial (HTA), el tabaquismo, la diabetes mellitus, las anomalias de
los lipidos y el sedentarismo son importantes factores de riesgo para el desarrollo
de ECV (Fuchs & Whelton, 2020).

2.2 Hipertension arterial

La hipertension arterial (HTA) es el primer factor de riesgo de morbilidad y
mortalidad relacionado con el desarrollo de ECV y afecta a mas de mil millones de
adultos a nivel mundial, representando mas del 10 % de gastos por tratamientos y
atencion a complicaciones derivadas de esta enfermedad en los sistemas de salud
publica (Silva et al., 2022).

La HTA es asintomatica, por lo que es importante su deteccion en adultos desde los
18 anos. El diagndstico preciso (presion arterial sistélica (PAS) = 140 mm Hg y
presion arterial diastdlica (PAD) = 90 mm Hg) y oportuno es relevante para que los
individuos con alto riesgo tomen conciencia e inicien el tratamiento adecuado (Carey
et al., 2021).
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2.2.1 Antecedentes y problematica de la hipertensién arterial en México

En México, la HTA es el primer factor de riesgo para el desarrollo de las ECV, las
cuales constituyen la primera causa de muerte. En 2020, el Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia (INEGI) reporté que el 20.1 % de muertes se atribuyeron a
las ECV. Es importante mencionar que el incremento de la prevalencia de
enfermedades crénico-degenerativas implica un aumento del gasto publico para la

deteccion y el tratamiento de estos pacientes (Borrayo-Sanchez et al., 2022).

Desde 1993 se han realizado encuestas nacionales en México que documentan la
prevalencia de adultos >19 anos con HTA; los valores de prevalencia se modifican
afno tras afo por factores como la diabetes, el tabaquismo, el sedentarismo, la
ingesta de sal, etc. Partiendo de estos antecedentes, se estima que 25.5 millones
de mexicanos son hipertensos, afectando principalmente a adultos
econdmicamente activos (menores de 55 anos), lo que sigue representando un reto
para el diagnéstico y el control de esta enfermedad. Debido a que esta enfermedad
es asintomatica, tan solo en 2020 el 70 % de los adultos hipertensos desconocia su
diagnéstico. La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2022 reveld que el 47.8 %
de los adultos tenia hipertension arterial y de este porcentaje, el 65.6 % desconocian
tener HTA y sdlo 32.9 % de ellos tenia valores de tensién arterial normales (Borrayo-
Sanchez et al., 2022; Campos-Nonato et al., 2023).

2.2.2 Etiologia de la hipertension arterial

La HTA es un trastorno multifactorial y puede desencadenarse por factores
anatdmicos, genéticos, medio ambientales, neuronales, dietéticos, etc. La etiologia
de HTA aun no se comprende por completo (de Oliveira et al., 2022). Hasta el 2019,
se tiene conocimiento que aproximadamente el 20 % de los casos de HTA son de
etiologia conocida (hipertension secundaria) y del resto se desconoce su origen

(hipertensién esencial o primaria) (Komnenov et al., 2019).

La hipertensién de tipo secundaria o de etiologia conocida se define como la
hipertension atribuible a una causa especifica y remediable. Factores como el
aumento de actividad del sistema renina, angiotensina, aldosterona (SRAA),
vasopresina, estimulacion del sistema nervioso simpatico, inflamacién, secrecién de

péptidos vasoactivos por células endoteliales y del musculo liso, contribuyen al
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aumento de la resistencia vascular periférica, la disminucion del diametro vascular
y disfuncién endotelial (mayor contraccién vascular y remodelacion arterial), o que
constituye la base fisiopatologia de la HTA (Siddiqui et al., 2019; Kamyab et al.,
2021).

El endotelio, mediante la produccién y liberacion de factores relajantes, modula el
tono vascular, la adhesion celular, la trombo resistencia, la proliferacion de células
del musculo liso y la inflamacion de la pared de los vasos sanguineos (Senoner &
Dichtl, 2019).

2.2.3 Tratamientos actuales para la hipertensién arterial

Las guias de salud desarrolladas por organizaciones como la Sociedad Europea de
Hipertension y el colegio Americano de Cardiologia recomiendan un tratamiento de
primera linea con farmacos como: inhibidores de la enzima convertidora de la
angiotensina (ECA), bloqueadores de receptores a angiotensina (ARB),

bloqueadores de canales de calcio, diuréticos, entre otros (Brouwers et al., 2021).

Ademas, estas guias apoyan un tratamiento farmacolégico inicial en dosis bajas y
el aumento progresivo y/o adicién de nuevos farmacos hasta mantener la presion
arterial en limites normales. Las combinaciones de dosis bajas de agentes
antihipertensivos son mas efectivas para reducir la PA y se toleran mejor que las
dosis altas. Es importante que la terapia farmacolégica se acompafe de
modificaciones en el estilo de vida y seguimiento médico del paciente (Silva et al.,
2022).

2.2.3.1 Mecanismos de accion de los farmacos antihipertensivos mas
utilizados

Para el control de la PA sistémica, el SRAA es de gran importancia (figura 1). Los
inhibidores de ECA y los ARB son empleados como farmacos antihipertensivos en
diferentes condiciones clinicas: la hipertension esencial, la insuficiencia cardiaca
congestiva, la enfermedad de las arterias coronarias y la enfermedad renal crénica.
Los inhibidores de la ECA (ej. captopril) bloquean la ECA e impiden la conversion
de angiotensina | a angiotensina I, disminuyendo los niveles de este vasoconstrictor

e inhibiendo la descomposicion de bradiquinina (sistema cinina-calicreina-
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bradicinina), lo cual produce vasodilatacién: sin embargo, estos farmacos producen
tos seca como efecto secundario. Por otra parte, los ARB (ej. losartan) inhiben
directamente la activacion de los receptores AT1, que promueven la
vasoconstriccion, aunque, el angioedema es un efecto secundario y de suma

importancia de los bloqueadores de SRAA (Turner & Kodali, 2020).

Los farmacos bloqueadores de canales de calcio (BCC) inhiben selectivamente la
abertura de canales de calcio tipo L presentes en el musculo liso vascular y en el
miocardio. Estos bloqueadores se clasifican en BCC-hidropiridina (ej. Felodipino,
nifedipino, etc) y BCC-no hidropiridina (ej. verapamilo, diltiazem, etc). La diferencia
en el mecanismo de accidén de estos subtipos se debe a los sitios de unién de los
BCC en los poros de los canales de calcio, siendo los BCC-hidropiridina los que
tienen una mayor selectividad vascular y uso en el tratamiento de la HTA y la angina
de pecho. Los pacientes que consumen estos farmacos presentan el edema
periférico como efecto secundario principal, que en ocasiones se interpreta como
una nueva afeccién médica y se prescriben diuréticos de asa para su tratamiento
(Cruz-Rodriguez & Alkhateeb, 2020; Woodford, 2020).

Los diuréticos de tipo asa inhiben al cotransportador Na-K-2Cl posicionado en la
membrana apical de células epiteliales tubulares del rifidn que se ubican en el asa
de Henle en la rama ascendente, inhibiendo la reabsorcion de sodio y aumentando
la expulsién de agua. La accion de estos farmacos es corta, limitando su uso para
el tratamiento de la HTA croénica. Los diuréticos de tipo tiazida inhiben al
cotransportador Na/Cl en el tubulo contorneado distal de la nefrona. Estos farmacos
se emplean como la primeria linea para el tratamiento de la HTA, ya que reducen
de forma aguda la PA, el volumen extracelular, el retorno venoso y el gasto cardiaco.
Los efectos adversos de los diuréticos como la deplecién de volumen, anomalias
electroliticas (hipopotasemia, hiponatremia e hiperuricemia) e intolerancia a la
glucosa, requieren monitoreo y limitan la prescripcion aguda o crénica de estos
farmacos, ya que pueden provocar una lesién renal directa (Jo et al., 2023; Huxel et
al., 2023; Sinha & Agarwal, 2019; Burnier et al., 2019).

En la figura 1 se ilustran los mecanismos de accion de los principales farmacos

antihipertensivos.
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Figura 1 Mecanismo de accion de los inhibidores de la ECA, los ARB,
bloqueadores de canales de calcio y diuréticos de tipo tiazida. Recuperado de
Brouwers et al., 2021.

Los B-bloqueadores (antagonistas (B-adrenérgicos) como el carvedilol y nebivolol
compiten con las catecolaminas, reducen la actividad del sistema nervioso simpatico
al bloquear los receptores B1-adrenérgicos, produciendo un efecto vasodilatador, la
reduccion de la frecuencia y la contractilidad cardiaca. Asi mismo, el antagonismo
de los receptores B1-adrenérgicos de las células yuxtaglomerulares disminuye la
actividad del sistema renina-angiotensina, la contractilidad cardiaca y la resistencia
vascular sistémica, resultando en un efecto antihipertensivo. Existen tres
generaciones de B-bloqueadores (Tabla 1) que, si bien comparten un mecanismo
de accidon comun, difieren en su farmacodinamia segun la afinidad selectiva y
especifica que presentan por determinados tipos o subtipos de receptores [3-

adrenérgicos. En este sentido, los farmacos antihipertensivos se han clasificado
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tanto por el mecanismo de accion que ejercen como por el orden en que fueron

introducidos en el mercado farmacéutico (do Vale et al., 2019).

e Primera generacion: antagonistas no selectivos de los receptores B1y B2

adrenérgicos.

e Segunda generacidén: antagonistas selectivos (cardioselectivos) de los

receptores 31 adrenérgicos, la selectividad es dependiente de la dosis.

e Tercera generacion: efecto vasodilatador en el sistema cardiovascular.

Antagonistas de los receptores 31y a adrenérgicos, ademas, activan los

receptores B3 promoviendo el aumento de la actividad de la enzima 6xido

nitrico sintasa (eNOS) y la produccion de 6xido nitrico (NO).

Los B-bloqueadores no se prescriben como monoterapia inicial para el tratamiento

de la HTA y frecuentemente producen como efecto adverso bradicardia en

pacientes con enfermedad renal cronica y su consumo se ha asociado con el riesgo

de diabetes mellitus de nueva aparicién. Por esta razén, los B-bloqueadores se

emplean como cuarta o quinta linea de tratamiento antihipertensivo de acuerdo con

varias guias de manejo de la HTA (do Vale et al., 2019; Sinha & Agarwal, 2019; Kim
& Hommos. 2022).

Tabla 1 Farmacos representativos de cada generacion de $-bloqueadores.

Generacion Farmaco Uso terapéutico Efectos adversos Referencia
Insuficiencia cardiaca,
fibrilacién auricular,
enfermedad de las
arterias coronarias, Bradicardia, problemas
angina de pecho, gastrointestinales, dolor
taquicardia, prevencion abdominal, nauseas, )
. ) o . . o Shahrokhi &
12 generacion | Propranolol de ataques isquémicos disfuncion eréctil,
Gupta, 2023

agudos, disminuye la
mortalidad y morbilidad
en hipertensién arterial
asociada a insuficiencia

cardiaca, tirotoxicosis

inducida por
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hipertiroidismo, sindrome
de piemas inquietas y
temblores esenciales,

hemangioma infantil y uso

profilactico de la migrafa

Exacerbacion de la
insuficiencia cardiaca,

fatiga, depresion,

) ) bradicardia,
Angina de pecho, infarto ) .
. ) hipotension, i
. agudo al miocardio, Morris et al.,
22 generacion | Metoprolol o ) broncoespasmos,
fibrilacién auricular e o 2023
) . disminucion de la
hipertension ) L
tolerancia al ejercicio,
diarrea e intolerancia a
la glucosa
Enfermedad pulmonar ]
. . ] ] Paolillo et
obstructiva crénica, Cefalea (mas comun),
. . o . I al., 2021;
. ) diabetes, hipertension, fatiga, mareo, rinitis, ) )
32 generacion Nebivolol ) . o ) ) ) Priyadarshni
disfuncion eréctil y insomnio, astenia y A
urry,
enfermedad arterial debilidad
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periférica

Debido a que muchos de los medicamentos alopatas disponibles para el tratamiento
de las enfermedades crénicas, como la hipertension presentan efectos secundarios,
se han utilizado estrategias terapéuticas alternativas, como es el uso plantas
medicinales, ya que estas sintetizan metabolitos secundarios o fitocompuestos que
tiene efectos farmacoldgicos y a su vez, son fuente de farmacos para el tratamiento
de enfermedades cardiovasculares, diabetes, hipertensioén, cancer, etc (Khan &
Ahmad, 2019).

2.3 Medicina tradicional mexicana

En México se tiene conocimiento que desde la época prehispanica se realizan
practicas de medicina tradicional: uno de estos saberes ancestrales es el uso de
plantas medicinales. Actualmente se estima que, de las mas de 4,000 especies de

plantas en México, el 15 % tiene propiedades medicinales y aunque nuestro pais es
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el 2° pais con mayor numero de plantas medicinales registradas, la Secretaria de
Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) ha reportado que solo el 5 %
de estas plantas han sido estudias (Rojas et al., 2022). También, México cuenta con
un atlas que incluye 1045 monografias de las plantas medicinales mas utilizadas; la
informacion contenida describe informacién botanica, experimental e informacion de

campo proporcionada por practicantes tradicionales (Mata et al., 2019).

La Medicina Tradicional Mexicana es un elemento integral de la atencion médica
alternativa, su eficacia y valor cultural se aprecia por la comercializacion de plantas
medicinales y aromaticas en los mercados tradicionales en territorio nacional. El
estudio de la flora medicinal mexicana se lleva a cabo desde un enfoque
etnobotanico, antropolégico, quimico, farmacolégico y biotecnoldgico, que brinda
informacion y bases para investigaciones clinicas (Mata et al., 2019). El uso de
plantas medicinales (extractos y compuestos activos) en México ha aumentado,
debido al resurgimiento global del uso de remedios herbolarios, por lo tanto, la
Secretaria de Salud ha instituido la NOM-001-SSA1-2020, que establece la
estructura de la Farmacopea de los estados Unidos Mexicanos (FEUM), que es un
documento normativo, y en la FEUM 3.0 se establece, entre otras, las
especificaciones técnicas y métodos de analisis que deben cumplir las materias
primas vegetales y sus derivados para la elaboracion de medicamentos y remedios
herbolarios (Secretaria de Salud, 2021)

2.3.1 Uso de plantas medicinales para el tratamiento de la hipertension
arterial

Como se ha mencionado anteriormente, el empleo de plantas medicinales es una
alternativa de tratamiento para diversas enfermedades. Los metabolitos
secundarios han proporcionado diversas estructuras quimicas que son fuente para
obtencién e inspiracion de farmacos. El paclitaxel es un anticancerigeno (taxol)
aislado de Taxus brevifolia y el Arteméter compuesto derivado de la Artemisinina
aislada de Artemisia annua L, es un farmaco empleado para el tratamiento de la
malaria; ambos compuestos son ejemplos de farmacos (tabla 2) de origen vegetal
(Yuan et al., 2016; Seidel, 2020).
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Tabla 2 Estructura quimica del taxol, artemisinina y arteméter.

ESTRUCTURA QUIMICA
PLANTA DE
Metabolito secundario
ORIGEN
Y
Taxusbrevifolia

Taxol

Metabolito secundario Farmaco semisintético

ST

Artemisia annua L

Artemisinina Arteméter

Es importante resaltar que el uso de plantas medicinales representa un tratamiento
alternativo, con un precio mas accesible, con menor incidencia de efectos adversos
comparado con medicamentos aldpatas. La etnofarmacologia es un area de
conocimiento que se ha dado a la tarea de investigar los componentes de las
plantas, identificar y describir las propiedades farmacoldgicas, interacciones
medicamentosas, elucidacion de los mecanismos de accion de actividades
biolégicas y efectos farmacologicos, que permitan validar o refutar los usos
tradicionales de las plantas medicinales. Para el tratamiento de la HTA se utilizan
metabolitos secundarios y plantas medicinales que ejercen sus propiedades
terapéuticas por alguna o algunas de las siguientes actividades farmacoldgicas:

antioxidante, antiapoptotica, antiinflamatoria, estimulacion de la via de la éxido
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nitrico sintasa endotelial (eNOS), activacion de la angiogénesis y/o supresion de la
permeabilidad endotelial, y que finalmente reducen la PA y controlan la HTA
(Kamyab et al., 2021).

En la tabla 3 se enlistan plantas medicinales que se usan comunmente por su
actividad antihipertensiva, de las cuales se ha evaluado su mecanismo de accion
en ensayos in vitro e in vivo (Kamyab et al., 2020; Mussin & Giusiano, 2020; Verma
et al., 2021).

Tabla 3 Plantas medicinales de uso comun para el tratamiento de HTA (Verma et al.,
2021).

Planta medicinal Mecanismo de accion Efecto
Inhibicién de ECA, aumento de NO, aumento de

H2S u aumento de la eNOS
Reducciéon de ECA, aumento de NO, bloqueo de

Allium sativum

Andrographis ] ) .
canales de calcio y aumento de la dilatacion
paniculata ) )
mediada por flujo
Apium graveolens Bloqueo de canales de calcio
Aumento de la dilatacién mediada por flujo,
Camellia sinensis aumento de NO, inhibicién del desacoplamiento

de eNOS vy bloqueo del receptor AT+

Aumento en la expresion de eNOS y bloqueo de

Coptis chinensis )
canales de calcio

Crataegus spp. Activacion de eNOS
Bloqueo de canales de calcio y activacion de Vasodilatacion
Azafran sativus
eNOS
Hibisco sabdariffa Aumento de NO, bloqueo de canales de calcio
Bidens pilosa | Mecanismo no determinado
Mammea africana Antagonista de calcio

Inhibicion de la entrada de calcio y aumento en la

Cymbopogon citratus o o
biodisponibilidad de NO

Agastache mexicana Sobreproduccién de NO
Cocos nucifera Produccion de NO
Laelia otonoalis Bloqueo de canales de calcio

Eucommia ulmoides Produccion de NO

Tanacetum vulgare Sobreproduccién de NO
Cirsium japonicum Produccion de NO
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Tabla 3 Plantas medicinales de uso comun para el tratamiento de HTA (Verma et al.,

2021).

Echinodorus

grandiflorus

Produccion de NO

Cocos nucifera
Lepidium sativum
Carum copticum
Olea europea
Hsian-tsao
Phyllanthus urinaria

Tropaeolum majus
Fritillaria ussuriensis

Laelia anceps
Guazuma ulmifolia
Astrdagalo complanatus
Achillea millefolium
Erythroxylum
gonocladum
Cudrania tricuspidata
Antrodia camphorata
Melothria
maderaspatana
Solanum torvum

Jatropha gossypiifolia

Produccion de NO
Aumento de la excrecion de sodio por la orina
Antagonista de calcio
Inhibicion de angiotensina Il
Aumento de actividad antioxidante
Inhibicién de ECA
Inhibicion de angiotensina Il
Inhibicién de la ECA y aumento del nivel de
NO/cGMP
Bloqueo de canales de calcio
Produccion de NO
Bloqueador del receptor angiotensina Il
Inhibicion de la ECA

Inhibicién de la ECA

Sobreproduccion de NO/cGMP
Sobreproduccion de NO/cGMP

Mayor uso de vitamina C

Bloqueo de la entrada de calcio

Antagonismo de calcio

Antihipertensivo

Elettaria cardamomo
Aronia mitchurinii
Momordica charantia
Eugenia uniflora
Geum japonicum
Lima citrica
Averroa carambola
Valeriana wallichii
Polialthia longifolia

Salvia cinabarina

ECA: enzima convertidora de angiotensina, NO: éxido nitrico, H2S: sulfuro de hidrogeno, eNOS: éxido

nitrico sintasa endotelial.

Antagonismo de calcio
Inhibicién de la ECA
Mediacion en la produccion de NO/cGMP
Antagonismo de calcio
Mediacién en la produccion de NO/cGMP
Bloqueador del receptor angiotensina Il
Inhibicion de calcio
Inhibicion de la ECA
Inhibicion de la ECA
Produccion de NO
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Especies de las familias de plantas Asteraceae y Lamiaceae tienen gran uso
medicinal y exhiben propiedades analgésicas, antimicrobianas, antioxidantes,
antiinflamatorias, vasodilatadoras y antiproliferativas (Michel et al., 2020). De un
estudio farmacoldgico preliminar de plantas medicinales en México, se identificaron
186 especies, 163 géneros y 76 familias de la familia Asteraceae, que se usan en
el tratamiento de HTA (Mata et al., 2019).

2.4 Familia Asteraceae

Los miembros de la familia Asteraceae (anteriormente llamada Compositae) se
utiizan como alimento, fuente de aceites, insecticidas, plantas ornamentales y
especialmente por su uso medicinal. También a esta familia se le conoce como
asteres, margaritas o girasoles por la peculiaridad de sus colores, flores y hojas. La
amplia distribucion de especies (zonas templadas, templada-fria y subtropical) de
esta familia se atribuye a su excelente capacidad de dispersion, plasticidad genética
y sintesis de una variedad de metabolitos secundarios, los cuales se sintetizan como
resultado de mecanismos de proteccion frente a condiciones de estrés. En la
medicina tradicional se utilizan extractos de miembros de esta familia para el
tratamiento de dolor, infecciones bacterianas, infecciones virales y trastornos
hepaticos y renales, por sus propiedades como: antihelmintico, antipirético,
antidiurético, cardiotonico, etc. Existen plantas de esta familia que poseen actividad
vasodilatadora como la Artemisia campestris L., Bidens pilosa L. (efecto en aorta de
rata), Chrysanthemum x morifolium Ramat Hemsl. (efecto sobre la presion arterial
de ratas con hipertrofia cardiaca) y Pectis brevipedunculata Sch. (efecto del aceite
esencial en aorta de rata). Otras plantas han mostrado tener un efecto diurético:
Chamaemelum nobile (L.) All, Crisantemo x morifolium Ramat Hemsl y Tanacetum
vulgare L. (Michel et al., 2020; Johnstone & Laster, 2021; Sharma et al., 2022).

2.5Heliopsis longipes

Entre las especies de la familia Asteraceae destaca Heliopsis longipes (conocida
como raiz de oro, chilcuague, chilcuan, etc) es una especie endémica de la Sierra
Gorda de México (formada por Querétaro, Guanajuato y San Luis Potosi); sus usos
tradicionales se centran en el tratamiento de dolor de muelas, dolor muscular,

reumatismo, artritis, etc. Ademas, es la especie de la familia Asteraceace mas
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investigada por la etnofarmacologia mexicana. La actividad biologica del extracto
de la raiz de H. longipes se atribuye a la afinina, su metabolito secundario mas
abundante (Cilia-Lopez et al., 2021). La determinacion del perfil fitoquimico de la
planta indica que contiene flavonoides como rutina, quercetina, naringenina,
apigenina, genisteina y compuestos fendlicos como acido hidroxibenzoico, acido
clorogénico, acido cafeico y acido cumarico (Yohan et al., 2023), en las hojas estan
presentes terpenos, alcamidas (entre ellas, destaca la afinina), flavonoides y

azucares (Parola-Contreras et al., 2020).

2.5.1 Efectos farmacolégicos
Se han realizado diversos estudios para demostrar las actividades bioldgicas
atribuidas a H. longipes y a la afinina. Es importante mencionar que cuando se
iniciaron los trabajos de investigacion sobre los extractos organicos y afinina, estos
se centraban principalmente en el efecto antiinfamatorio y antinociceptivo.
Posteriormente, se ha demostrado la actividad fungistatica y bacteriostatica de la
afinina (Molina-Torres et al., 2004). Déciga-Campos y colaboradores (2009)
determinaron el efecto antinociceptivo del extracto de acetona y afinina, sugiriendo
que este efecto se produce por la supresion de la nocicepcién neurogénica e
inflamatoria. Ademas, se ha evaluado in vivo la genotoxicidad y citotoxicidad del
extracto etandlico determinando que este extracto es un candidato para el
tratamiento del dolor sin riesgo de dafio celular y material genético (Carifio-Cortés
et al, 2010). Wiling y colaboradores (2019) determinaron el potencial
anticancerigeno del extracto en lineas celulares de cancer humano: los resultados
obtenidos concuerdan con los de otros extractos como el orégano, hierba mate, té
verde que tienen propiedades antiproliferativas. Ademas, se ha reportado que el
extracto de la raiz de esta planta posee un efecto proangiogénico, el cual esta
relacionado con vias moleculares de vasodilatacion (Garcia et al., 2021). En un
estudio previo, nuestro grupo de investigacién determind que los extractos etandlico
y de diclorometano de la raiz de H. longipes, producen un efecto vasodilatador
dependiente de la concentracion y parcialmente de la presencia del endotelio
vascular (Castro-Ruiz et al., 2017). Ademas, Luz-Martinez y colaboradores (2024)
determinaron que la afinina y el extracto etandlico producen efecto antihipertensivo

en ratas con hipertension inducida con L-NAME, y que los mecanismos de accion
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involucrados para dicho efecto es el aumento de NO y la activacién de los canales
cannabinoides CB1 y los receptores de potencial transitorio TRPV1 y TRPA1.
Recientemente, también se demostré6 que la afinina induce actividades
antinociceptivas, antiinflamatorias y antihipotérmicas en animales de
experimentacion tratados con lipopolisacaridos, se determind la participacion del
receptar CB1, los canales TRPV1 y TRPA1, asi como la supresién de citocinas

proinflamatorias (Luz-Martinez, 2025).

2.6 Metabolitos secundarios presentes en Heliopsis longipes

Los efectos medicinales de las plantas se deben a la produccién de metabolitos
secundarios, los cuales no se relacionan con el crecimiento, la fotosintesis u otras
funciones bioldgicas primarias de estos organismos. Los metabolitos secundarios
(MS) como terpenos, alcaloides, compuestos fendlicos, etc., se emplean para el
desarrollo de farmacos, productos agroquimicos, cosmeéticos y otros productos de
las industrias alimentaria y farmacéutica. Las vias de biosintesis de MS se
diversifican dependiendo del tipo de célula, etapa de desarrollo (influencia en
diferenciacion celular y almacenamiento de MS) y factores ambientales (bidticos y
abidticos), de manera que las células, tejidos y 6rganos vegetales pueden poseer
diferentes propiedades medicinales (Li et al., 2020). También son utiles para evaluar

la calidad de materia prima medicinal.

2.6.1 Alcamidas

Las alcamidas, conocidas como amidas de acidos grasos (cadenas de acilo de C8-
C18 a-insaturadas), son producto de la condensacion de un acido graso insaturado
y una amina. Se conocen alrededor de 300 estructuras de alcamidas de origen
vegetal, las cuales se clasifican como pseudoalcaloides, ya que el nitrégeno de su
estructura no forma parte de un anillo heterociclico. Se tiene informacion taxondémica
de 33 familias de plantas que sintetizan abundantemente alcamida entre ellas:
Asteraceae, Rutaceae, Piperaceae y Aristolochiaceae. De la familia Asteraceae los
principales géneros sintetizadores de alcamidas son: Acmella, Anacyclus,
Artemisia, Echinaceae, Heliopsis, Spilanthes, Salmea, Sanvitalia y Wedelia. La
biosintesis de estos metabolitos incluye la condensacion de los acidos olefinicos y

acetilénicos con aminas ciclicas (piperidida, piperideida, pirrolidinilo y pirrolidilo), N-
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fenetilo, N-isobutilo y N-2-metilbutilo (Joshi et al., 2020). Se ha reportado que las
alcamidas estan involucradas en procesos de germinacion de semillas, modulacién
de la estructura vegetal, patogénesis y en la respuesta a factores abioticos. Estos
metabolitos se acumulan en raices, flores, frutos y semilla. ElI género Heliopsis se
conforma por 16 especies; gran parte son endémicas de Mesoamérica que
sintetizan mas de 30 alcamidas diferentes. La longitud de las cadenas de acilo varia
de 10 a 18 carbonos y el resto de la estructura es una amina isobutilamida o 2-
metilbutilamida, los dobles enlaces a tienen posiciones 4, 6, 8, 10 o 14 y cuando
estan presentes los enlaces acetilénicos, ocupan el lugar de los dobles enlaces
(mayormente en posicion w). En H. longipes, las alcamidas se acumulan en las
raices, en donde se encuentra la afinina, su metabolito secundario mas abundante,
representando el 90 % del contenido total de alcamidas (Buitimea-Cantua et al.,
2020). En la figura 2 se presentan las estructuras quimicas de las principales

alcamidas sintetizas por H. longipes.
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Figura 2 Estructuras de las principales alcamidas sintetizadas en H. longipes: A)
Estructura general de las alcamidas (cadena de acilo a -insaturada C8-C18). B)
Afinina. C) N-2-metilbutil-2E,6Z,8E-decatrienamida (alcamida menor). D) N-
isobutil-2E--8,10-diin-undecanamida (alcamida menor). Recuperado de Buitimea-
Cantua et al., 2020.

2.6.1.1 Afinina

Afinina (Spilanthol; N-isobutil-2(E),6(Z),8(E)-decatrienamida) es un producto natural
biosintetizado por Heliopsis longipes y miembros del género Acmella, los cuales se
denominan plantas para el dolor de muelas. Con un peso molecular de 221.34 g/mol

y formula molecular C,,H,3;NO. En la figura 2 se ilustra la estructura de la afinina
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(NCBI, 2023). Es un compuesto anfifilico por la polaridad relativa de su grupo amida
y una cadena de acilo menos polar; se puede extraer con solventes poco polares
como el hexano y solventes polares como etanol y metanol. Comunmente, la
purificacion de afinina se realiza, utilizando cromatografia de liquidos de alta presion
(HPLC por sus siglas en inglés) y cromatografia en capa fina preparativa; por otro
lado, para su cuantificacion se emplean HPLC con detector UV y cromatografia

liguida acoplada a espectrometria de masas (Joshi et al., 2020).

La afinina se ha asociados con diversos efectos farmacoldgicos, o que ha
impulsado un creciente interés cientifico y tecnoldgico en su aprovechamiento. Esta
relevancia se refleja en el numero de patentes registradas para su aplicacion
farmacéutica como compuesto purificado o en extractos; entre las mas recientes
destacan formulaciones para composiciones antienvejecimiento, cremas faciales
antiarrugas, cremas blanqueadoras con protector solar, asi como una combinacion
en dosis fija de un cannabinoide y afinina para el tratamiento de enfermedades
gastrointestinales (Koren, 2019; Yang et al., 2024; Zhou et al., 2024). El amplio
espectro de usos patentados evidencia el valor biolégico de estos compuestos y
respalda su potencial para el desarrollo de medicamentos herbolarios innovadores,
particularmente en areas terapéuticas donde se buscan alternativas seguras y de

origen natural

2.7 Medicamentos herbolarios

La OMS estima que el 88 % de los paises utilizan recursos de la medicina tradicional
como lo son: plantas medicinales, terapias indigenas, acupuntura, etc. Derivado de
las diversas investigaciones sobre plantas medicinales se establece que en todas
las partes (flores, hojas frutos, etc) de la planta se sintetizan o localizan metabolitos
secundarios que tienen propiedades medicinales; sin embargo, algunos de estos
metabolitos son toxicos y provocan efectos adversos en los organismos que los
ingieren. Por lo tanto, las plantas medicinales son utilizadas frecuentemente para la
formulacién de productos para el tratamiento de diversas enfermedades y promover
la salud humana. Estos productos comprenden los medicamentos a base de hierbas
o medicamentos herbolarios, suplementos dietéticos y nutraceuticos (Khan &
Ahmad, 2019; Kilis-Pstrusinska & Wiela-Hojenska, 2021). Sin embargo, muchos de
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estos productos se comercializan declarando propiedades saludables especificas,
por lo que es necesario establecer pautas para regular su calidad como es la
estandarizacion de los extractos de plantas cuando se desarrolla un medicamento
herbolario y especialmente supervisar su seguridad, ya que muchas personas
consideran que por ser productos de origen natural, estan libres de efectos
secundarios y los utilizan sin considerar una prescripcion médica e indicaciones
sobre posibles efectos adversos e interacciones con otros productos medicinales o

farmacéuticos (Rojas et al., 2022; World Health Organization, 2023).

La regulacién en el mundo de productos a base de hierbas no se ha desarrollado
de forma homogénea; en algunos paises la regulacion existe desde hace mucho
tiempo por la practica popular de la medicina tradicional y en otros paises las
medidas regulatorias son recientes. Esta brecha representa una oportunidad para
que las agencias regulatorias globales compartan y discutan pautas, tecnologias
emergentes y datos sobre medicamentos a base de hierbas y suplementos
alimenticios para establecer una regulacion armonizada (Thakkar et al., 2020).
Ademas, la definicion de medicina herbolaria y suplementos alimenticios varia entre
paises, siendo esto el punto de partida para el consenso global de una definicion y
categorizacion de los productos. Cuando se habla de la regulacién y normativa de
productos alimenticios como son los suplementos y nutracéuticos no se puede
manifestar el uso terapéutico, mientras que para los medicamentos herbolarios si
se pueden manifestar las propiedades terapéuticas cumpliendo los requisitos
solicitados por las agencias regulatorias (Rojas et al., 2022). Es asi como en las
farmacopeas se detallan los métodos para identificar y determinar la calidad de
ingredientes y plantas utilizadas en la produccion de medicamentos y remedios
herbolarios (Khan & Ahmad, 2019; Thakkar et al., 2020).

La OMS define a los medicamentos a base de hierbas o herbolarios como:
“‘productos medicinales terminados y etiquetados que contienen un ingrediente
activo, partes aéreas o subterraneas de la planta u otro material vegetal o
combinaciones”. De hecho, estos medicamentos se pueden clasificar por su
farmacodinamia (Khan & Ahmad, 2019):

e Eficacia comprobada: dosis y compuestos activos conocidos.
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e Eficacia esperada: compuestos activos por estandarizar.

e Eficacia incierta: su uso tradicional esta documentado.

La Administracion de Alimentos y Medicamentos (siglas en ingles FDA) regula los
productos comercializados en Estados Unidos de Ameérica, define los
medicamentos que contienen ingredientes botanicos como: productos destinados a
diagnosticar, curar, mitigar, tratar o prevenir enfermedades. Hasta el momento, la
FDA solo ha aprobado cuatro medicamentos botanicos: Veregen® (tratamiento
tépico de verrugas genitales externas), Mytesi® (tratamiento de la diarrea no
infecciosa en pacientes bajo terapia antirretroviral), NexoBrid® (eliminacién de tejido
carbonizado por quemaduras profundas) y Filsuvez® (tratamiento de heridas
asociadas a epidermdlisis bullosa distrofica) (Thakkar et al., 2020; Food and Drug
Administration, 2024a; FDA, 2024Db).

2.7.1 Medicamentos y remedios herbolarios para el tratamiento de la HTA
Los extractos de plantas medicinales también se usan para el tratamiento
enfermedades cardiovasculares. Por ejemplo, los extractos de las plantas:
Rhamnus alaternus L, Potentilla reptans L, Equisetum telmateia Ehrh, Centaurium
erythraea Rafn, Parietaria judaica L, Allium sativum, Commiphora wightii, Crataegus
oxyacantha, Salvia miltiorrhiza, Ganoderma lucidum, Ginkgo biloba, Digitalis
purpurea, Terminalia arjuna 'y Panax ginseng, se han reportado en la literatura y en
las bases de datos de entidades regulatorias como la Cooperativa Cientifica
Europea de Fitoterapia, Organizacién Mundial de la Salud, Monografias E de la
Comision de Alemania, Agencia Europea de Medicamentos, Real Farmacopea
Espanfiola, como extractos que cumplen con criterios de calidad y seguridad, ademas
de demostrar su eficacia terapéutica en diversas EVC (Rodino & Butu, 2019).
Igualmente es importante recalcar que los fitomedicamento o medicamentos
herbolarios que se utilizan para el tratamiento enfermedades cardiacas y
circulatorias, se definen como extractos estandarizados que se granulan para su
manipulacion y administracion oral por ejemplo los extractos de Leonurus,
Crataegus 'y Ginkgo (Byeon et al., 2018) también se emplean como tratamiento para
la HTA.
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Existen dos extractos estandarizados que se comercializan en Europa y que pueden
emplearse para el tratamiento de HTA son:

e Extracto estandarizado WS 1442 de la planta Crataegus, es el mas estudiado
y contiene 18.75 % de procianidinas oligoméricas con propiedades de cardio
proteccion y antioxidante. Respecto al tratamiento de HTA, se ha
comprobado su efecto vasodilatador, activa la eNOS y previene la
inflamacién del tejido cardiaco isquémico ya que interviene en la via de
sefalizacion del calcio promoviendo la hiperpermeabilidad endotelial (Borghi
et al., 2020).

e El extracto seco estandarizado de Equisetum arvense L. (EA) es un
fitomedicamento que tiene un uso tradicional como agente diurético y esta
regulado por la Agencia Europea del Medicamento (EMA) y la Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria de Brasil (ANVISA). Carneiro y
colaboradores (2022) evaluaron el efecto antihipertensivo, seguridad y
tolerancia del extracto en un ensayo clinico (etapa 1), obteniendo resultados
significativos en la disminucion de la presion arterial de los pacientes. De
igual forma, este tipo de investigacion resalta la importancia de evaluar

extractos de plantas medicinales para el tratamiento de la HTA.

2.7.2 Medicamentos herbolarios en México

En México se promueve el acercamiento y reconocimiento hacia la medicina
tradicional mexicana y la Ley General de Salud establece en el articulo 6, fraccion
VI bis y en el articulo 93 la promocién del conocimiento, respeto y desarrollo de la
medicina tradicional indigena y su practica en condiciones adecuadas, como lo son
la prestacion de la salud de atencidon primaria, ademas de adaptar la estructura
social y administrativa hacia la concepcion de la salud y de la relacion del paciente
con el médico respetando sus derechos humanos (Secretaria de Salud, 2023). Por
lo tanto, el uso de recursos vegetales como son las plantas medicinales hace
referencia a lo que es la fitoterapia y el como estos organismos previenen, alivian y
curan enfermedades mediante la medicina tradicional. En cuanto a productos que
derivan del uso de plantas medicinales, en México se clasifican como medicamentos

herbolarios, remedios herbolarios y suplementos alimenticios (Gonzalez-Gonzalez
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et al., 2023). Para cada uno de estos productos, en el sistema juridico mexicano se
establece el marco rector para el correcto registro y comercializacion de los
productos en territorio nacional. La Ley General de Salud (LGS), el Reglamento de
Insumos para la Salud, el Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de
Publicidad, las Normas Oficiales Mexicanas y la Farmacopea Herbolaria de los
Estados Unidos Mexicanos son documentos que establecen el marco regulatorio
para la fabricacion, etiquetado, estabilidad y farmacovigilancia de productos
derivados de plantas medicinales (Revista ciencia COFEPRIS, 2022; Pérez-
Vasquez et al., 2019).

Los medicamentos herbolarios desde 1997 se encuentran clasificados en la LGS en
el articulo 224, se consideran medicamentos por su naturaleza y se definen como:
‘productos elaborados con material vegetal o algun derivado de éste, cuyo
ingrediente principal es la parte aérea o subterranea de una planta o extractos y
tinturas, asi como jugos, resinas, aceites grasos y esenciales, presentados en
forma farmacéutica, cuya eficacia terapéutica y seguridad han sido confirmadas
cientificamente en la literatura nacional o internacional”. En cuanto a el Reglamento
de Insumos para la salud, este reglamento establece las medidas para el “control
sanitario de los insumos y remedios herbolarios, asi como para los establecimientos
y servicios involucrados” en la produccion de estos recursos. Los medicamentos
herbolarios en este reglamento se definen como aquellos “medicamentos que
contienen material vegetal, excipientes y aditivos. En estos medicamentos no se
pueden incluir sustancias estupefacientes o psicotropicas, ni mezclas de
medicamentos alopaticos o cualquier otra sustancia que represente un riesgo para
la salud humana”. En el articulo 88 de este reglamento, se define a un remedio
herbolario como “un preparado de plantas medicinales, o sus partes, individuales o
combinadas y sus derivados, presentado en forma farmacéutica, al cual se le
atribuye por conocimiento popular o tradicional, el alivio para algunos sintomas
participantes o aislados de una enfermedad. Un remedio herbolario tampoco puede
contender sustancias estupefacientes o psicotropicas, ni mezclas de medicamentos
alopaticos o cualquier otra sustancia que represente un riesgo para la salud
humana”. Una vez definido lo que es un medicamento y remedio herbolario en

México, es importante mencionar que la OMS ha recomendado a sus paises
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miembro, certificar los productos y practicas derivados de la medicina tradicional y
complementaria. También se insta a prevenir posibles riesgos relacionados con
estas practicas como lo es el uso inadecuando de plantas medicinales al adulterar
o falsificar los productos y con esto ocasionar graves problemas de salud; esta
recomendacion es parte de la “Estrategia de la OMS sobre medicina tradicional
2014-2023". A continuacion, se enlistan algunas de las medidas estratégicas
planteadas por la OMS (OMS, 2013; Secretaria de Salud, 2023):

e |dentificar normas, politicas y reglamentos que velen por la calidad y
seguridad de los productos.

e Desarrollar y aplicar marcos normativos que aseguren la credibilidad y
accesibilidad a productos inocuos.

e Elaborar un marco normativo que respalde la calidad, seguridad y eficacia,
incluyendo un registro de productos, proveedores y conocimiento de
instancias que apliquen medidas de salud publica.

¢ Divulgar pruebas cientificas, directrices e informacion de caracter sanitario.

e Establecer o adoptar normas para los productos de la medicina tradicional y

complementaria.

A su vez, para garantizar en México la calidad de los productos antes mencionados,
se ha establecido un marco normativo que brinda orientacién en los requisitos
necesarios para el registro y comercializacion de medicamentos y remedios
herbolarios. Como parte de la normativa establecida en México para el registro de
productos derivados de plantas medicinales (tabla 4), se enlistan las siguientes

Normas Oficiales Mexicanas (NOM):

e NOM-059-SSA1-2015. Buenas practicas de medicamentos. Establece los
requisitos minimos necesarios para el proceso de fabricacion de los
medicamentos para uso humano comercializados en el pais y/o con fines de
investigacion, siendo obligatoria para los establecimientos dedicados a la
fabricacién, laboratorios de calidad, almacenes, depdsitos y medios de
distribucion de medicamentos y materias primas (Secretaria de Salud,
2016a).
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e NOM-072-SSA1-2012 Etiquetado de medicamentos y de remedios
herbolarios. Indica los requisitos para el etiquetado de los medicamentos
herbolarios que se comercializan o suministran en territorio mexicano, asi
como los instructivos y etiquetas de las muestras médicas. Esta NOM es
obligatoria para los establecimientos nacionales relacionados con el
procesamiento de medicamentos o remedios herbolarios para uso humano
(Secretaria de Salud, 2012a).

e NOM-073-SSA1-2015. Estabilidad de farmacos, medicamentos y remedios
herbolarios. Determina las especificaciones y requerimientos de los estudios
de estabilidad, diseno, etc, a aplicarse en los farmacos, medicamentos y
remedios herbolarios para uso humano (en territorio nacional), asi como los
medicamentos en investigacién, de caracter obligatorio para las fabricas o
laboratorios de materias primas que elaboran medicamentos, productos
bioldgicos y remedios herbolarios (Secretaria de Salud, 2016b).

e NOM-248-SSA1-2011. Buenas practicas de  fabricacibn  para
establecimientos dedicados a la fabricacion de remedios herbolarios. Aborda
los requerimientos minimos para el procesamiento de los remedios
herbolarios comercializados en el pais, proporcionando asi productos de
calidad al consumidor. De caracter obligatorio para establecimientos
dedicados a fabricar, almacenar y distribuir remedios herbolarios para uso
humano (Secretaria de Salud, 2012b).

Tabla 4 Requisitos requeridos por COFEPRIS para el registro de medicamentos y
remedios herbolarios. Recuperado de la Revista Ciencia COFEPRIS, 2022.

Medicamentos herbolarios Remedios herbolarios
El establecimiento Cumplir con las: o Cumplir con las:
requiere licencia NOM-059 El es_tablem_mlento NOM-248
Etiquetado NOM-072 requiere aviso de NOM-072
Estabilidad NOM-073 funcionamiento NOM-073
Requiere registro sanitario Requiere permiso para Clave

Alfanumérica de RH

Requiere permiso de importacion Requiere permiso de importacion
Debe cumplir con las disposiciones de | |ndicacién de uso
la farmacopea herbolaria (FEUM)
Deben ser seguros, eficaces y de Se le atribuye por conocimiento popular o
calidad tradicional, el alivio para algunos sintomas
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participantes o aislados de una
enfermedad

Deben incluir una indicacion
terapéutica

Deben contar con informacion cientifica
que demuestre la indicacidn que se
propone

2.8 Sistemas automicroemulsificables (SMEDDS)

Para la administracion de farmacos son mas acertadas las formulaciones
farmacéuticas orales, debido a que es mas cémodo para el paciente (Krstic et al.,
2018). Un requisito esencial en la administracion de farmacos por via oral es la
solubilidad acuosa. Como se mencioné anteriormente, se han reportado diversos
efectos terapéuticos para la afinina y extractos organicos obtenidos de H. longipes,
sin embargo, su solubilidad en agua es deficiente, resultando en una reduccion de
la biodisponibilidad por administracién oral. Asimismo, la mala absorciéon de muchos
farmacos, incluso los compuestos de origen vegetal como la afinina, promueve la
investigacién y evaluacion del desarrollo de nuevos enfoques para formulaciones
farmacéuticas. Las nuevas formulaciones de medicamentos aldépatas vy
medicamentos herbolarios tienen como objetivo, lograr la penetracién del
compuesto y/o compuestos del extracto vegetal en la membrana celular y mejorar
su absorcion (Subramaniyan et al., 2019). Por consiguiente, se ha documentado
que los alimentos con alto contenido de lipidos aumentan la biodisponibilidad y
absorcion de farmacos pocos solubles en agua cuando se ingieren juntos. Las
formulaciones a base de lipidos (emulsiones) son una alternativa para mejorar la
solubilidad y absorcion de farmacos en el tracto gastrointestinal (Visetvichaporn et
al., 2020). Estos sistemas son vehiculos de farmacos de auto-disponibilidad, por
ejemplo, los sistemas de administracion lipidicos autoemulsificables (SEDDS) que
se componen de una mezcla isotrépica y homogénea de aceites, tensoactivos y
cotensoactivos naturales o sintéticos. Cuando el sistema SEDDS entra en contacto
con el fluido gastrico (FG) se forman las micelas de la SMEDDS en las que estan
solubilizados los farmacos, ademas, las gotas que se forman tienen un tamafio
nanométrico que mejora la permeabilidad del farmaco a través de la membrana

gastrointestinal (Kim et al., 2019).
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Los sistemas de administracion de farmacos automicroemulsificables (SMEDDS)
forman espontaneamente microemulsiones de aceite en agua al entrar en contacto
con una solucion acuosa y bajo agitacion leve como es la motilidad del estbmago y
del intestino (Dholakiya et al., 2020). Los SMEDDS son sistemas portadores
biocompatibles, biodegradables y estables que constan de una mezcla de aceite,
tensoactivo, cotensoactivo y el farmaco de interés, formando gotas de un tamafo
menor a 100 nm (Wang et al., 2020). Ademas, se ha demostrado que el desarrollo
de un SMEDDS es sencillo y econémico. Ejemplos de SMEDDS en el mercado:
Neoral® (ciclosporina A), Fortovase® (saquinavir), Agenerase® (amprenavir),
Elyxyb™ (celecoxib); este ultimo sistema SMEDDS fue aprobado recientemente por
la FDA (Silberstein et al., 2023).

Ventajas de los sistemas SMEDDS para el desarrollo de formulaciones orales
(Prajapati et al., 2023; Silberstein et al., 2023; Ye et al., 2021; Wang et al., 2021):

e Los farmacos o compuestos lipofilicos mejoran su biodisponibilidad y perfil
farmacocinético que no compromete la eficacia del efecto farmacoldgico.

e Es estable termodinamicamente.

e Las gotas de la microemulsion proporcionan una mayor superficie para la
absorcion eficiente del farmaco y permite cambios estructurales del sistema
en el tracto gastrointestinal (Gl).

e La absorcién de las gotas ocurre por endocitosis o movimiento a través de la
membrana (difusién) de las células epiteliales.

e El sistema SMEDDS protege a los farmacos del catabolismo enzimatico o
quimico cuando se estan formando las gotas de emulsién en el tracto Gl.

e La coadministracion del sistema SMEDDS con comida no afecta la
administracion del farmaco.

e Los SMEDDS evitan el primer paso hepatico ya que se absorben

principalmente en el intestino delgado por medio del transporte linfatico.

En la tabla 5 se muestran ejemplos de algunos sistemas SMEDDS cargados con
extractos naturales o compuestos puros que estan en investigacion para continuar

con su desarrollo, optimizacion, estudiar la estabilidad fisica, quimica,
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termodindamica de almacenamiento y evaluacion in vitro e in vivo del efecto

farmacoldgico de intereés.

Tabla 5 Ejemplos de sistemas SMEDDS formulados con compuestos puros o
extractos de plantas medicinales.

Compuesto /

Extracto

Extracto de H.

longipes

Licolchacona A

HL235

Acido
clorogénico

Metotrexato

Mesilato de

Eprosartan

Filigenina

Clorofila

Carbamazepina

Componentes del
Sistema SMEDDS
(excipientes)
Transcutol, Tween 80,
propilenglicol y labrasol
Cremophor EL 35,

etiloleato y n-butanol

Capmul MCM EP,
Tween 20 y carbitol

Etiloleato, labrasol y
transcutol

Aceite de castor,

Tween 80, and Plurol

Tween 80,
polietilenglicol 400,
mezcla de 4cido oleico y

aceite de menta

Labrafil, Cremophor EL

y polietilenglicol

Labrafil, kollifor RH y
transcutol
Capriol, Tween 80 y

transcutol

Tamaio de

gota (nm)

<100

2568 +0.79

10.7+1.6

66.5+1.3

126.73

+4.32

62.82 +0.00

40.11 £0.74

22.82+1.29

8.57

Actividad

farmacoloégica

Antihipertensivo

Antihiperuricémico

Nuevo inhibidor de
catepsina K para el
tratamiento de la
osteoporosis
Inmunidad antitumoral
eficaz de células T
Tratamiento para
cancer y trastornos

autoinmunes

Antagonista de la

angiotensina Il

Antioxidante,
hipolipemiante,
antihipertensivo

Antienvejecimiento,

antiinflamatorio, etc

Anticonvulsivo

2.8.1 Etapas de preformulaciéon de sistemas SMEDDS

Referencia

Marrero-Morfa
etal., 2023
Zhu et al.,

2021

Visetvichaporn
etal., 2019

Ye et al., 2021

Kim et al.,
2019

Mohapatra et
al., 2021

Wang et al.,
2020
Lin et al., 2021

Khokhra et al.,
2023

El desarrollo de formulaciones farmacéuticas implica el uso de excipientes

funcionales y no funcionales durante el proceso de fabricacion; es recurrente que

en los pasos de produccion se optimicen racionalmente factores para mejorar la

calidad del producto. En un inicio, el proceso de optimizacion se realizaba un factor
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a la vez, pero generaba deficiencias, se invertia una gran cantidad de tiempo,
esfuerzos y recursos. Actualmente, el enfoque de optimizacion es multifactorial y se
utiliza el disefio sistematico de experimentos, en donde la inversion de recursos y
tiempo es minima. El desarrollo de productos farmacéuticos requiere una
optimizacion racional del producto y de diversos parametros del proceso. Para las
formulaciones SMEDDS que se emplean como una forma farmacéutica oral, la
optimizacién de disefio sistematico utiliza herramientas estadisticas con base en
disefios de superficie de respuesta: disefio multifactorial, disefio de compuesto
central, disefio Box-Behnken, disefio 6ptimo y disefio de mezcla. Cada herramienta
de optimizacion tiene como objetivo estimar al mismo tiempo los efectos e
interacciones de las variables dependientes o controlables e independientes o
incontrolables de la formulacién (sistema o proceso). La optimizacién por disefio de
mezcla se diferencia en los tipos: D-6ptimo, A-6ptimo e I-6ptimo, involucra un disefio
estadistico donde las variables controlables son proporciones de diferentes
componentes de una mezcla (Beg et al., 2019). Previamente se desarrolld una
formulacion SMEDDS (Marrero-Morfa et al. 2023) para la administracion del extracto
etandlico de la raiz de H. longipes (SMEDDS-HL) y se evalud el extracto etandlico
para determinar la solubilidad acuosa y en diversos excipientes. En el caso del
sistema de excipientes Transcutol® HP, Tween® 80/Propilenglicol proporcion 1:1y
Labrasol®, el extracto se disolvid sin observarse opalescencia, turbidez o la
formacién de sedimento. El sistema SMEDDS-HL se optimizé por disefo reticular
simplex aumentado, determinando que el sistema podia ser cargado con 150 mg/kg
de extracto etandlico cuantificado, el tamafo de gota cumplié con el criterio de un
tamafo <100 nm, que proporciona una mayor superficie de contacto para los
compuestos presentes en el extracto y las paredes gastrointestinales. Este sistema
SMEDDS-HI cumple con los criterios de estabilidad descritos en la NOM-073-SSA1
(estabilidad acelerada), ademas, es estable en medios simulados a los pH de fluidos
gastrointetinales; esta estabilidad representa una ventaja frente a sistemas
SMEDDS que requieren convertirlos a una formulacion SMEDDS sdlida (Marrero-
Morfa et al., 2023; Beg et al., 2019; Visetvichaporn et al., 2019).

Considerando que la farmacoterapia de la mayoria de las enfermedades crénicas

como en las ECV es de uso prolongado y se pueden presentar efectos adversos, el
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tratamiento farmacolégico no se individualiza y al momento de prescribir un
medicamentos no se considera su farmacocinética y farmacodinamia, ya que la
escasez de informacion sobre la dosificacion de medicamentos e investigacion de
resultados del tratamiento a largo plazo no es considerado como un requisito
regulatorio en la industria farmaceéutica. Esto ocasiona que a menudo, las dosis que
proporcionan aproximadamente el 50 % del efecto maximo (EDso: dosis efectiva
media) sean suficientes. Cuando se analiza una curva dosis-respuesta, la utilizacién
de dosis superiores a la EDso no representa un aumento significativo de la eficacia
comparado con el aumento de posibles efectos adversos. Por lo tanto, emplear la
dosis minima efectiva es deseable para evitar efectos no deseados en tratamientos
a largo plazo. El uso de dosis minimas de farmacos en enfermedades crénicas es
mas frecuente en atencion médica primaria. Por ejemplo, para la aspirina y la
estatina se ha comprobado que el uso de dosis minimas del farmaco es efectivo
para el inicio de tratamientos con estos medicamentos (Dimmitt et al., 2017; Dimmitt
& Stampfer, 2009).
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3. JUSTIFICACION

La hipertensién arterial es el principal factor de riesgo para el desarrollo de las ECV,
qgue son la primera causa de muerte en el mundo. Los medicamentos que se utilizan
como tratamiento para la HTA presentan una baja eficiencia, altos costos e inducen
efectos adversos graves (dependientes de la dosis). Es evidente la necesidad de
buscar tratamientos alternativos como, por ejemplo, la medicina tradicional y el uso
de plantas medicinales las cuales constituyen estrategias de tratamiento menos
costosas y con menos efectos adversos. La etnofarmacologia proporciona la
informacion necesaria para la posterior formulacién medicamentos herbolarios para
el tratamiento de la HTA, sin embargo, solo se han reportado dos medicamentos
herbolarios de la planta Crataegus spp. que ya son comercializados y de los que se
tiene informacion sobre su actividad farmacologia, interaccion medicamentosa y
efectos adversos. La falta de medicamentos herbolarios para el tratamiento de la
HTA es una fuente de oportunidad para incursionar en el desarrollo de
formulaciones para la administracion de plantas medicinales de las que se tiene
conocimiento sobre su uso tradicional y/o su validacion para el tratamiento de la
HTA.

Por otra parte, en México se han estudiado plantas de la familia Astereacea
encontrando en sus diferentes géneros algunos miembros que sintetizan
metabolitos secundarios de tipo alcamida. Heliopsis longipes, se utiliza
tradicionalmente como remedio para el tratamiento del dolor de muelas, sintetiza la
afinina (alcamida) su metabolito mayoritario que es el responsable de las
propiedades medicinales de la planta. En nuestro grupo de trabajo, se ha
demostrado que la afinina y los extractos organicos obtenidos de la raiz de H.
longipes, producen un efecto vasodilatador significativo y un efecto antihipertensivo
cuyos mecanismos de accion involucran la via del NO. Por consiguiente, en el
grupo de investigacion se desarroll6 una formulacién farmacéutica novedosa
comprendida de un sistema automicroemulsificable (SMEDDS) para el extracto

etandlico de la raiz de H. longipes, que mejora la solubilidad acuosa de la afinina.

Sin embargo, hasta ahora no se ha determinado la dosis efectiva minima que

produce efecto antihipertensivo, por lo tanto, este trabajo tiene como objetivo
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determinar la dosis efectiva minima del extracto etandlico de la raiz H. longipes que
produce un efecto antihipertensivo, disminuyendo asi el desarrollo de posibles
efectos adversos; la DEM servira de referencia para la optimizacién de un sistema
de administracion oral (SMEDDS) del extracto etandlico estandarizado
(previamente desarrollado por el grupo de trabajo), mejorando la solubilidad y
estabilidad de la afinina. Ademas, se aportara informacion para el futuro desarrollo

de un medicamento o remedio herbolario util para el tratamiento de la HTA.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION
¢ Cual es la dosis efectiva minima del extracto etandlico de la raiz de Heliopsis
longipes que produce efecto antihipertensivo en ratas hipertensas, la cual puede ser
incorporada en un sistema lipidico que aumente la solubilidad y estabilidad de la

afinina?

5. HIPOTESIS
La dosis efectiva minima del efecto antihipertensivo inducido por el extracto
etandlico de la raiz de Heliopsis longipes es menor a 100 mg/kg de peso y puede
ser formulada con un tensoactivo no iénico, un cotensoactivo y un codisolvente para

obtener un sistema lipidico que aumente la solubilidad y estabilidad de la afinina.
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6. OBJETIVOS

6.1 Objetivo General

Determinar la dosis efectiva minima del efecto antihipertensivo inducido por el

extracto etandlico de la raiz de Heliopsis longipes y obtener un sistema

automicroemulsificable termodinamicamente estable que incremente la solubilidad

y la estabilidad de la afinina.

6.2 Objetivos especificos

1.

Cuantificar la concentracién de afinina de un extracto etandlico de la raiz de
H. longipes, mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion acoplada
a un detector de arreglo de diodos.

Determinar el color e indice de refraccién de un extracto etandlico de la raiz
de H. longipes.

Determinar la dosis efectiva minima del extracto etandlico cuantificado,
obtenido a partir de la raiz de H. longipes, que induce un efecto
antihipertensivo, en ratas con hipertension inducida con L-NAME.

Obtener un sistema automicroemulsificable, cargado con la dosis efectiva
minima del extracto etandlico cuantificado que induce un efecto
antihipertensivo.

Caracterizar el sistema automicroemulsificable obtenido mediante la
determinacién de su color, su indice de refraccion, tamafio de particula, su
indice de polidispersidad, su potencial zeta, su pH y su punto de
enturbiamiento.

Determinar la estabilidad fisica, quimica y termodinamica del sistema
automicroemulsificable.

Evaluar el efecto antihipertensivo del sistema automicroemulsificable en

ratas con hipertensién inducida con L-NAME.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Reactivos y disolventes

Los reactivos y los disolventes que se emplearon en la presente investigacion se
obtuvieron de JT Baker (Phillisburg, NJ, USA), los excipientes tensoactivos de
Gattefossé Francia. Los reactivos para la preparacion del sistema SMEDDS se
consiguieron por donacién de Quimicos Lyontec, S. de R. L. de C.V. (México) y para
las evaluaciones farmacolégicas se adquirieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA).

7.2 Animales de experimentacion

El bioterio del Instituto de Neurobiologia (UNAM) (Campus Juriquilla, Querétaro,
México) nos proporciono 42 ratas macho Wistar (200 g). Se formaron 7 grupos de
6 ratas. EI numero de repeticiones minimo recomendado de animales de
experimentacion en ensayos antihipertensivos es de seis para obtener resultados
con diferencias estadisticamente significativas. Los animales de experimentacion se
colocaron individualmente en jaulas de policarbonato con medidas 54.5 cm (largo)
x 39.5 cm (ancho) x 20.0 cm (alto), con una reja metalica como tapa con
separaciones de 1.5 cm entre cada una. Se utilizé una cama sanitaria suave de
aserrin con comprimidos sanitarios, se realizé el cambio de esta tres veces a la
semana. Se mantuvieron en un ciclo de 12 h de luz/oscuridad, con libre acceso a
alimento (Rodent chow 5001) y agua Ad libitum (dieta isocaldrica y agua
purificada). Parametros de temperatura (22 °C), humedad (30 %), ruido (< 85 dB) y

ventilacion controlados.

El protocolo experimental se desarrollé bajo los lineamientos descritos en la Norma
Oficial Mexicana 062 (NOM-062-Z00-1999, vigente) para la reproduccion, cuidado
y uso de animales de laboratorio (Diario Oficial de la Federacion, 2001).
Adicionalmente, se siguieron los lineamientos del International Council for
Laboratory Animal Science (ICLAS). Al finalizar el experimento, los animales se
sacrificaron por decapitacion, utilizando una guillotina (NOM-062-Z00-1999,
apartado 9.5.3.3).
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Los residuos peligrosos bioldgicos infecciosos se almacenaron, etiquetaron y
desecharon de acuerdo con las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana
NOM-087-ECOL-SSA1-2002, vigente, por un periodo no mayor a 30 dias y se
contratd un servicio especial dedicado al tratamiento y procesamiento de estos

residuos.

7.3 Cuantificacion de afinina en el extracto etandlico de la raiz de H. longipes
(EEH)

Se cuantificd afinina de un extracto etandlico (lote de 41.7419 g de extracto)
preparado a partir de la raiz de H. longipes, mediante el método analitico validado
por Marrero-Morfa y colaboradores (2023) la deteccién y cuantificacion de afinina
en el extracto, se realizd6 empleando un HPLC Waters® 600E (detector de arreglo
de diodos Waters® 2998 y una columna ZORBAX® ECLIPSE XDB-C8 4.5 x 150 mm,
tamarfio de particula de 5 ym y tamafio de poro de 120 A). Se utilizé una fase movil
(sistema isocratico) de acetonitrilo: acido acético al 1 % de agua (porcion 1:1), a un
flujo de 1 mL/min. El volumen de inyeccion fue de 20 yL y el tiempo del analisis fue
de 9 minutos. A continuacién, se prepard una curva de calibracion del estandar de
afinina de 15, 30, 45, 60 y 90 ug/mL.

La muestra de extracto se prepard pesando 2 mg de extracto y se disolvido en 1 mL
de etanol absoluto grado HPLC, posteriormente, se sonicé la muestra por 15
minutos y se tomd una alicuota de 50 yL, completando 1 mL con fase movil. Esta
dilucién se filtr6 con una membrana de nylon (tamafio 0.45 um) antes de inyectar.

Finalmente, la muestra se inyecto por triplicado.

7.4 Caracterizacion de propiedades organolépticas del EEH cuantificado
Se describieron el color, olor y sabor del extracto etandlico cuantificado (Marrero-
Morfa et al., 2023).

7.4.1 Determinacion de color
Se utilizé un espectrofotometro portatil Konica Minolta® (CM-600d, Japoén) con
iluminante D65, angulo de vision de 10° y espacio de color CIE L*a*b*. Se reportaron

los valores de L= luminosidad, Hue h°= angulo en espacio de color con correlacion
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de los datos de a y b, y C*= saturacion. La muestra se analiz6 por triplicado y se

calcul6 el error estandar de la media.

7.5 Determinacion del indice de refracciéon del EEH cuantificado

El indice de refraccion (IR) del extracto etandlico cuantificado se medio utilizando
un refractémetro digital (HANNA® HI96801, Instruments) en un rango de
temperatura de 20-25 °C; la calibracion a cero se realizé con agua destilada. La
muestra se preparé pesando 400 mg de extracto y disolviendo con 1 mL de etanol
absoluto; posteriormente se tomaron y colocaron unas gotas sobre el lente del
refractdmetro, se determind el IR por triplicado y se calcul6 el error estandar de la
media (Marrero-Morfa et al., 2023).

7.6 Determinacion de la dosis efectiva minima del efecto antihipertensivo
inducido por el EHH

Se indujo hipertension arterial a ratas Wistar macho adultas (200 g de peso),
administrando por via oral (sonda gastroesofagica) 30 mg de Nw-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME)/kg de peso/dia durante cuatro semanas. Se trabajé con 5
grupos (tabla 6) de 6 ratas cada uno (n=6) (Luna-Vazquez et al., 2013; Luz-Martinez
et al., 2024 Marrero-Morfa et al., 2023).

Tabla 6 Grupos de trabajo e indicacién de tratamientos administrados para la
determinaciéon de DEM que produce efecto antihipertensivo.

Grupo Tratamiento
Control positivo L-NAME + captopril disuelto en agua (100 mg/kg de
peso/dia)
Control negativo L-NAME + agua
E3.16 L-NAME + EEH (3.16 mg/kg de ‘peso/dia) disuelto en
carboximetilcelulosa al 0.5 %
E10 L-NAME + EEH (10 mg/kg de ‘peso/dia) disuelto en
carboximetilcelulosa al 0.5 %
E31.6 L-NAME + EEH (31.6 mg/kg de ‘peso/dia) disuelto en
carboximetilcelulosa al 0.5 %

Durante los ultimos cuatro dias del ensayo se administraron por via oral con una

sonda gastroesofagica el captopril y las dosis correspondientes de EEH.
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Se medido semanalmente la presion arterial sistdlica (PAS) usando el método del
manguito de cola con un escaner calentador LE 5650/6 (Panlab® Barcelona,
Espafa) acoplado a una computadora automatica de presion arterial LE 5007
(Letica®, Barcelona, Espafia). Se realizaron cinco lecturas consecutivas y se utilizé

el valor medio de las lecturas.

La dosis efectiva minima que produce un efecto antihipertensivo es la dosis menor
que disminuyé de manera significativa la presion arterial sistélica en los animales

de experimentacion con hipertension.

7.7 Formulacion de un sistema lipidico 6ptimo del EEH

Se utilizaron los excipientes Transcutol® HP (55 %), Labrasol® (35 %) y una mezcla
de Tween® 80 vy Propilenglicol (10 %) para preparar el sistema
automicroemulsificable (Marrero-Morfa et al., 2023). Este sistema fue cargado con
la dosis efectiva minima del EEH cuantificado para realizar los experimentos

restantes.
7.8 Caracterizacion de sistema lipidico 6ptimo

7.8.1 Determinaciéon del tamafo de gota, indice de polidispersidad y
potencial zeta
El tamafo de gota y el indice de polidispersidad (IPD) de la formulacion SMEDDS
se midieron por dispersion dindmica de la luz (Litesizer® 500 AntonPaar®
Instruments, México) a 25 °C. El potencial Zeta se medié con el Zetameter
Zetaprobe 300 (Malvern® Panalytical, Ltd., México) a 25 °C. Los resultados se
expresan como la media + SEM de al menos diez mediciones de la muestra (Dhaval
et al., 2020; Marrero-Morfa et al., 2023).

7.8.2 indice de refracciéon
El indice de refraccion (IR) de la formulacion SMEDDS se medié de acuerdo con la

metodologia descrita en el subindice 7.5.

7.8.3 Determinacion del color
El color de la formulacion SMEDDS 6ptima se evalud siguiendo la metodologia

descrita en el subindice 7.4.1.
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7.8.4 Determinacion del pH
El pH de la formulacion SMEDDS se determind utilizando el electrodo de un medidor
de pH (Navi® pH meter F-51, HORIBA®, Ltd., Kyoto, Japdn). El electrodo se
sumergié en la muestra y se registré el pH una vez alcanzado el equilibrio. Las
muestras se midieron por triplicado y se calcul6é el SEM (Laothaweerungsawat et
al., 2020; Marrero-Morfa et al., 2023).

7.8.5 Punto de enturbiamiento
Se anadieron 0.5 mg de la formulacion SMEDDS a un vaso de precipitado con 50
mL de agua destilada. Se calenté el vaso de precipitado a una velocidad de 1 a 5
°C/min. El punto de enturbiamiento se tom6 como la temperatura a la cual la
dispersion se enturbid. Se realizé el procedimiento por triplicado para verificar la
temperatura del punto de enturbiamiento de la formulacion (Dhaval et al., 2020;
Mohapatra et al., 2021).

7.9 Estudios de estabilidad de la formulacion SMEDDS

7.9.1 Estabilidad fisica y quimica

La estabilidad fisica de la formulacion SMEDDS se evalué empleando fluidos
gastrointestinales artificiales. El ensayo de estabilidad se realiz6é al tomar 3 mL de
la formulacion SMEDDS que se anadieron a 30 mL de cada una de las soluciones
se agitaron a 200 rpm manteniendo constante la temperatura a 25 °C. Se tomaron
muestras a los tiempos 0, 0.5, 1, 2y 4 horas para cuantificar el contendido de afinina
el método HPLC descrito anteriormente (Marrero-Morfa et al., 2023; Wang et al.,
2021).

¢ Fluido gastrico: se afnadio NaCl a 100 mL de agua destilada. Posteriormente
se adicion6 1.4 mL de HCI 10 M para ajustar el pH a 1.2, se adicionaron 0.64
g de pepsina y se ajusté el volumen a 200 mL con agua destilada.

e Fluido intestinal: se disolvi6 fosfato potasico monobasico en 50 mL de agua
destilada, posteriormente, se afiadieron 15.4 mL de NaOH 0.2 M para ajustar
el pH a 6.8, se adicionaron 2 g de pancreatina y se ajusto el volumen a 200

mL con agua destilada.
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7.9.2 Estabilidad termodinamica
Las pruebas de estabilidad termodinamica permitieron monitorear la inestabilidad
(separacién de fases o turbidez) en la formulacion SMEDDS 6ptima (Pramanik &
Thakkar, 2020; Khokhra & Singh, 2023; Mirzaeei et al., 2023). La formulacion se

almaceno en un vial de vidrio.
e Ciclo de calentamiento-enfriamiento

La formulacion SMEDDS se expuso a tres ciclos de refrigeracion a 4 °C y
calentamiento en una camara de estabilidad a 45 °C. Para cada condicion de

temperatura, la muestra se almacené durante 48 horas.
e Centrifugacion

La formulacion SMEDDS se sometidé a centrifugacion a 3500 ppm durante 30

minutos.
¢ Prueba de estrés de ciclo de congelacion-descongelacion

La formulacion se sometié a tres ciclos de congelacion de -20 °C durante 24 horas

y descongelacién a 25 °C por 24 horas.

7.10 Determinacion del efecto antihipertensivo de la formulacién éptima
SMEDDS cargada con la dosis efectiva minima del EEH

Se indujo hipertension arterial a ratas Wistar macho adultas (200 g de peso),
administrando por via oral (sonda gastroesofagica) 30 mg de Nw-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME)/kg de peso/dia durante cuatro semanas. Se trabajo con 2
grupos (tabla 7) de 6 ratas cada uno (n=6). El trabajo con este grupo se inici6 en la
tercera semana del ensayo descrito en el numeral 7.6 (Luna-Vazquez et al., 2013;
Luz-Martinez et al., 2024; Marrero-Morfa et al., 2023).

Tabla 7 Grupos de trabajo e indicacion de tratamientos administrados para la
evaluar el efecto antihipertensivo producido por el sistema SMEDDS.

Grupo Tratamiento
Excipientes ‘ L-NAME + mezcla de excipientes del sistema (1 mL)

SMEDDS-DEM L-NAME + formulacion SMEDDS cargada con la DEM del
EEH cuantificado (1 mL)

52



Durante los ultimos cuatro dias del ensayo se administrd por via oral con una sonda

gastroesofagica el captopril y la formulacion 6ptima SMEDDS.

Se medié semanalmente la PAS usando el método del manguito de cola con un
escaner calentador LE 5650/6 (Panlab ®, Barcelona, Espafia) acoplado a una
computadora automatica de presion arterial LE 5007 (Letica ®, Barcelona, Espafia).

Se realizaron cinco lecturas consecutivas y se utilizé el valor medio de las lecturas.

7.11 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se expresan como las medias + SEM de n = 6. Para el analisis
de los datos se emple6 una prueba ANOVA de una via para comparar los
tratamientos empleados. Las diferencias entre los grupos de experimentacion se
obtuvieron a partir de la prueba de Tukey. Se consideraron diferencias significativas
entre las medias, cuando p < 0.05. Las curvas dosis-respuesta y el analisis de datos

se obtuvieron con el programa GraphPrism 9.0.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Extracto etandlico cuantificado

La cuantificacion del afinina en el extracto etandlico de H. longipes se llevé a cabo
mediante HPLC, empleando un método previamente validado por Marrero Morfa y
colaboradores (2023). Los resultados de la concentracion de afinina cuantificada en
el lote de extracto empleado en los experimentos muestran una dispersiéon en los
valores de concentracion de afinina entre los diferentes frascos analizados, ademas,
se muestra en la figura 3 la curva de calibracion preparada con el estandar de afinina
que mostré un comportamiento lineal, asi como un R? =0.9963 que confirma la

adecuacioén del método para la cuantificacién del marcador quimico.
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Figura 3 Curva de calibracion del estandar afinina.

Tabla 8 Concentraciones de afinina en cada frasco del lote del EEH de H.
longipes.

Numero de frasco  Gramos de extracto  ug de afinina/mg de extracto

13 6.4821 405.4439
14 6.1899 493.6899
15 8.418 418.5037
16 6.5939 456.0217
17 6.467 390.9180
19 7.591 517.8406
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Las concentraciones de afinina en los lotes de extracto comprenden valores de 390
a 517 pg afinina/mg de extracto (tabla 8) que son congruentes con los 342 £ 0.3 ug
de afinina/mg de extracto reportado en 2023. Estos resultados confirman que el
extracto etandlico de H. longipes mantiene un contenido adecuado de afinina de
acuerdo a los estandares internos establecidos por nuestro grupo de investigacion.
Las variaciones en la concentracién podrian atribuirse a la distribucion y
almacenamiento de los frascos con el extracto. Desde un punto de vista del control
de calidad, la cuantificacion del marcador quimico constituye un criterio esencial
para garantizar la autenticidad, caracterizacion y evaluacion de forma cuantitativa y
cualitativa del material vegetal (Heinrich et al., 2020). Por lo tanto, la aplicacion de
métodos analiticos validados, como el método de HPLC empleado en este estudio,
fortalece la necesidad de implementar controles de calidad analiticos para la
confiabilidad y trazabilidad de los resultados en la produccién y evaluacion de
extractos naturales cuando se tiene interés en realizar estudios experimentales o

desarrollar productos medicinales (Balekundri & Mannur, 2020).

8.2 Caracterizacién del EEH cuantificado

Los resultados de la evaluacion analitica previa fueron la base para avanzar hacia
una caracterizacion fisico-quimica del extracto etandlico cuantificado. La
estabilidad, eficacia y propiedades organolépticas del extracto no dependen solo de
la cantidad de afinina presente, sino también de propiedades macroscépicas y
Opticas que indican posibles variaciones en la matriz del extracto (Ichu &
Nwakanma, 2019). La caracterizaciéon del extracto etandlico cuantificado
comprendio la determinacién de color en el espacio de color CIELab y medicion del
indice de refraccion. Estas mediciones y los experimentos restantes se realizaron

con el extracto contenido en el frasco numero 15 del lote.

El color del extracto cuantificado se definid por los siguientes parametros: L°=23.3
(baja luminosidad), C*=2.1(baja saturacion) y Hue°=60.8° (area de color rojo-
amarillo; figura 5), en comparacion con los valores obtenidos previamente por
Marrero Morfa y colaboradores (2023), siendo: L°=25.3, C*=4.2 y Hue°=37.1°.
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Figura 4 Muestra del extracto etandlico cuantificado e ilustracién del parametro
Hue® para indicar el area de color.

Visualmente el color del extracto se mantiene en un area de color rojo-amarillo, lo
cual permitié continuar con los experimentos. El espacio de color CIELab se puede
utilizar para evaluar el color de los alimentos, por ejemplo, en los frutos el cambio
de color se relaciona con el contenido de polifenoles y flavonoides ya que estos
modifican los valores a 'y b con los que se calcula el valor de Hue’; este método es
una herramienta versatil y fiable para determinar el color en materias vegetales

como los extractos medicinales (Mohammadzadeh et al., 2025).

El indice de refraccion (IR) observado fue de 1.402 + 0.001, que coincide con el IR
de 1.409 + 0.002 medido por Marrero-Morfa y colaboradores (2023); esta
concordancia indicé la estabilidad fisico-quimica del extracto cuantificado, por lo
tanto, se continud con los experimentos. El IR es un parametro 6ptico (sencillo de
medir) que relaciona la densidad y concentracion de solutos en matrices complejas,
como lo son los extractos vegetales coloridos; estas matrices presentan IR altos por
la absorcion y constantes dieléctricas de sus compuestos (Yasir et al., 2021). Los
hallazgos mencionados anteriormente demuestran que combinar evaluaciones
cuantitativas y cualitativas son utiles para un control de calidad de preparaciones

naturales como los extractos medicinales.

8.3 Determinacion de la dosis efectiva minima del efecto antihipertensivo
inducido por el EEH cuantificado
La hipertensidn arterial se indujo en ratas macho adultas de la cepa Wistar mediante

la administracion cronica de L-NAME durante un periodo de cuatro semanas,
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siguiendo un modelo consolidado por nuestro grupo de investigacion. En la figura 6
se presentan las mediciones de PAS obtenidas al finalizar la cuarta semana,
momento en el que se administraron los tratamientos antihipertensivos durante los
ultimos cuatro dias del ensayo. Los grupos de control incluyeron un grupo
hipertensivo tratado unicamente con L-NAME (PAS 160.4 + 2.156 mmHg) y un
grupo tratado con captopril (CAP, PAS 134 + 1.737 mmHg), utilizados como
referencias para establecer comparaciones estadisticas entre los tratamientos
experimentales. Se observd una disminucion significativa de la PAS en los grupos
tratados con CAP y con 10 (E10) y 31.6 (E31.6, 131.2 + 0.997 mmHg) del extracto

etandlico cuantificado, en comparacion con el grupo L-NAME sin tratamiento.
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Figura 5 Los datos representan las mediciones realizadas durante 4 semanas y la
administracion de captopril (CAP) y EEH:(E) 3.16, 10 y 31.6 mg/kg en los ultimos 4
dias del experimento. n=4-6. 2p<0.0001 vs. L-NAME; ?p<0.0001 vs E3.16.

El analisis comparativo entre las dosis de extracto de 3.16, 10, 31.6 mg/kg y el grupo
CAP evidenci6 que la dosis de E10 (115.8 £ 2.630 mmHg) produjo una reduccién
significativa de la PAS, siendo esta considerada la dosis efectiva minima (DEM), al
representar la dosis menor con un efecto antihipertensivo perceptible (Thomas &
Ting, 2014). Este hallazgo coincide con lo reportado previamente por Carifio-Cortés
y colaboradores (2010), quienes demostraron que dosis entre 10-30 mg/kg de

extracto inducen un efecto antinociceptivo, lo que refuerza la validez del intervalo
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de dosis empleado en el presente estudio. En cuanto al mecanismo de accion, el
efecto antihipertensivo producido por el extracto etandlico de H. longipes y la afinina
se ha asociado con la mejora de la funcion endotelial, atribuida al incremento de los
niveles séricos de oxido nitrico (NO), asi como la activacion de los receptores
cannabinoides CB1 y de los canales i6nicos TRPV1y TRPA1 (Luz-Martinez et al.,
2024).

8.4Formulacién y caracterizacion del sistema lipidico

Una vez identificada la DEM del extracto etandlico cuantificado que produce un
efecto antihipertensivo, se procedié a preparar el SMEDDS tomando como base los
excipientes del sistema SMEDDS previamente formulado por nuestro grupo de
investigacion, que estaba compuesto por Transcutol © (55 %), labrasol ® (35 %) y
una mezcla 1:1 de Tween® 80 y propilenglicol (10 %), cuyas proporciones tenian la
capacidad de formar una microemulsion estable (Marrero-Morfa et al., 2023). La
cantidad de extracto cuantificado cargado por mL de sistema se calculé tomando de
referencia el peso una rata Wistar macho adulta (200 g). La DEM se incorporé
directamente en la mezcla de excipientes (SMEDDS) obteniéndose una formulacion

homogénea y translucida.
Caracteristicas del sistema:

Se midié el color obteniendo los siguientes valores CIELab: L*=38.7 (baja
luminosidad), C*=13.176 (baja saturacion) y Hue°=96.9° (area de color rojo-amairillo;

figura 6).

i

Figura 6 Muestra de SMEDDS-DEM e ilustracion del area de color Hue®.
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Figura 7 Formacion de la microemulsion.

Las mediciones restantes se realizaron anadiendo a 250 mL de agua o fluido
gastrointestinal simulado un 1 mL de SMEDDS-DEM; solo se consideraron las
muestras que al formar la microemulsién (figura 8) visualmente permanecieron

translucidas y sin evidencias de separacion de fases, turbidez o cambio de color.

Se obtuvoun IR de 1.333 £ 0, un pH de 7.0 £ 0.008 estan dentro del rango fisioldgico
requerido para una formulacién de administracion oral (Gray et al., 2025), asi como
un punto de enturbiamiento registrado de 55.56 + 0.338 °C; esta temperatura se
tomé como un parametro de estabilidad térmica. De esta forma se evalua la
estabilidad de los tensoactivos no i6nicos como lo son el Tween 80 que dan
estructura al sistema; a temperaturas superiores de este punto ocurriria separacion
de fases o cambios en la absorcion de metabolitos como la afinina (Grifoni et al.,
2025).

Propiedades coloidales del sistema:

Utilizando dispersion dinamica de la luz (DLS) de determin6 un tamano de gota de
138.9 + 0.033 nm y un IPD de 0.11+ 0.014 que corresponden a la formacién de
gotas con una distribucion de tamafio monomodal y uniforme. Un potencial zeta de
-10.75 £ 0.0 mV que indica parcialmente la estabilidad fisica de las gotas de

microemulsion, en la literatura, se sugiere que para garantizar la formacién de una
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barrera de alta energia que evité la coalescencia entre las gotas dispersas, el

potencial zeta deberia ser superior a £ 30 mV (Garg et al., 2023).

8.4 Estabilidad fisica y quimica del sistema lipidico

Posterior a la caracterizacion inicial del sistema, se evalud la estabilidad fisica y
quimica del SMEDDS-DEM en condiciones gastrointestinales simuladas, siendo
pasos criticos, ya que el sistema lipidico debia mantener solubilizada a la afinina y
demas metabolitos del extracto evitando su precipitacion o degradacion frente a la

variacion del pH fisioldgico en el tracto gastrointestinal (Grifoni et al., 2025).

8.4.1 Estabilidad fisica

La estabilidad fisica del sistema SMEDDS-DEM se evalu6 mediante la
determinacion del tamafio de gota por DLS. Las mediciones se realizaron en
intervalos de 0, 0.5, 1, 2 y 4 horas (h), tomando alicuotas independientes de 1 mL
de las dispersiones formadas en fluido gastrico simulado (FG) con pepsina y en

fluido intestinal simulado (FI) con pancreatina.

En el FG, las microemulsiones mostraron una distribucion de tamano monomodal

(figura 8).

~

60 =

S L
Il
& | |||',.|I
= |'|\‘
40 || I’Il
) T |
= [
- . | L
——0h Hi
20 4 ?ﬁh | |
I 2n /| i
4h /I
8 e S W S A —
0.1 1 10 100 1000 10000

Tamafio.d (nm)

Figura 8 Distribucion de tamafio de las gotas de microemulsion en el FG
simulado.
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Durante las primeras horas (0-1 h), el tamafo promedio de gota se mantuvo
alrededor de 100 nm, observandose posteriormente una disminucion progresiva
hasta aproximadamente 10 nm en el intervalo de 2-4 h. Este comportamiento puede
relacionarse, por una parte, con la liberacién sostenida de afinina desde las gotas
de microemulsion en el medio acido. El medio acido o basico, asi como la fuerza
ionica de las sales utilizadas para ajustar el pH del medio, puede cambiar el estado
de ionizacion del farmaco o de los cotensioactivos, modificando la tension interfacial
y el tamaio de las gotas. A menudo, a pH acido se producen gotas mas pequefas
debido a una mayor solubilizacién del farmaco, mientras que en pH neutro o basico
pueden aumentar de tamafno o desestabilizar las dispersiones, tal y como se
observé con el sistema en estudio en el medio de pH 6.8 (Ver figura 9). Ademas,
diversos estudios sobre sistemas autoemulsificables han demostrado que, en
mezclas de Labrasol/Transcutol, la solubilidad de los farmacos varia con el pH, lo
que altera indirectamente el equilibrio de la emulsion (Rangaraj et al., 2019;
Algahtani et al., 2022).

En el caso del SMEDDS-HI, estudios previos de SMEDDS con afinina mostraron
que en medio acido se solubiliza rapidamente mas del 50% de este marcador
quimico en un SMEDDS (Marrero-Morfa et al, 2023). Por otro lado, si bien el
Labrasol y la afinina tienen una naturaleza anfifilica, lo que implica que su actividad
interfacial es relativamente estable a distintos intervalos de pH, la presencia de
cotensioactivos como el propilenglicol puede alterar este equilibrio y afectar la
estabilidad fisica de las gotas. Asimismo, al ser el Transcutol un solubilizante
hidrofilico, puede modificar el coeficiente de reparto del activo en funcion del pH vy,
por tanto, influir indirectamente en el tamafo de las gotas y su estabilidad (Li & Lam,
2013). En el caso del Tween 80, si bien es un tensoactivo no idnico, que pudiera ser
menos afectado por el pH, también se ha demostrado que el pH origina cambios en
su solubilidad y la interaccion con cotensoactivos y aceites. Los estudios que
reemplazan agua con soluciones amortiguadoras de diferentes valores de pH como
1.2, 6.8,y 7.4, han mostrado que se altera el tamano y la distribucidn de las gotas
en nanoemulsiones y que a valores bajos de pH resultan gotas mas pequefas,
mientras que, a valores de pH mas altos, la tendencia es a incrementar el tamafo

de la gota (Algahtani et al., 2022; Alvarado-L6pez & Medina-Lezama, 2019).
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En contraste, al exponer el sistema al Fl, se observé una distribucién de tamafio

polimodal (figura 9) a lo largo de las 4 horas de incubacion.
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Figura 9 Distribucion de tamafo de las gotas de microemulsion en el Fl simulado.

Se distinguieron poblaciones de particulas en un rango de 100 a 1000 nm,
interpretadas como estructuras heterogéneas (agregados o vesiculas) derivadas de
la degradacion enzimatica de los componentes lipidicos del SMEDDS-DEM. Este
comportamiento es caracteristico de sistemas automicroemulsificables sometidos a
digestion enzimatica y reproduce el proceso fisioldgico de lipdlisis intestinal que
ocurre in vivo durante la administracion oral (Vithani et al., 2019). Asimismo, la
presencia de particulas de tamafo superior a 1 um podria explicarse por la accion
de las enzimas pancreaticas presentes en el medio simulado, cuyas preparaciones
se caracterizan por generar sistemas con dimensiones superiores a la escala
nanométrica (Maev et al., 2020). Para profundizar en el estudio del comportamiento
estructural del sistema bajo digestion, seria conveniente complementar este analisis
con microscopia electrénica de transmision (TEM) o con microscopia electronica de

transmisién de barrito (STEM).
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En conjunto, los resultados indican que si bien, el sistema SMEDDS-DEM no
presenta estabilidad fisica en condiciones gastricas e intestinales simuladas, que
puede estar inducida tanto por los cambios de factores fisicoquimicos como el pH y
la tensién interfacial que han sido inducidos principalmente por modificaciones en
solubilidad de los componentes; los cambios en tamafio de particula durante el
periodo de transito en el TGl no afectan significativamente su biodisponibilidad; lo
cual fue demostrado por los resultados del efecto farmacoldgico obtenido después

de la administracion a las ratas por sonda gastrica.

8.4.2 Estabilidad quimica

Se evalud la estabilidad quimica de la afinina, marcador quimico presente en el
extracto etandlico cuantificado y solubilizado en el sistema SMEDDS-DEM. La
cuantificacion se realizé mediante HPLC tras la exposicion del sistema a fluidos
gastrointestinales simulados, siguiendo las mismas condiciones experimentales

descritas para la evaluacion de estabilidad fisica.
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Figura 10 Cromatogramas de afinina durante la prueba de estabilidad quimica,
fluido gastrico simulado (FG).
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En los cromatogramas obtenidos (figura 10 y 11) se observd de manera constante
el pico caracteristico de la afinina durante todo el periodo de analisis, lo que confirma

la presencia del compuesto de interés.
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Figura 11 Cromatogramas de afinina durante la prueba de estabilidad quimica,
fluido intestinal simulado (Fl).

Sin embargo, las sefales registradas se encontraron por debajo del limite de
cuantificacion (LoQ = 5.3 mg de afinina/mL) establecido para el método validado
(Marrero-Morfa et al., 2023). Aunque los tiempos de retencién fueron relativamente
consistentes con los valores esperados, se detectd un ligero desplazamiento hacia
un tiempo mayor, atribuible a la complejidad de la matriz, que incluia fluidos
simulados con enzimas digestivas. La interaccion de la afinina con la matriz de la
muestra sugiere una posible retencion superior durante la elucion. Para garantizar
la integridad de los resultados, entre cada inyeccién de muestra se analizé un blanco
del fluido simulado, confirmando la ausencia de retencién de los componentes
residuales en la columna cromatografica. Asimismo, factores como el pH y la
presencia de enzimas digestivas pueden afectar tanto la recuperacion analitica
como la estabilidad intrinseca del analito (Gongalves et al., 2021). Los resultados
sugieren que, aunque la afinina es detectable a lo largo del ensayo, las condiciones
experimentales limitaron una precisa cuantificacion.
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8.5 Estabilidad termodinamica del sistema lipidico

La estabilidad termodinamica del sistema SMEDDS-DEM se evalué mediante tres
ciclos sucesivos de pruebas de centrifugacion, calentamiento-enfriamiento y
congelacion-descongelacion. Durante la ejecucidon de los ensayos, no se
observaron cambios visuales apreciable en ninguna de las muestras sometidas a
las distintas condiciones de estrés, evidenciando la ausencia de separacion de
fases, precipitacion o alteraciones de color. Estos resultados indican que SMEDDS-
DEM mantiene su integridad coloidal y estabilidad estructural frente a
perturbaciones mecanicas y térmicas, confirmando su naturaleza

termodinamicamente estable (Dewangan et al., 2024).

Adicionalmente, se realizé una evaluacién de estabilidad en almacenamiento bajo
condiciones controladas (temperatura ambiente y ausencia de luz) durante un
periodo de tres semanas, utilizando una muestra recién preparada como referencia
inicial. A intervalos semanales se determinaron los parameros de tamafno de gota,
IPD y potencial zeta; en la tabla 9 se presentan los intervalos de valores obtenidos
para cada parametro, los cuales pueden considerarse como limites de aceptacién

del sistema para predecir su vida util (Hsieh et al., 2023).

Tabla 9 Parametros coloidales determinados en pruebas de estabilidad
termodinamica.

SMEDDS-DEM
Tamafo (nm) ‘ 110.07 + 0.654 a 138.96 + 0.033
IPD 0.105+0.010a0.11 £ 0.014
Potencial zeta (mV) -10.75 £ 0.000 a -15.25 + 0.372

8.5 Efecto antihipertensivo producido por el sistema lipidico de administracion
oral

Con el propdsito de evaluar el desempefio farmacoldgico del sistema SMEDDS-

DEM, se realiz6 un ensayo in vivo empleando un modelo murino con hipertension

inducida con L-NAME, conforme a las directrices descritas en el apartado 8.3. Se

mantuvieron los grupos control hipertensivo y antihipertensivo, asi como el grupo

tratado uUnicamente con el extracto etandlico a la DEM. Adicionalmente, se
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evaluaron los grupos correspondientes a los excipientes (mezcla de tensoactivos) y
al sistema SMEDDS-DEM.
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Figura 12 Los datos representan las mediciones realizadas en la semana 4
después de la administracion de captopril (CAP), extracto etandlico de H. longipes
(E) 10 mg/kg), excipientes (Exc) en los ultimos 4 dias del experimento. n=4-6.
4p<0.0001 vs L=NAME, *p<0.0001 vs E10.

Los resultados obtenidos (figura 12) evidenciaron que la administracién oral del
sistema SMEDDS-DEM produjo una reduccion significativa en la PAS (96 + 3.304
mmHg) en comparacion con el grupo tratado con el extracto crudo (E10). En
contraste, el grupo de excipientes no mostré variaciones relevantes de PAS (164.6
1+ 1.103 mmHg), lo que confirma que los excipientes del sistema no ejercen efectos
antihipertensivos intrinsecos ni potencian el efecto farmacoldgico del extracto. Esta
diferencia sugiere que el efecto mejorado del SMEDDS-DEM se asocia
principalmente con la solubilizacién y biodisponibilidad de la afinina contenida en el
extracto, lo que favorece una reduccion mas eficiente de la presion arterial en el

modelo de hipertension desarrollado.

La mejora del efecto antihipertensivo observada puede atribuirse a la formacion de
microemulsiones en el tracto gastrointestinal. Este fendmeno facilita la solubilizacion
y absorcion de compuestos con baja solubilidad acuosa, lo que supera una de las
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principales limitaciones de la administracion oral de extractos naturales y farmacos
lipofilicos (Hsieh et al., 2023). Ademas, la mezcla de excipientes del SMEDDS-DEM
puede favorecer el transporte linfatico de la afinina, al incorporar este principio activo
a través del transporte de quilomicrones en los enterocitos y las células de
micropliegues (células M) en las placas de Peyer, mejorando asi su absorcion
sistémica (Zhang et al., 2021). Las gotas de microemulsidén actian como una barrera
protectora frente al entorno quimico y enzimatico del tracto gastrointestinal,
preservando la integridad de la afinina. El incremento de la permeabilidad intestinal
puede explicarse por la accidn de los tensoactivos que alteran la organizacién
estructural de los componentes de membrana facilitando su difusion pasiva, se ha
reportado que el Tween 80 aumenta la permeabilidad de farmacos por su efecto de
aflojamiento de uniones estrechas y participa en la mejora de la biodisponibilidad al

inhibir transportadores de eflujo (Gurram et al., 2015; Sambhakar et al., 2023).
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9 CONCLUSIONES
En el presente estudio se cuantificé el contenido de afinina en el extracto etandlico

de H. longipes, obteniéndose una concentracién de 418.50 ug/mg de extracto.
Ademas, se caracterizaron su color e indice de refraccion, aspectos relevantes para

su estandarizacion.

La evaluacion farmacolégica del extracto etandlico de H. longipes en un modelo
murino con hipertension inducida con L-NAME permitié establecer una dosis
efectiva minima (DEM) de 10 mg de extracto/kg de peso capaz de generar una

reduccion significativa de la presion arterial.

La DEM del extracto de H. longipes fue incorporada en un sistema SMEDDS
formulado con Transcutol® HP, Labrasol®, Propilenglicol® y Tween® 80. Este
sistema cumplié con un tamafo (138.9 £ 0.033 nm), IPD (0.11+ 0.014) y potencial
zeta (-10.75 £ 0.000 mV) que lo clasifica como un SMEDDS.

El sistema mejoré notablemente la solubilidad y mostré una relativa estabilidad
quimica de la afinina en medios gastrointestinales simulados. En cuanto a la
estabilidad fisica, si bien el tamafo de gota varioé por efecto del pH, siendo mas
afectada en términos de polidispersidad a un pH mas basico, en general, el tamafio
de gota se mantuvo mayoritariamente en la escala submicronica hasta 4 horas, sin
afectar su biodisponibilidad y efecto farmacolégico. También, la estabilidad
termodinamica fue confirmada mediante ciclos repetidos de pruebas de
centrifugacién, enfriamiento y calentamiento, asi como, congelacion vy
descongelacioén, sin presentar evidencias de separacion de fases o precipitacion de

los componentes.

La formulacién de la DEM en un sistema SMEDDS aument6 significativamente su
efecto antihipertensivo en ratas con hipertension inducida por L-NAME, en
comparacion con la administracion del extracto sin formular. Estos resultados
indican que la formulacion lipidica no solo conserva la estabilidad de la afinina, sino

que también incrementa el efecto antihipertensivo del extracto.

Los resultados obtenidos en este estudio evidencian que el extracto etandlico de la
raiz de H. longipes cuantificado y formulado en un sistema SMEDDS, representa
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una estrategia prometedora para el desarrollo de medicamentos herbolarios con

actividad antihipertensiva.
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