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RESUMEN

La hipertension arterial afecta a un elevado niumero de personas en todo el
mundo y se ha convertido en uno de los problemas de salud publica mas critico
y costoso. En la actualidad, continta la busqueda de nuevas alternativas para
tratar esta afeccion, siendo las plantas medicinales una de las fuentes mas
valiosas de compuestos prototipo para el desarrollo de nuevos farmacos.
Heliopsis longipes es una planta endémica de México, cuyas raices son
empleadas para tratar el dolor orofacial y la odontalgia. Los efectos
farmacoldgicos que presentan estas raices se atribuyen principalmente a las
alcamidas, siendo la afinina la alcamida mayoritaria. Nuestro grupo de trabajo
demostré que el extracto de diclorometano, preparado a partir de la raiz de H.
longipes, induce un efecto vasodilatador en el modelo de aorta aislada de rata y
la afinina pura induce una significativa relajacion del musculo liso arterial. Sin
embargo, los extractos organicos de la raiz de H. longipes y la afinina son poco
solubles en agua y por lo tanto, son dificiles de administrar y dosificar por via
oral. En este contexto, la presente investigacion tuvo como objetivo desarrollar,
a partir de un extracto estandarizado de la raiz de H. longipes, una forma
farmacéutica autoemulsificable de administracion oral con efecto
antihipertensivo. Inicialmente se validé el método analitico que se utilizé para
cuantificar afinina en el extracto etandlico preparado a partir de la raiz de H.
longipes. Posteriormente, se caracterizo dicho extracto y, utilizando diagramas
de fase pseudoternarios, se obtuvo un sistema auto-microemulsificable (HL-
SMEDDS). Se caracteriz6 la formulacién 6ptima, se comprob6 su estabilidad y
se determiné el perfil de liberacion de afinina in vitro. Posteriormente, se
determind el efecto antihipertensivo del HL-SMEDDS utilizando un modelo in
Vivo y se realizaron ensayos de reactividad endotelial in vitro. La formulacion
compuesta por Transcutol: 55% (solubilizante), Tween80/PG: 10%
(surfactante/cosolvente), Labrasol: 35% (surfactante), fue seleccionada como
optima. Las pruebas de estabilidad mostraron que el HL-SMEDDS se mantuvo
estable a lo largo del tiempo en condiciones extremas. Ademas, la cantidad de
afinina liberada desde HL-SMEDDS a pH 1 y 6.8 fue mayor que la del extracto
etandlico de la raiz de H. longipes. EI HL-SMEDDS, administrado por via



intragastrica, mostré un efecto antihipertensivo a una dosis de 150 mg de
extracto/kg de peso, significativamente mayor que el efecto inducido por la
misma dosis del extracto etandlico obtenido de la raiz de H. longipes. La
administracion del HL-SMEDDS aument6 significativamente la reactividad
endotelial en comparacion con el captopril y el control negativo. Estos resultados
indican que el HL-SMEDDS es una alternativa novedosa para mejorar la
solubilidad acuosa del extracto y de la afinina, asi como evitar la posible
precipitacion de afinina en los fluidos gastrointestinales a valores de pH 1.0y 6.8
y, por lo tanto, favorecer la biodisponibilidad oral del extracto etandlico de la raiz
de H. longipes. Por tanto, el sistema HL-SMEDDS constituye el punto de partida
para obtener un medicamento herbolario util para el tratamiento de la
hipertension arterial.

Palabras clave: Sistemas de administracion de farmacos auto-microemulsificables

(SMEDDS); Heliopsis longipes; afinina; efecto antihipertensivo; plantas medicinales.
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ABSTRACT

High blood pressure affects a large number of people worldwide and has become
one of the most critical and expensive public health problems. Currently, the
search for new alternatives to treat this condition continues, with medicinal plants
being one of the most valuable sources of compounds for the development of
new drugs. Heliopsis longipes is an endemic plant to Mexico, whose roots are
used to treat orofacial pain and toothache. The pharmacological effects of these
roots are mainly attributed to alkamides, being affinin the most abundant. Our
research group previously demonstrated that the dichloromethane extract,
prepared from H. longipes root, induces a vasodilator effect in the isolated rat
aorta model and pure affinin elicits a significant relaxation of arterial smooth
muscle. However, the organic extracts of H. longipes root and affinin are poorly
water soluble and therefore difficult to administer and dose orally. In this context,
the present investigation aimed to develop, from a standardized extract of H.
longipes root, a self-emulsifying pharmaceutical form for oral administration with
antihypertensive effect. Initially, the analytical method obtained to quantify affinin
in the ethanolic extract prepared from H. longipes root was validated.
Subsequently, the crude extract was characterized and a self-microemulsifiable
system (HL-SMEDDS) was developed, using pseudo-ternary phase diagrams.
HL-SMEDDS was also characterized and its stability and its in vitro release profile
was determined. Subsequently, the antihypertensive effect of HL-SMEDDS was
assessed through an in vivo model and endothelial reactivity assays were
performed. The formulation composed of Transcutol: 55% (solubilizer),
Tween80/PG: 10% (surfactant/cosolvent), Labrasol: 35% (surfactant), was
selected as optimal. The stability tests showed that HL-SMEDDS remained stable
over time under extreme conditions. Furthermore, the amount of affinin released
from HL-SMEDDS at pH 1 and 6.8 was higher than that of the ethanolic extract
from H. longipes root. In addition, HL-SMEDDS administered intragastrically
showed an antihypertensive effect at a dose of 150 mg of extract/kg of body
weight, which was significantly greater than the effect induced by the crude
ethanolic extract of H. longipes root. Administration of HL-SMEDDS significantly

increased endothelial reactivity compared to captopril and the negative control.
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These results indicate that HL-SMEDDS represents a novel alternative to
improve the aqueous solubility and therefore, the oral bioavailability of the
ethanolic extract of H. longipes root. Therefore, HL-SMEDDS constitutes the
starting point to obtain a useful herbal medication for the treatment of arterial

hypertension.

Keywords: Self-microemulsifying drug delivery systems (SMEDDS); Heliopsis longipes;

affinin; antihypertensive effect; medicinal plants.

12



1. INTRODUCCION

La hipertension generalmente se define por la presencia de una elevacion
cronica de la presion arterial sistémica por arriba de 120/80 mm Hg (Bergler-
Klein, 2019). Esta enfermedad afecta a mas de 1 200 millones de personas en
todo el mundo y se ha convertido en el problema de salud publica mas critico y
costoso (Hamrahian et al., 2022; Rossier et al., 2017). Las pautas internacionales
para su tratamiento sugieren la utilizacion de una terapia triple y en pacientes
gue permanecen con valores altos, se debe agregar un antihipertensivo de
cuarta linea. En los ultimos afios, a pesar del empleo de dicha terapia
combinada, los pacientes contindan con valores elevados de presion, lo cual se

conoce como hipertensién resistente (Burnier, 2019; Shalaeva & Messerli, 2023).

Encontrar soluciones a esta problematica resulta de gran importancia en la
actualidad. Una medida que se ha utilizado para garantizar el apego de los
pacientes al tratamiento es la obtencién de medicamentos que combinen los
farmacos en una sola tableta (Paulina et al., 2018). Sin embargo, es evidente
gue es necesario buscar nuevos farmacos o alternativas farmacoterapéuticas
para el tratamiento de esta afeccion. Una opcidon muy importante en la busqueda
de compuestos prototipo para el desarrollo de nuevos farmacos y medicamentos
es la Medicina Tradicional, cuyos principales recursos son las plantas
medicinales. Estas son una fuente potencial muy valiosa de compuestos
bioactivos, que podrian llegar a ser farmacos antihipertensivos mas eficaces y
seguros que los utilizados hasta el momento (Atanasov et al., 2021; Ifeanyi et al.,
2019).

México ocupa un lugar esencial en el mundo en cuanto a diversidad bioldgica, lo
cual se refleja en la multiplicidad de plantas de uso medicinal (Falcon-Brindis et
al., 2021; Mata, et al., 2019). Heliopsis longipes es una especie botanica
endémica de México que se emplea en la medicina tradicional mexicana para
aliviar el dolor de muelas. Este efecto farmacoldgico se atribuye a las alcamidas
presentes en las raices de esta especie vegetal, principalmente a la afinina,
también conocida como espilantol. Tanto los extractos preparados a partir de la

raiz de H. longipes, como la afinina en su estado puro, han mostrado diferentes
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actividades biolégicas y farmacoldgicas (Althaus et al., 2017; Barbosa et al.,
2016; Escobedo-Martinez et al., 2017b; Hernandez, Marquez, et al., 2009; Rosa-
Lugo et al., 2017). Recientemente, nuestro grupo de trabajo demostré que el
extracto de diclorometano de la raiz de H. longipes y la afinina inducen un efecto
vasodilatador, dependiente de la concentracion (Castro-Ruiz et al., 2017). De tal
manera, se consideré factible que las raices de esta planta pudieran ser
empleadas para el desarrollo de un medicamento herbolario Gtil para el
tratamiento de la hipertension arterial.

Para el desarrollo de un medicamento herbolario es necesario identificar los
compuestos relacionados con la actividad biolégica, alguno de los cuales puede
seleccionarse como marcador quimico bioactivo; el cual es empleado para el
desarrollo del método analitico que serd utilizado para las pruebas de control de
calidad de los productos que se elaboren a partir del extracto vegetal
(Doungsaard et al., 2023; Lau et al., 2019; Yaolei Li et al., 2022; Rivera-
Mondragén et al., 2017). No obstante, en algunos casos, es posible utilizar como
marcador quimico, otro compuesto sintetizado por la planta de interés y que,
debido a su mayor proporcién en la especie vegetal, pueda ser cuantificado,
aunque no presente actividad farmacologica. (Katakam et al., 2019; Wang et al.,
2020).

En el proceso de desarrollo de un medicamento herbolario, en primer término,
se obtiene un extracto cuantificado, el cual contiene la cantidad necesaria del
marcador quimico bioactivo que garantiza la actividad biolégica deseada.
Posteriormente, al extracto cuantificado se le adicionan excipientes con el fin de
mejorar sus propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas y garantizar la
estabilidad de los compuestos bioactivos. De esta forma se obtiene un extracto
estandarizado, que sirve como base para el desarrollo del fitomedicamento o
medicamento herbolario (EMA, 2018; Bai et al., 2018).

En este contexto, el objetivo de esta investigacion fue desarrollar, a partir de un
extracto estandarizado de la raiz de Heliopsis longipes, una forma farmacéutica

auto-microemulsificable de administracion oral con efecto antihipertensivo.
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2. ANTECEDENTES
2.1 Hipertension Arterial

La hipertension generalmente se define por la presencia de una elevacion
cronica de la presion arterial sistémica por encima de 120/80 mm Hg. La
evidencia creciente indica que el riesgo cardiovascular (RCV) asociado con la
elevacion de la presion arterial sistémica (PAS) por encima de aproximadamente
115 /75 mm Hg aumenta de forma logaritmica lineal. Por lo que, actualmente,
se prefiere definir la hipertension como un sindrome cardiovascular (SCV)
progresivo que surge de etiologias complejas e interrelacionadas, en el cual se
presenta una elevacion sostenida de la PAS. La progresion y sostenimiento del
aumento de la PAS estan directamente asociados con anormalidades
estructurales cardiacas y vasculares que dafian el corazon, los rifiones, el
cerebro, la vasculatura, y otros érganos; por lo que no se debe confundir la PAS
elevada, una manifestacion de la enfermedad, con la hipertensiéon (Giles et al.,
2009; Antza et al., 2018).

En los ultimos afios se ha empleado el término “hipertension resistente”, la cual
se diagnostica cuando, a pesar del empleo de al menos tres farmacos de
diferentes clases (incluido un diurético) en combinacién correcta, el nivel de
presion arterial no es menor de 140/90 mm Hg. También incluimos en esta
definicion aquellos pacientes a los que se les administra 4 farmacos o mas. Se
estima que la hipertension resistente aparece en el 9-18 % de los pacientes
hipertensos, y debido al mayor riesgo cardiovascular, este trastorno requiere un
diagnéstico y tratamiento especial (Braam et al., 2017; Doroszko et al., 2016;
Shalaeva & Messerli, 2023).

2.1.1 Prevalenciade la Hipertension Arterial en el Mundo

La hipertension arterial afecta aproximadamente a 1 200 millones de personas
alrededor del mundo y constituye un situacion alarmante para la salud publica,
se estima que para el afio 2025, 1 600 millones de la poblacién adulta mundial
tendra hipertension (Hamrahian et al., 2022). Es una enfermedad que involucra

factores ambientales y genéticos (Groha & Schunkert, 2015; OMS, 2023; Rossier
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et al., 2017). Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) es el principal
factor de riesgo para morir de manera prematura a consecuencia de un evento
cardiovascular. Afecta aproximadamente a 250 millones de personas en América
y en la mayoria de los paises, el control de esta enfermedad es deficiente. Por
consecuencia, en dicho organismo se adquirié el compromiso de conseguir que
en el 2019 al menos el 35 % de las personas con hipertensién en el mundo,
tuvieran la presion arterial bajo control (OMS, 2013), asi como reducir la
prevalencia de la hipertension en un 33% entre 2010 y 2030 (OMS, 2023).

En general, se ha estimado que el 33 % de la poblacion adulta del mundo
presenta hipertension y que esta proporcion aumentara para el 2025. Las tasas
de prevalencia son mas altas en los hombres de la mayoria de los paises
europeos y en los Estados Unidos de Norteamérica, mientras que en el caso de
Africa Subsahariana, la India, Turquia y algunos paises latinoamericanos
incluyendo Meéxico, la prevalencia es mayor en las mujeres. Ademas, la
incidencia aumenta progresivamente con la edad en ambos sexos y en todas las
regiones investigadas. Es necesario notar que alrededor de dos tercios de las
personas con hipertension estdn en paises en desarrollo; asociandose este
hecho, entre otros factores, al mayor tamafio de las poblaciones en estas
regiones, asi como al cambio en estilo de vida y alimentacion (Nguyen & Chow,
2021; Pistoia et al., 2016).

En los Estados Unidos de Norteamérica, datos de la Encuesta Nacional de
Examen de Salud y Nutricibn de 2017 a 2018 indicaron que del 45 % de los
adultos con hipertensién, solo el 53 % la mantenia bajo control (NCHS, 2020),
situacion que es aun mas alarmante en otros paises. Segun investigaciones
realizadas en China, de 500 223 adultos de 35 a 74 afos, el 32 % presentaban
hipertension, de los cuales sélo el 5 % logré el control de la presion arterial
(Dusing et al., 2017). Particularmente en China, una elevada PAS fue el principal
factor de riesgo de mortalidad y represent6 2.54 millones de muertes en 2017,
de las cuales el 96 % se debieron a enfermedades cardiovasculares (N. Li et al.,
2020).
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En América Latina, las enfermedades cardiovasculares son la principal causa de
mortalidad; siendo la hipertension arterial el principal factor de riesgo que
predispone para la aparicion de otras enfermedades cardiovasculares. Se estima
que el 40 % de la poblacion adulta latinoamericana se ve afectada por la
hipertension arterial (Champagne, et al.,, 2022). En una encuesta transversal
realizada a 7 500 adultos de cuatro ciudades en Argentina, Chile y Uruguay,
alrededor del 43 % tenia hipertension y el 33 % tenia pre-hipertension. En un
estudio que se llevé a cabo en la Ciudad de México, se identifico un incremento
en la prevalencia de hipertension en la poblacion de mediana edad (26 % entre
35 - 44 afnos) y en ancianos (59 % entre 75 - 84 afios); siendo este aumento

significativamente mayor en mujeres (Ruilope et al., 2017).

2.1.2 Hipertension arterial en México.

Como ya se ha descrito previamente, la hipertension arterial sistémica (HTA) es
uno de los factores de riesgo -cardiovasculares mas prevalentes en
las sociedades modernas. En México, la prevalencia de hipertensién aumento
del 27 % en 1993 al 32 % en 2012 y el impacto de esta la enfermedad es
evidente, no solo en la mortalidad sino también en la morbilidad y la calidad de
vida (Arredondo et al., 2017). Aproximadamente 1/3 de los mexicanos mayor de
20 afos tiene esta condicién. Ademas, su frecuencia es superior al 50% cuando

el paciente presenta sindrome coronario (Borrayo-Sanchez, 2022).

En los Ultimos afios, la HTA se ha mantenido entre las primeras nueve causas
de muerte en México lo cual ha aumentado la tasa de mortalidad hasta un 30
%. Ubicando a la HTA como la enfermedad crénica responsable del 18 % de los
decesos en el pais y como el principal factor de riesgo de muertes prevenibles.
En México, solo el 46 % de los hipertensos presentan valores de presion
controlados, porciento mas bajo que el de otros paises como Cuba (86 %),
Estados Unidos de Norteamérica (65 %) y Chile (57 %). Estos paises cuentan
con médicos especializados en el manejo de la hipertensién arterial y se trabaja
en mejorar el apego al tratamiento de estas enfermedades cronicas (Campos-
Nonato et al., 2018)
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En América Latina, si cada persona con hipertensién conociera su diagnostico y
recibiera un tratamiento adecuado, con al menos un farmaco antihipertensivo,
seria muy probable que la enfermedad cardiovascular ya no fuera la principal
causa de muerte. En este sentido, con el fin de motivar a la poblacion para medir
Su presion sanguinea y consultar al médico tan pronto como sus valores salgan
del rango normal, seria muy conveniente la implementacion de iniciativas y
politicas en el ambito de la salud publica, para la sensibilizacién sobre el
seguimiento de la hipertension, tal como se ha realizado en el caso de ciertos
tipos de cancer (Ruilope et al., 2017). Por otra parte, el tratamiento de la
hipertension debe ser afrontado desde una perspectiva integrada: clinica,
econOmica, epidemioldgica y organizacional (Alcocer et al., 2019; Arredondo et
al., 2017). Ademas, se deben abordar nuevos enfoques en su tratamiento, entre
los cuales juegan un papel muy importante las plantas medicinales (Tabassum
& Ahmad, 2011; Disi et al., 2016; Ifeanyi et al., 2019).

2.1.3 Tratamientos actuales parala HTA

El tratamiento efectivo con medicamentos reductores de la presion arterial es
uno de los pasos claves identificados por la Federacion Mundial del Corazon,
para reducir la prevalencia de HTA no controlada. Las pautas actuales
recomiendan iniciar el tratamiento con inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina. Si la presion permanece alta, se puede aumentar la dosis o
agregar un segundo farmaco. La monoterapia a menudo es insuficiente por lo
gue para muchos pacientes, el manejo adecuado de la presion arterial requiere
una terapia combinada (Atkins et al., 2017; Ott & Schmieder, 2022).

Las pautas internacionales sugieren la utilizacion de una terapia triple, también
conocida como A + C + D, donde "A" es un inhibidor de la enzima convertidora
de angiotensina o un bloqueador del receptor de angiotensina, "C" es un
bloqueador de los canales de calcio y "D" un diurético tiazidico. En pacientes que
permanezcan con valores altos de presion arterial, se debe agregar un
antihipertensivo de cuarta linea (Wermelt & Schunkert, 2017; Paulina et al.,
2018). Las terapias combinadas son mas efectivas que la monoterapia y mejor

toleradas, aunque es necesario profundizar en la eleccion del tratamiento para
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diferentes pacientes, teniendo en cuenta las comorbilidades, el sexo, la edad y
raza (AHA, 2018; Rochlani et al., 2017).

En la actualidad se han reportado varios problemas relacionados con el
tratamiento de la hipertension, tal es el caso del gran nimero de pacientes con
resistencia a los farmacos antihipertensivos (Braam et al., 2017), asi como los
efectos secundarios que a menudo se presentan (Albasri et al., 2021). Por otra
parte, la falta de adherencia al tratamiento es un problema adicional (Burnier &
Egan, 2019), cuyo origen radica en que se tienen que administrar varios
medicamentos diferentes de manera concomitante y en el alto costo que estos
les representan a los pacientes (Eirin et al., 2016; Hamdidouchea et al., 2017;
Rouzaud-laborde et al., 2018).

Por lo anterior, es de vital importancia encontrar soluciones a los problemas
antes mencionados, como por ejemplo, la obtencion de farmacos combinados
en una sola tableta (Paulina et al., 2018) o el descubrimiento de compuestos
prototipo novedosos Utiles para el desarrollo de nuevos farmacos vy

medicamentos mas seguros y eficaces.

2.2 Utilizacién de las plantas medicinales

Las plantas medicinales se han empleado, a través de los afios, como punto de
partida para desarrollar nuevos medicamentos, permitiendo el descubrimiento de
compuestos bioactivos novedosos y a su vez la obtencion de fitomedicamentos
(Atanasov et al., 2021; Howes et al., 2020; Seidel, 2020). Ademas, las plantas
utilizadas en los sistemas médicos tradicionales son mas accesibles para la
poblacién, especificamente aquella de menores recursos y que cuenta con

servicios médicos deficientes (Acosta-Recalde et al., 2018).

Recientemente, numerosos efectos secundarios de los farmacos sintéticos han
llevado al uso de plantas medicinales como una fuente confiable de nuevas
terapias. Segun la OMS, aproximadamente el 80 % de la poblacion mundial
utiliza medicamentos a base de plantas y en los paises en desarrollo las tasas
podrian llegar al 95 % (Ahmad Khan & Ahmad, 2019; M. Kumar et al., 2021;
OMS, 2022; Uritu et al., 2018).
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En las ultimas décadas se ha observado un incremento exponencial en el uso de
medicamentos a base de plantas en todo el mundo. Los paises europeos, han
experimentado un aumento de hasta un 5 % en el consumo de especias e
hierbas, estimandose que aproximadamente el 50 % de la poblacién utiliza
preparados herbales. Se ha estimado que el 70 % de todos los médicos en
Francia y Alemania recetan regularmente medicamentos herbolarios (Khan et
al., 2019). En Estados Unidos de Norteamérica la utilizacion de preparados a
base de plantas se ha incrementado, del 3 % en 1990 al 12 % en 1997 y hasta
el 30 % en 2008 (Batanero-Hernan et al., 2017). En China, el uso de plantas
tradicionales representa aproximadamente del 30-50 % del consumo total de
medicamentos. En Nigeria, Zambia, Ghana y Mali el 60 % de la poblacion emplea
preparados a base de plantas como la primera linea de tratamiento en el hogar
(Khan et al., 2019).

Por otra parte, en Latinoamérica y el Caribe las plantas medicinales son parte
importante de la cultura, costumbres, religiones y completan el sistema de salud
de la mayoria de estos paises. Sobre todo de la poblacion indigena, que ademas

las utilizan para sus rituales (Juarez-Pérez & Cabrera-Luna, 2019).

En México solo el 90 % de la poblacién esta cubierta por los servicios basicos de
salud, siendo esta la cobertura mas baja entre los miembros de la Organizacion
para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OECD, por sus siglas en
inglés), en donde la mayoria de los paises cuentan con una cobertura total. En
México, a partir de 2017, aproximadamente el 52 % de la atencion médica fue
financiada por el gobierno, valor que se encuentra muy por debajo del promedio
de la OECD (73 %). Ademas, México cuenta con la segunda mayor proporcion
de gastos de bolsillo de los hogares, que representaron un 41 % adicional del
gasto en salud (OECD, 2019). Aunado a esto, las inversiones en los sistemas de
salud son cada vez mas limitadas, por lo que la asignacién y distribucion del
recurso econdmico se debe realizar de manera eficiente. Un punto a tener en
cuenta es el fortalecimiento de la medicina preventiva, que puede evitar o
retrasar la aparicion y desarrollo de enfermedades crénicas, asi como el empleo

de la medicina natural y tradicional de calidad, con seguridad y eficacia
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comprobadas, para contribuir al acceso de todas las personas a la atencion de
salud (OMS, 2023).

Es asi que en México, como en el resto del mundo, existe un interés creciente
en el uso de la medicina natural, lo cual ha conducido a un incremento en las
investigaciones y exploracion de la biodiversidad vegetal de paises como
México, por parte de las empresas farmaceéuticas (Kiani et al., 2018; Piszczek et
al., 2019).

2.2.1 Utilizacion de las plantas medicinales en México.

México ocupa un lugar esencial en el mundo en cuanto a diversidad bioldgica, lo
cual se refleja en el amplio nimero de plantas de uso medicinal. Su compleja
fisiografia e historia geoldgica y climatica han posibilitado la coexistencia de
especies de origen tropical y boreal. Lo que ha facilitado, con el transcurso del
tiempo, una transformacién de diversos grupos taxonomicos en las zonas
continentales, costeras y oceanicas de su territorio (Campos-Saladafa et al.,
2018; Falcon-Brindis et al., 2021; Sarma et al., 2021; Vidal & Brusca, 2020).

México cuenta con mas de 4 000 especies vegetales que pueden ser empleadas
para tratar problemas de salud de la poblacién. Aproximadamente el 99% de
estas plantas son silvestres, arvenses o ruderales, por lo que debe evitarse la
depredacion y pérdida por la sobreexplotacion. Teniendo en cuenta un posible
uso ampliado de la fitomedicina, garantizando la existencia de los recursos

medicinales y un control de calidad para los mismos (Olmos-Cruz et al., 2018).

Se estima que alrededor de 3 000 especies vegetales son empleadas con fines
terapéuticos y solamente de un 5 % de ellas se conocen sus principios activos.
El uso tan difundido de plantas medicinales en México se debe en gran medida
a la considerable riqueza floristica prevaleciente en este pais (Juarez-Pérez &
Cabrera-Luna, 2019). Por otro lado, México figura entre los 25 paises con mayor
diversidad cultural del mundo, ubicado en el sexto lugar gracias a que el 12% de
la poblacion pertenece a pueblos indigenas. Con base en esta circunstancia y

considerando la estrecha relacion de los pueblos indigenas con la biodiversidad,
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México esta catalogado como el cuarto pais bioculturalmente mas rico del mundo
(Rios et al., 2017; Vidal & Brusca, 2020).

Por lo anterior, las autoridades sanitarias mexicanas han mostrado interés en la
investigacion y salvaguarda del uso seguro de productos elaborados a base de
plantas medicinales, asi, la Secretaria de Salud, a través de la Comision
Permanente de la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (CPFEUM) ha
publicado la Farmacopea Herbolaria (FHEUM) en sus ediciones 2001, 2013 y
2022 (FHEUM, 2001, 2013, 2022). Sin embargo, si se reflexiona sobre el amplio
acervo de plantas medicinales reconocidas por la Medicina Tradicional del pais,
resulta aiin pequefio el grupo (138 monografias) contenido en la ultima edicién
publicada (FHEUM 3.0, 2022) de este instrumento legal de control de calidad de
dichos insumos, en términos de seguridad y eficacia para materias primas y
productos de uso humano. Situacién semejante se observa en otros paises y
regiones del mundo como la Unién Europea, donde la poblacién demanda la
comercializacion de productos herbales de amplio uso en la medicina tradicional
china o ayurvédica, existiendo un registro autorizado de alrededor de 162
monografias de productos herbolarios (EUHM, 2020) y éstos se dividen en dos
grandes grupos en funcién de los datos cientificos recabados: los productos
medicinales herbolarios que reunen suficiente documentacion de actividad
terapéutica avalada con datos de estudios cientificos y los productos medicinales
herbolarios tradicionales, que documentan su actividad terapéutica por el uso

tradicional, el cual no ha sido cientificamente validado (EMA/HMPC, 2018).

Comparando el amplio arsenal de plantas conocidas en la herbolaria tradicional,
no solo en México, sino en el mundo (Box, 2019; Pandey et al., 2020), resulta
relativamente reducido el numero de productos herbolarios que alcanzan su
comercializacion bajo la aprobaciéon del organismo regulador sanitario
correspondiente; lo cual pareciera paradéjico en comparacion con el nimero de
articulos cientificos y revistas que los publican, y que muestran resultados
quimicos, farmacoldgicos y toxicoldgicos sobre partes o extractos de plantas
medicinales (Chinnadurai et al., 2018; Amarasiri et al., 2020; Baker, 2020;
Hasanpour et al., 2020; Tlili & Sarikurkcu, 2020).
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Una problematica muy relacionada con este tema es que los profesionales de la
salud (médicos, quimicos farmacéuticos, enfermeras, odontologos, veterinarios);
en México no reciben informacion sobre medicina tradicional durante su
formacién universitaria. Considerando que una gran proporcion de la poblacion
utiliza la medicina herbal como complemento, seria necesario la incorporacion
de temas relacionados con el uso de plantas medicinales en las carreras
profesionales relacionadas con la atencion a la salud (Alonso-Castro et al.,
2017).

Actualmente, existe un interés creciente en abordar el estudio cientifico integral
de las plantas utilizadas en la Medicina Tradicional de México, como lo
demuestran las multiples publicaciones que sobre este tema se encuentran en
las principales bases de datos de bibliografia cientifica (Campos-Saladafa et al.,
2018; Mata et al., 2019; Rios et al.,, 2017). Sin embargo, es escaso 0 poco
difundido el éxito o grado de avance sobre una consolidacion de transferencias
tecnoldgicas entre los resultados a nivel de laboratorio y la consecucion del
registro sanitario tanto de un fitofarmaco, como de una forma farmacéutica
(medicamento herbolario). Lo cual permitiria la dosificacion en una presentacion
farmacéutica, ya sea de un extracto o directamente de las partes de la planta
medicinal que contienen la o las sustancias con actividad farmacologica (CICB,
2018, 2019).

Los medicamentos herbolarios estan constituidos por extractos vegetales, que la
mayoria de las veces son mezclas de varios principios activos y los cuales
ejercen su accion farmacoldgica en multisitios (pleiotrépica). Un ejemplo muy
conocido y estudiado es el extracto estandarizado de Ginkgo biloba. El cual esta
constituido en su mayoria por componentes de tipo flavonoide, con efecto
vasodilatador; antioxidante y antiinflamatorio. Adicionalmente, presenta
componentes terpénicos que contribuyen a la neuroproteccion y al efecto
antiagregante plaquetario. De esta forma, el uso del G. biloba podria representar
la suma de varios efectos farmacolégicos tales como un nootropico; un
antagonista de canales de calcio voltaje dependientes tipo L; un antiagregante

plaquetario y un antioxidante (Mehmood et al., 2019).
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Los productos naturales han contribuido de manera determinante en el proceso
de descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos (Patil et al., 2019). Estas
moléculas, conocidas comUnmente como metabolitos secundarios, poseen
caracteristicas estructurales que les confieren buenas propiedades

farmacocinéticas y farmacodinamicas (Newman & Cragg, 2016).

2.3 Heliopsis longipes S.F. Blake (Chilcuague)

Las plantas medicinales han sido y seguiran siendo una fuente muy valiosa e
inagotable de nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de diferentes
enfermedades, de tal manera que el estudio cientifico de su habitat, su
composicién quimica, sus efectos farmacolégicos, asi como de su toxicidad, es
indispensable para su conservacién y para sustentar su uso medicinal y el

desarrollo de nuevos farmacos y fitomedicamentos.

Heliopsis longipes es una planta endémica de la Sierra de Alvarez y la Sierra
Gorda, donde coinciden los Estados de San Luis Potosi, Guanajuato y
Querétaro. Pertenece a la familia Asteraceae y al género Heliopsis. En la
Medicina Tradicional Mexicana se emplea para calmar dolores musculares y de
muelas, asi como antiparasitaria e insecticida (Aguilar-Guadarrama & Gutiérrez,
2007; Cilia-Lopez et al., 2010; Althaus et al., 2017; Castro-Ruiz et al., 2017). Es
la especie con mayor importancia econémica en su género, y dentro de sus
nombres comunes se encuentran: “chilcuague”, “raiz de oro”, “pelitre” y “raiz

azteca”.
2.3.1 Estudios farmacolégicos realizados sobre extractos de H.

longipes

Desde hace varios afios se han estudiado las propiedades farmacolégicas de las
raices del chilcuague, basandose en los conocimientos etnofarmacoldgicos.
Dentro de esas propiedades podemos citar sus actividades fungistaticas y
bacteriostaticas, las cuales fueron probadas contra Rhizoctonia solani,
Sclerotium rolfsii, Sclerotium cepivorum, Fusarium sp., Vertcillium sp., asi como
contra hongos fitopatdgenos, entre otros; mostrando, en algunos casos, una

inhibicion del crecimiento del 100%. Esta actividad que se le atribuye a la afinina,
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alcamida que como ya se sefialé antes, se encuentra en mayor proporcion en

las raices de la planta (Molina-Torres et al., 2004).

Otra de las actividades que ha sido ampliamente demostrada para extractos
preparados a partir de la raiz de H. longipes es su accidn analgésica. En uno de
los estudios, se encontr6 que una solucion de 10 g/mL de extracto de
diclorometano obtenido a partir de las raices de la planta, mostré un significativo
efecto analgésico, mediado por la liberacién de GABA, (Rios et al., 2007). En
otro estudio, se encontrd que un extracto etandlico de las raices de chilcuague,
administrado por via intraperitoneal a una dosis de 10 mg/kg, indujo un efecto
analgésico similar al del ketorolaco (6 mg/kg), al reducir significativamente en los
ratones (p <0.001) el nimero de estiramientos abdominales causados por el

acido acético al 3 % (Cilia-Lépez et al., 2010).

Ademas del efecto analgésico, se ha encontrado que extractos preparados a
partir de la raiz de H. longipes, inducen un efecto antinociceptivo. Lo cual se
demostré en un estudio donde se administré por via intraperitoneal un extracto
de acetona de H. longipes, el cual produjo un efecto antinociceptivo dependiente
de la dosis cuando se evalu6 en ratones sometidos a acido acético y capsaicina
(Déciga-Campos et al., 2010). Otro estudio para evaluar dicha actividad se
realizd en grupos de 6-8 ratones CD1 *, utilizando las pruebas de retorcimiento
y placa caliente. Resultando de igual forma un efecto dependiente de la dosis
(Carifio-Cortés et al., 2010).

Otros efectos farmacoldgicos que se han reportado para extractos de la raiz de
H. longipes incluyen actividades: antiinflamatoria (Hernandez, et al., 2009),
antiartritica (Escobedo-Martinez et al., 2017b), antimutagénica (Arriaga-Alba et
al., 2013) y larvicida (Hernandez-Morales et al., 2015). Recientemente, un
estudio realizado con el extracto hexanico de las raices de esta especie mostré
efectos antiproliferativos significativos y un aumento en la tasa de apoptosis
celular en diferentes lineas celulares de cancer (HelLa, K-562, MCF-7 y HaCaT),
por lo que los autores concluyen que esta especie y sus alcamidas tienen
potencial para el desarrollo de nuevos agentes anticancerigenos (Willig et al.,
2019).
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Con relacion a este tema, nuestro grupo de trabajo encontré que los extractos
etandlicos y de diclorometano de la raiz de H. longipes, relajaban
significativamente la aorta aislada de rata. Resultados muy valiosos y que no
habian sido reportado previamente (Castro-Ruiz et al., 2017). Sin embargo, ya
se habia reportado previamente que extractos organicos (hexanico, cloroférmico,
de acetato de etilo y metandlico) obtenidos a partir de las partes aéreas de
Spilanthes acmella cuyo metabolito activo mayoritario es la afinina, inducian un
efecto vasodilatador en anillos de aorta aislada de rata (Wongsawatkul et al.,
2008).

Cabe sefialar que los estudios de seguridad son de vital importancia en toda
investigacion de nuevos agentes fitoterapéuticos, los cuales deben ser
realizados desde etapas tempranas de la investigacion. Para esta planta se
reporta un estudio realizado para comprobar efectos mutagénicos y citotéxicos,
los cuales fueron evaluados con un ensayo de micronucleos en ratones CD1*.
En el cual se concluyé que H. longipes no presenta efectos genotdxicos in vivo
(Carifio-Cortés et al., 2010).

2.3.2 Alcamidas, principales metabolitos encontrados en H.

longipes

Las alcamidas (N-alquilamidas, alquenidas o] alquenilamidas)
representan una clase de productos naturales con considerable diversidad
estructural y un amplio espectro de bioactividades (Althaus et al., 2017). Son un
conjunto de metabolitos lipidicos activos en el sistema nervioso central que
producen efectos analgésico e inmunomodulador. Se consideran marcadores
quimiotaxondémicos para las familias de plantas que las biosintetizan (Rosa-Lugo
et al.,, 2017). Recientemente, se reportd que algunas alcamidas podrian ser
empleadas para tratar la tripanosomiasis, también conocida como enfermedad
del suefio africana, la cual ha provocado grandes epidemias en diferentes afios
(Skaf et al., 2018).

Se han aislado varias alcamidas de H. longipes, pero la afinina (Figura 1),

también conocida como espilantol ((2E, 6Z, 8E) -N-isobutil-2,6,8-
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decatrienamida), se identific6 como la principal alcamida en esta planta;
relacionandosele con las diversas acciones farmacoldgicas inducidas por

extractos preparados a partir de esta especie (Willig et al., 2019).

Figura 1. Estructura quimica de la afinina.

En cuanto a las propiedades antinociceptivas de la afinina, éstas se han
relacionado con la liberacion de GABA, asi como con la activacion de las vias
opioides, serotoninérgicas y del 6xido nitrico. De tal forma, el entumecimiento
intenso, no punzante y sensacion de hormigueo causada por afinina cuando se
administra por via oral, sugiere que este compuesto y las alcamidas relacionadas
a él, podrian ser utiles para el tratamiento del dolor (Rosa-Lugo et al., 2017).
Ademas, se han reportado evidencias de que esta alcamida posee efectos
antiinflamatorios (Thomsen et al., 2018) y antimutagénicos (Arriaga-Alba et al.,
2013).

En otra investigacion se reporté la evaluacion de los efectos de la afinina,
obtenida a partir de la planta Acmella oleracea, sobre la expresion de la molécula
de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y mediadores relacionados con la
inflamacion en células epiteliales de pulmén humano A549 estimuladas con
interleucina 1 beta (IL-1B). Se encontré que la afinina disminuy6 la expresion de
la prostaglandina E2 (PGE2), la ciclooxigenasa-2 (COX-2), el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y la proteina quimioatrayente de monocitos 1 (MCP-1).
También disminuyo la expresion de ICAM-1 y suprimio la adhesion de monocitos
a las células A549 estimuladas con IL-1B. Los autores de dicha investigacion
concluyeron gue la afinina podria ejercer sus efectos antiinflamatorios mediante
una inhibicidn de la expresion de las citocinas proinflamatorias, COX-2, e ICAM-

1, provocando la inhibicibn de las rutas de sefializacion del factor nuclear
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potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB) y

de las proteinas quinasas activadas por mitdgenos (MAPK) (Huang et al., 2018).

En otro estudio publicado por los autores de la investigacion antes mencionada,
se encontré que debido al efecto antinflamatorio de la afinina, ésta podria ser
empleada en la dermatitis atopica, enfermedad cutanea alérgica recurrente
causada por enfermedades genéticas y factores medioambientales. Para ello,
usaron 2,4-dinitroclorobenceno para inducir lesiones cutdneas en ratones,
similares a las de la dermatitis atopica. El tratamiento tdépico con afinina redujo
los niveles de inmunoglobulina (Ig) E e IgG2a y suprimio6 la expresiéon de la COX-
2 y la éxido nitrico sintasa inducible (iNOS), a través del bloqueo de la ruta de
las MAPK. Ademas, los examenes histopatolégicos revelaron que la afinina
redujo el grosor epidérmico y la acumulacion de colageno e inhibié los mastocitos

y la infiltracién de eosinodfilos (Huang et al., 2019).

En un estudio realizado con la afinina purificada a partir de A. oleracea, se evalu6
su efecto en la mucositis intestinal inducida por 5-fluorouracilo en ratones. El 5-
fluorouracilo es un farmaco antineoplasico administrado para el tratamiento de
diversos tipos de cancer y la mucositis es un efecto secundario comun en
pacientes con cancer sometidos a tratamiento con radioterapia y/o quimioterapia.
Actualmente se carece de un tratamiento adecuado y efectivo para tratar este
efecto secundario indeseable. En dicha investigacion se encontré que la
administracion diaria de afinina disminuy6 significativamente la gravedad de la
mucositis intestinal, reduciendo los cambios histopatolégicos y aumentando la
altura de las vellosidades en los animales tratados (De Freitas-Blanco et al.,
2019).

En otra investigacién realizada con la planta A. oleracea, se emplearon
macrofagos activados, y se midié el aumento de éxido nitrico (NO, por sus siglas
en inglés) como marcador bioguimico de inflamacion. Se encontr6 que la afinina,
reduce la produccion de NO en los macrofagos activados en respuesta al
interferon-y y al lipopolisacarido y brinda proteccion contra la muerte celular
dependiente de NO. Ademas, esta alcamida redujo la expresion de ARNm, de la

INOS y como posible mecanismo subyacente, inhibié la activacion de varios
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factores de transcripcion (NFkB, ATF4, FOXOL1, IRF1, ETS y AP1). Por lo que
en esta investigacion se concluyo que estos eventos, probablemente contribuyen
al efecto antiinflamatorio de la afinina observado tanto en la dermatitis como en

la pancreatitis (Bakondi et al., 2019).

Recientemente, nuestro grupo de investigacion demostrd por primera vez, que
la afinina induce un significativo efecto vasodilatador en el modelo de aorta
aislada de rata, cuyo mecanismo de accion involucra la via de sefializacién de
los neurotransmisores gaseosos y de la prostaciclina (Castro-Ruiz et al., 2017).
Asi, con base en la actividad relajante del masculo liso arterial de la afinina,
resultaria muy interesante la elaboracion de un extracto estandarizado con base
en afinina de la raiz de H. longipes, el cual contiene una alta proporcion de esta
alcamida. Una vez obtenido el extracto estandarizado, seria posible formularlo

como medicamento herbolario para el tratamiento de la hipertension arterial.

2.4 Medicamentos Herbolarios

Como ya se mencion6 previamente, en los ultimos afios, el interés de la
poblacibn mundial por el consumo de las plantas medicinales se ha
potencializado, lo cual ha propiciado que la industria farmacéutica las emplee
para producir extractos estandarizados, medicamentos herbolarios,
nutracéuticos y cosmeceéuticos. De hecho, se espera que su uso se incremente
mas rapido que el de los medicamentos convencionales (Ahn, 2017; Mcchesney
et al., 2019; Vasisht et al. 2016).

Por lo anterior, y debido a que algunas especies de plantas medicinales pueden
presentar toxicidad e inducir efectos adversos en el organismo, es fundamental
que se propicie el estudio cientifico multidisciplinario de las plantas empleadas
con fines medicinales, a fin de caracterizar su compaosicion quimica, sus efectos
farmacoldgicos y su toxicidad; de modo que su consumo sea eficaz y seguro. De
tal manera que se favorezca el desarrollo de medicamentos herbolarios que
representen una alternativa terapéutica para atender los principales problemas

de salud que aquejan a la humanidad (Khan et al., 2019).
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De acuerdo con la OMS, los medicamentos herbolarios se describen como
productos medicinales acabados y etiquetados, conteniendo ingredientes activos
estandarizados; de modo que estan formados por partes aéreas (hojas, flores,
tallos y/o sus partes) o subterrdneas (raices, bulbos) o semillas de plantas u otro
material vegetal, o0 combinaciones de éstos, en estado crudo o en forma de

preparaciones vegetales (OMS, 2000).

En los medicamentos herbolarios se conjuntan los conocimiento ancestrales
etnobotanico y etnomédico con el conocimiento farmacolégico basico y clinico
actual (M. Kumar et al., 2021; Sulaiman et al., 2020). De esta forma, se continla
con el uso de las plantas medicinales, pero con el respaldo de disciplinas como
el andlisis instrumental, la farmacocinética, la farmacodinamia, la biofarmacia y
toda la tecnologia farmacéutica actual; lograndose un medicamento con
contenido vegetal (extracto o partes estandarizadas de la planta), pero de mayor
seguridad que los productos ancestrales artesanales; lo que los hace confiables
para su uso como medicamentos de venta libre (Morales & Morales, 2009).

2.4.1 Medicamentos herbolarios aprobados por la
Administracién Federal de Alimentos y Medicamentos de

los Estados Unidos de Norteamérica

La Administracion Federal de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
de Norteamérica (FDA, por sus siglas en inglés) establecié un equipo de revisiéon
para desarrollar pautas para la comercializacion y regulacion de productos
botanicos como medicamentos de venta libre, para suscribirse al mismo nivel de
rigurosidad que se espera de los medicamentos actualmente utilizados por la
biomedicina. Para lo cual se publico la "Guia para la Industria: Productos
Farmacéuticos Botanicos" (FDA, 2016). Entre 2004 y 2013 la FDA recibié mas
de 400 solicitudes de nuevos ingredientes dietéticos (NDI) para nuevos
productos botanicos y, si bien a la mayoria se les permitié ingresar a los ensayos
clinicos de fase 2, s6lo dos han recibido hasta ahora aprobacion de la FDA:
Veregen® (sinecatechins) en 2006 y Mytesi® (crofelemer) en 2012. Varios de
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los productos restantes se encontraban hasta el 2020 en ensayos de fase 3
(Avigan et al., 2016; Wu et al., 2020).

En el periodo 2016-2018, la FDA aprob6 127 nuevos medicamentos, de ellos, 59
en 2018, siendo clasificados segun la estructura quimica de la molécula activa
(farmaco, biofarmaco o biotecnolégico). Entre dichos medicamentos aprobados
se encuentran 36 productos biolégicos y 91 quimicos; siendo los anticuerpos
monoclonales los predominantes en el campo bioldgico, ya que se aprobaron 28
durante el periodo antes mencionado y de ellos, 12 en el dltimo afio. Los
productos quimicos son las llamadas moléculas pequefas, que contindan
representando una proporcién considerable de nuevos medicamentos. Sin
embargo, con relacién a los medicamentos basados en productos naturales y
“TIDES” (oligonucleo-tides y pép-tides), representan aproximadamente el 10%
de los nuevos medicamentos. De hecho, en el mercado hay actualmente 14
medicamentos inspirados en productos naturales, y 13 TIDES (Shaer et al.,
2019).

Por lo anterior, es importante considerar que en el ambito farmacéutico se
manejan varios términos que no deben confundirse, los farmacos basados o
inspirados en productos naturales, no son medicamentos herbolarios, son
moléculas o principios activos que se han aislado (metabolitos) y purificado o
sintetizado a partir de productos naturales (Thomford et al., 2018). Por lo que, si
son metabolitos que se encuentran aun en los extractos naturales, éstos podrian
ser estandarizados con base en al menos uno de ellos utilizado como marcador
quimico, para de esa forma poder utilizar el extracto natural que contenga estos
analitos sin necesidad de aislarse o sintetizarse y a su vez tener potencialmente
mejores resultados por la sinergia que puede ejercer el conjunto de los
metabolitos presentes en el extracto (Wagner, 2011).

2.4.2 Diferencias entre Medicamento Herbolario vy

Suplemento Nutricional

En 1994, en los Estados Unidos de Norteamérica (USA) fue aprobada el Acta de

Educacion en Salud para Suplementos Dietéticos (DSHEA, por sus siglas en
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inglés), la cual define y con ello diferencia: "suplemento dietético o alimenticio" y
"nuevo ingrediente dietético”. El Acta establecio requisitos especificos y fueron
reclasificadas las vitaminas y los minerales como suplementos dietéticos. La
DSHEA define un suplemento dietético como "productos herbales, extractos de
plantas, alimentos tradicionales, secos o concentrados de frutas, vitaminas o
minerales; presentados en una forma farmacéutica y destinados a mejorar la
ingesta dietética total, o0 complementar o sustituir un componente”. También
estipula que un suplemento dietético no esta destinado a reemplazar una
comida. La DSHEA permite a los fabricantes comercializar sus suplementos
dietéticos sin tener que recibir la aprobacion de la FDA. Esto significa que la
empresa fabricante no necesita probar la eficacia de su producto y también que
por si misma es responsable de la seguridad del producto (DSHEA, 1994; FDA,
2019).

No obstante, la FDA puede tomar cualquier medida reglamentaria para eliminar
del mercado los productos inseguros, incluidos los productos que contienen
nuevos ingredientes dietéticos para los que no hay pruebas suficientes de
seguridad, haciéndolo mediante una notificacion de seguridad previa a la
comercializacion. Estas medidas contrastan con las aplicadas a los
medicamentos convencionales, que no pueden comercializarse hasta que se
demuestre que son efectivos y seguros (Avigan et al., 2016; Mukherjee et al.,
2017).

Todo suplemento alimenticio y nutracéutico debe fabricarse segun los buenos
procedimientos de fabricacién (BPM, por sus siglas en inglés) establecidos por
la FDA, la cual en 2011 emiti6 pautas sobre suplementos dietéticos, de cémo
cumplir con los requisitos reglamentarios para proporcionar una seguridad previa
a su comercializacion. Por lo tanto, en los demas paises existe un requisito
urgente de adhesion a las BPM para asegurar la calidad de los suplementos

nutracéuticos y dietéticos (Mukherjee et al., 2017).

En los ultimos aflos se han retirado del mercado numerosos suplementos
alimenticios, como es el caso del Lipokinetix® (mezcla de cafeina, yohimbina y

acido usnico, entre otras), el cual fue indicado para potencializar la pérdida de
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peso por imitacion del ejercicio, apoyandose en un aumento de la tasa
metabdlica. La FDA recibié varios informes de eventos adversos de hepatitis
aguda y/o insuficiencia hepatica después de que los consumidores habian usado
Lipokinetix®, el cual indujo lesiones en el higado de individuos entre 20 y 32 afios
gue no tenian antecedentes de lesion hepatica. Otro caso que se reporta es el
de OxyELITE® Pro, el cual contenia dietilpropiona,1,3-dimetilamina (DMAA). El
fabricante de este producto fue informado por la FDA de que éste ingrediente
estaba relacionado con hepatoxicidad y con anomalias cardiovasculares, como
taquicardia e hipertension, por lo que tuvo que ser retirado del mercado o
reformulado sin la DMAA (Avigan et al., 2016).

Por lo anterior, no se deben confundir los suplementos alimenticios con los
medicamentos herbolarios, ya que estos Ultimos se registran con la misma
rigurosidad que los medicamentos convencionales; asegurando su seguridad y
eficacia en ensayos clinicos. De no ser asi, no se estaria haciendo referencia a
un medicamento herbolario sino a un preparado herbolario o un suplemento

alimenticio.

2.4.3 Medicamentos Herbolarios en México

De acuerdo con el Marco Regulatorio de Medicina Herbolaria en México, se
define como medicamento herbolario (MH) a: “aquellos productos elaborados a
partir de materia vegetal o derivados cuyos ingredientes principales son
porciones de plantas o extractos estandarizados, colorantes y jugos o resinas,
aceites grasos o esenciales, en forma farmacéutica cuyo efecto terapéutico y
seguridad ha sido confirmada en la literatura cientifica nacional e internacional”
(Ley General de Salud Art. 224). También se incluye la formulacion de
excipientes y aditivos (Art.66 Fraccion Il del Reglamento de Productos
Sanitarios). En esta definicidn se excluyen sustancias psicotrépicas o narcoticas
sintéticas, mezclas con farmacos alopaticos, procaina, efedrina, yohimbina,
hormonas animales o humanas y otras sustancias con actividad hormonal, asi
como otros productos que representen riesgo para la salud (Reglamento de

Productos Sanitarios Art.66 a 68). También los ingredientes activos aislados y
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guimicamente definidos se excluyen (Gandhi et al. 2020; Secretaria de Salud
1999).

De acuerdo a una publicacion de la Gaceta Médica de México, relacionada con
un Simposio sobre la capacidad de regulacion en salud en México (Santos-
Burgoa et al., 2018), los medicamentos y demas insumos sanitarios deben
atender los patrones de morbilidad y mortalidad en el pais. El Plan Nacional de
Desarrollo 2019-2024 establecié como principal objetivo fortalecer el acceso
efectivo y oportuno de la poblacion mexicana a un mercado farmacéutico
correctamente abastecido con productos seguros, eficaces y de calidad. En este
sentido, la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) cumple con la funcién de contribuir a la proteccién de la salud de
la poblacién; habiéndose proyectado el fortalecimiento a corto plazo, de la
regulacion no sélo de los medicamentos, sino también de los remedios
herbolarios y otros insumos para la salud, quedando para un mediano plazo la
regulacion de alimentos y suplementos alimenticios (Sanchez-Tépoz et al.,
2018).

De acuerdo a lo publicado por Gallaga Sol6rzano et al., 2016 en la Revista
COFEPRIS, la funcion reguladora y por ende, de vigilancia sanitaria de esta
entidad del Estado, con relacién a la calidad en términos de seguridad y eficacia
de los remedios y medicamentos herbolarios, esta contenido en la Farmacopea
Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM 3.0, 2022); de modo que
no se podra obtener el registro sanitario para la comercializacién de alguno de
ambos productos, si ho se cumplen las especificaciones contenidas en las
respectivas monografias, tanto para las sustancias activas o componentes de las
plantas, asi como de los aditivos utilizados en la elaboracion de la forma
farmacéutica, como las referidas al control de calidad del producto (Gallaga-

Solérzano et al., 2016).

Para la aprobacion de un medicamento herbolario en México se debe presentar
la informacion que se necesita para solicitar la autorizacion de comercializacion
ante la COFEPRIS:

1. Formato de autorizaciones, certificados y visitas, debidamente requisitados.
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2. Comprobante de pago de derechos, en términos de la Ley Federal de

Derechos
3. La informacion técnica y cientifica que demuestre:

La identidad y pureza de sus componentes de acuerdo con lo que establezcan
las farmacopeas especiales, o en su defecto, las fuentes de informacioén cientifica

internacional
Descripcion del envase primario y secundario
Método de identificacion del principio o principios activos

4. La informacion técnica y cientifica que demuestre la estabilidad del producto

terminado:

Certificado de identificacién taxondmica de cada una de las plantas utilizadas o
el documento en el que conste la informacién sobre la identidad de los

componentes

5. Indicaciones terapéuticas

6. Proyecto de etiqueta

7. Instructivo para su uso

8. Descripcion del proceso de fabricacion del medicamento por registrar
9. Informacion para prescribir en sus versiones amplia y reducida

El registro de producto permite la comercializacion por un plazo de 5 afios con
posibilidad de prérroga, siempre y cuando no haya modificaciones a cualquiera
de los componentes o procesos involucrados. Para el caso de un remedio
herbolario también se tiene que reunir una serie de requisitos documentales
sobre composicion, procesamiento y uso (que no debe ser solo paliativo de
algunos “sintomas participantes o aislados” de la enfermedad), otorgandose al
cumplimiento de lo anterior, una clave alfanumérica con vigencia indeterminada
(COFEPRIS, 2020; Gallaga-Solérzano et al., 2016; Gandhi et al., 2020).
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En México hasta el 2021 se habian aprobado 252 MH en un periodo que
comprendio de 2001-2021. Los listados por afios se encuentran en la pagina
oficial de la COFEPRIS y se resumen en la Figura 2 (COFEPRIS, 2021).
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Figura 2. Medicamentos herbolarios aprobados en México periodo 2001-2021.

2.4.3.1 Regulaciones

La guia de desarrollo de medicamentos botanicos de la FDA describe planes de
desarrollo apropiados para que los farmacos botanicos sean presentados como
nuevas solicitudes de medicamentos (NDA, por sus siglas en ingles), y
recomendaciones especificas sobre la solicitud con fines de investigacion de un
candidato a un nuevo farmaco (IND, por sus siglas en inglés). El término botanico
significa productos que incluyen materiales vegetales, algas, hongos
macroscopicos y combinaciones de los mismos. La guia de la FDA recomienda
que la IND debe contener suficiente informacién para demostrar que el
medicamento es seguro para probar en humanos y que el protocolo clinico esta

disefiado adecuadamente para su propésito (Bhatt, 2016; FDA, 2016)

Para asegurar la calidad, seguridad y eficacia de los medicamentos herbolarios
y que puedan ser incorporados a los sistemas de salud, los métodos de control
de calidad deben basarse en el conocimiento de la naturaleza quimica de los
principales compuestos activos que estan presentes en el material vegetal. Es

importante ademas conocer la concentracion de estos principios activos y su
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estabilidad durante el periodo de almacenamiento. Para la comercializacion de
los medicamentos herbolarios o fitomedicamentos, en varios paises se debate si
la venta de éstos debe hacerse libremente considerandolos como suplementos
alimenticios, o bien, si estos productos debieran someterse a las regulaciones
aplicadas a los medicamentos convencionales (Villarreal et al.,, 2014). Tal
situacion, como ya se ha venido mencionando, ha quedado claramente

establecida en México.

Para regular los procesos involucrados en la fabricacion de medicamentos
(incluidos los medicamentos herbolarios), existen en México las Normas
Oficiales Mexicanas (NOM).

El 7 de junio de 2016, la Secretaria de Salud de México publicé en el Diario
Oficial de la Federacion nuevas reglas propuestas, con respecto a las
especificaciones relacionadas con la estabilidad y los requisitos de ensayos de
estabilidad para los medicamentos, incluyendo a los medicamentos y remedios
herbolarios comercializados en los Estados Unidos Mexicanos; todo lo cual esta
contenido en la NOM-073-SSA1-2015 (vigente), Estabilidad de farmacos y
medicamentos, asi como de remedios herbolarios (NOM-073-SSA1, 2015a). Las
nuevas reglas deben vincularse con otras normas aplicables existentes, como la
NOM-248-SSA1-2011 (vigente), Buenas practicas de fabricacion para
establecimientos dedicados a la fabricacion de remedios herbolarios (NOM-248-
SSA1, 2011), asi como la NOM-059-SSA1-2015 (vigente), Buenas practicas de
fabricaciéon de medicamentos (NOM-059-SSA1, 2015) y la NOM-072-SSA1,
2012 (vigente), Etiquetado de medicamentos y de remedios herbolarios (NOM-
072-SSA1,2012). Las especificaciones para el material vegetal utilizado en los
medicamentos herbolarios registrados también deben cumplir con los
estandares de calidad establecidos en la FHEUM 3.0 (vigente) (FHEUM, 2022).

2.5 Estandarizacién de un extracto natural

La estandarizacion de extractos vegetales se refiere al establecimiento de la
calidad reproducible, por medio de la comparacion de un producto con
sustancias de referencia establecidas y definiendo las cantidades minimas de

uno o varios componentes o de un grupo de éstos. Con ello, se busca garantizar
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la potencia de las sustancias constituyentes del producto final. La
estandarizacion se realiza considerando alguno de sus compuestos bioactivos
como marcador quimico. Cabe resaltar en este punto, la diferencia de este ultimo
con el marcador quimico bioactivo; definiendose como marcador quimico: a la
sustancia de la planta medicinal utilizada con fines de calidad, que puede ser o
no la responsable de la actividad terapéutica (FHEUM, 2013; NOM-072-SSA1,
2012 vigente; NOM-073-SSA1, 2015 vigente).

Existen numerosas razones para estandarizar un extracto, citando por ejemplo
la obtencion de productos reproducibles y de calidad, asi como el cumplimiento
de los estandares basicos requeridos en el desarrollo, produccién y
comercializacion de medicamentos, bajo los actuales conceptos de Calidad por
Disefio (QbD, por sus siglas en inglés) (Doungsaard et al., 2023). Se debe contar
con un extracto estandarizado para comenzar con ensayos clinicos y asi probar
cientificamente sus efectos. Ademas, como los extractos estandarizados tienen
seguridad comprobada, podrian aumentar el nivel de confianza de los
consumidores y por tanto la aceptacion de los medicamentos herbolarios
(Manzon et al., 2020).

Existen dos tipos de extractos estandarizados: (i) extracto con un constituyente
activo, donde un componente bioquimico especifico estd a una concentracién
gue puede no encontrarse naturalmente en la planta, por ejemplo: 95% de
curcuminoides en un extracto de cdrcuma, seria un producto estandarizado con
s6lo un 5% de los otros componentes de la carcuma con los que se combina la
curcumina; (ii) extracto con marcador, en éste se establece que una cantidad
especificada de un marcador quimico estd presente “naturalmente” en el
producto terminado, sin afectar la concentracion del resto de los metabolitos
presentes en el extracto (Hariharan & Subburaju, 2012).

En la presente investigacion se desarrollard un extracto estandarizado utilizando
como marcador quimico bioactivo a la afinina, el cual debe ser cuantificado para
posteriormente continuar con el proceso de estandarizacion, formulando con

aditivos que permitan su administracion oral en ensayos preclinicos en un
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modelo de ratas hipertensas, asi como el desarrollo de una forma farmacéutica

de administracion oral para futuros estudios clinicos con humanos.

2.5.1 Extracto cuantificado

Para la cuantificacion de un extracto se debe utilizar una técnica analitica
validada que permita establecer en qué proporcion se encuentra un determinado
marcador quimico. La Agencia Europea de Medicamentos (EMA, por sus siglas
en inglés), al igual que la FEUM y la COFEPRIS en México, define los
marcadores quimicos como constituyentes quimicamente definidos o grupos de
constituyentes de un medicamento, preparado a base de plantas, que son de
interés para fines de control de calidad, independientemente de si poseen alguna
actividad terapéutica; aunque lo deseable es que dichos marcadores quimicos
sean igualmente componentes Unicos que contribuyan a los efectos terapéuticos
de una medicina herbolaria (S. Li et al., 2008; Yaolei Li et al., 2022; Rivera-
Mondragén et al., 2017).

El control de calidad enfocado en la autenticacion, seguridad y eficacia de los
medicamentos herbolarios ya patentados y en desarrollo, es sin duda una de las
principales prioridades para la industria farmacéutica en la actualidad. Hoy en
dia, el sistema de control de calidad adoptado para los medicamentos
herbolarios es principalmente orientado a marcadores quimicos, refiriéndose con
ello al uso correcto de las materias primas vegetales, asi como a cuestiones de
seguridad (Lau et al., 2019). Los estudios de control de la calidad utilizando
marcadores quimicos también permiten identificar adulteraciones, asi como la
determinaciéon del mejor momento de cosecha, confirmacion de los sitios de
recoleccion de la planta, evaluacion de métodos de procesamiento de ésta o de
sus partes o extractos, pruebas de estabilidad y diagnéstico de intoxicacion (Bai
et al., 2018).

2.5.2 Extracto estandarizado

En los extractos estandarizados las sustancias se ajustan dentro de un rango
aceptable qgue mantenga la actividad terapéutica conocida; la estandarizacion se

logra agregando excipientes para ajustar la concentracion de los compuestos
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bioactivos de la planta. En el caso de México y la Union Europea, el nombre y el
contenido de los constituyentes con actividad terapéutica conocida deben ser
declarados, indicando la cantidad equivalente de la sustancia o marcador
quimico (como un intervalo, si aplica) (EMA, 2018); lo mismo aplica para el
registro sanitario en México, como se indica en el Formato de Registro sanitario
de medicamentos herbolarios de fabricacion nacional (COFEPRIS, 2020), en
concordancia con la NOM-072-SSA1, 2012.

La forma de notificar el contenido en la etiqueta de un medicamento herbolario
incluye el nombre del marcador y su cantidad debajo de la denominacion de la
forma farmacéutica en que se encuentre, declarandose en la formula “la forma
fisicoquimica del ingrediente (extracto seco, extracto fluido, aceite esencial,
polvo, etc.) la parte de la planta usada, el nombre cientifico, entre paréntesis el
nombre comun, la cantidad del principio activo y la equivalencia al marcador
quimico”. Los nombres cientificos se imprimiran uno a continuacion del otro
separado con comas, si se trata de mas de tres especies vegetales se debera
incluir la leyenda “mezcla de plantas” y puede omitirse la concentracion de éstas
(NOM-072-SSA1, 2012, vigente). Esta misma norma sefiala como importante, el

que en la etiqueta aparezca la frase: “medicamento herbolario”.

2.5.3 Ensayos preclinicos

Los estudios preclinicos se refieren por lo general a las pruebas in vitro e in vivo
realizadas con animales de laboratorio, con una molécula nueva que se pretende
registrar como un medicamento (candidato a farmaco), procedimiento u otro
tratamiento médico, antes de que se puedan realizar ensayos en humanos.
Durante el desarrollo del estudio preclinico de candidatos a farmacos, deben
evaluarse los efectos toxicos y farmacolégicos (Shegokar, 2020). La FDA
requiere que las empresas patrocinadoras desarrollen un perfil farmacologico,
determinen la toxicidad en al menos dos especies de animales y realicen
estudios de toxicidad a corto plazo; debiéndose cumplir con varios requisitos

preclinicos para diferentes tipos de animales de laboratorio (Anatol et al., 2014).

La informacion recopilada en los estudios preclinicos se utiliza como evidencia y

apoyo en las solicitudes de la FDA en USA y la COFEPRIS en México, para la
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aprobacion de nuevos medicamentos y procedimientos médicos. No obstante,
se requiere de mayor numero de datos sobre los niveles de dosificacion y
toxicidad del compuesto para determinar si esta justificado y es razonablemente
seguro proceder con los estudios clinicos que proporcionarian informacion
acerca de la farmacocinética, la farmacodinamia y la toxicidad del candidato a

farmaco que se esta desarrollando (Osakwe, 2016).

La farmacodinamia establece el indice terapéutico de un farmaco, que describe
la proporcion de la dosis que causa toxicidad y la dosis que produce un efecto
terapéutico. Los estudios farmacocinéticos determinan la cantidad del farmaco
activo presente en el cuerpo, particularmente en el sitio objetivo. Con estos
estudios se pueden describir los cinco procesos fundamentales por los que debe
pasar el medicamento para ejercer su accidon: Liberacion, Absorcion,
Distribucién, Metabolismo y Excreciéon (LADME), y su relaciébn con las
concentraciones plasmaticas durante el tiempo. Lo cual permite establecer el
rango de dosis e intervalos de administracién para las fases posteriores del
ensayo clinico. Para determinar si un farmaco es seguro para administrar en
humanos, se realizan los estudios de toxicidad preclinica (Honek, 2017; Rai &
Rozario, 2023).

En el caso del extracto estandarizado, para obtener la informacion necesaria
para su posterior registro sanitario ya como medicamento herbolario, se tendrian
que realizar los ensayos preclinicos antes mencionados, para después proceder
a realizar los ensayos clinicos con una forma farmacéutica de dosificacion, a fin
de obtener los pardmetros farmacocinéticos y farmacodinamicos que
proporcionan informacion sobre el efecto y la seguridad del producto en sujetos

sanos y en pacientes (COFEPRIS, 2014; Gallaga-Sol6rzano et al., 2016).

Un aspecto importante de las aportaciones de los estudios preclinicos al
conocimiento sobre las propiedades y la actividad esperadas del extracto
estandarizado, es que en los ensayos in vitro se obtendra informacion del efecto
farmacoldgico del extracto contenido en la formulacion propuesta, mientras que
en los ensayos in vivo se pretende observar el efecto integral de la formulacion,

es decir, de la mezcla formada por los componentes activos del extracto herbal
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en la forma fisica de estudio, junto con los aditivos que constituyen la formulacion
(solucidn, suspension, emulsion, microemulsion, polvo, granulado). Esto ultimo
se explica porque se estara estudiando la contribucion al efecto farmacologico,
farmacocinético, biofarmacéutico y terapéutico final, de la solubilizacion o
liberacion de los componentes bioactivos desde la matriz extracto-mezcla de

aditivos, que impactan en la biodisponibilidad (Dong et al., 2019).

2.6 Preformulacién y formulacion del extracto estandarizado

Las estadisticas de aprobacion de medicamentos, por parte de la FDA, indican
gue alrededor del 90% fallan en los ensayos clinicos de fase Il y lll, posiblemente
debido a la ineficacia del farmaco (55%), problemas de toxicidad (30%), razones
comerciales (5%), obstaculos operativos (5%) y errores desconocidos (5%). Por
lo tanto, para minimizar estos problemas durante las ultimas etapas del
desarrollo y registro de las formulaciones, es necesario realizar estudios de
preformulacién antes de la etapa de desarrollo (Acharya et al., 2018; Sun et al.,
2022).

Al considerarse el extracto estandarizado un simil de un farmaco para registro
sanitario nuevo, uno de los puntos de partida para el desarrollo de la formula de
un medicamento herbolario y que se requiere realizar para plantear la formula
que permitira la dosificacion del extracto estandarizado en los animales del
estudio preclinico, involucra la realizacién de estudios de preformulacion. Estos
estudios tienen como finalidad la obtencién de una forma farmacéutica adecuada
para su administracion durante los estudios clinicos y que puede constituir la
forma farmacéutica final para su aprobacion por los organismos reguladores
(Gorniak et al., 2022; Zhang et al., 2020).

Una vez que una molécula ha sido seleccionada como potencial candidata para
el desarrollo de un nuevo farmaco, durante el proceso de desarrollo se debe
evaluar su farmacocinética, su toxicidad y su eficacia en modelos animales a fin
de que pueda ser aprobada para ser evaluada en estudios clinicos (Shanley,
2018; Sun et al., 2022). Para esto, se suele preparar una formulacion simple en
la que se suspende el farmaco en hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), con o sin

la ayuda de un tensoactivo como el Polioxietilen sorbitan monolaurato o Sorbitan
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80 (Tween®80). De manera semejante, las capsulas de gelatina dura o suave
suelen ser el primer recurso de dosificacion para un estudio clinico rapido de

Fase I, colocando el farmaco en estado puro.

Uno de los principales retos para formular nuevos farmacos es su solubilidad, ya
que alrededor del 80% de los candidatos a farmacos son escasamente solubles
en agua, viéndose comprometida su biodisponibilidad oral si no se disuelven
completamente en el tracto gastrointestinal (Miao et al., 2022). Esto puede
resultar en una absorcion incompleta o variable, un mayor efecto del pH y los
alimentos en la absorcidn del farmaco, y con ello una farmacocinética deficiente
(Bhalani et al., 2022). Es por ello que la aplicacion de tecnologias de
solubilizacion mas avanzadas, como las que representan los sistemas de
liberacion de farmacos autoemulsificables, automicroemulsificables y otros
basados en lipidos: micro y nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN, solid lipid
nanoparticles y SLC, solid lipid nanocarriers), los sistemas liotropicos liquido
cristalinos, liposomas y fitosomas; asi como las técnicas de dispersiones
liquisélidas y sdélidas amorfas, entre otras, es cada vez mas prominente durante
el desarrollo temprano (Acharya et al., 2011; Quirino-Barreda et al., 2017;
Shanley, 2018).

El riesgo de error en el desarrollo de un medicamento con una molécula nueva
“dificil de formular’, no sbélo esta relacionado con sus propiedades
farmacoldgicas y farmacocinéticas o su toxicidad, sino también con su capacidad
de fabricacion, ya que la formulacion desde las etapas tempranas de estudio
debe considerar también su posible escalamiento, tanto para la elaboracion de
lotes piloto a emplear en los estudios clinicos de biodisponibilidad con pacientes,
como en una futura produccién industrial a mayor escala. De modo que la
formulacion y el proceso de produccion no modifiquen significativamente el
comportamiento fisicoquimico de la formulacién (Bandopadhyay et al., 2018; Sun
et al., 2022).

Es asi que la preformulacion para un candidato a farmaco como podria ser la
afinina y/o un extracto estandarizado de H. longipes, implica la recopilacién de

una serie de datos relativos a sus propiedades farmacoldgicas, fisicas,
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fisicoquimicas, asi como estudios de estabilidad fisica y quimica frente a factores

como temperatura, humedad, oxigeno, luz y otros.
2.6.1 Farmacia Molecular y preformulacion del extracto

cuantificado de H. longipes

El disefio, produccion, control y monitoreo de los medicamentos (incluyendo los

herbolarios) en la actualidad responde a:

1. Procesos altamente automatizados, con materiales y productos
estrictamente controlados, asi como una regulacion mas especifica con
relacion a la propiedad industrial.

2. Normas oficiales de control sobre materia prima, producto, procesos y
seguimiento farmacoterapéutico.

3. Un trabajo interdisciplinario, con mayor vinculacion a la fisica, la
fisicoquimica, la quimica supramolecular, la ingenieria de cristales, la
fisiologia y la biologia molecular, entre otras disciplinas apoyadas en el
andlisis instrumental; que en conjunto forman un campo farmacéutico
especifico que en 1976 fue acufiado como Farmacia Molecular (Molecular
Galenic Pharmaceutics) por H. Huttenrauch (1988) (Quirino-Barreda,
2013).

La Farmacia Molecular representa al conjunto interdisciplinario de ciencias
farmacéuticas dirigidas a obtener y evaluar la actividad de distintos productos de
uso profilactico, diagndstico o terapéutico, para lo cual se realizan una gama de

acciones como son:

. La caracterizacion fisica y fisicoquimica del principio activo y de los
posibles aditivos con los que éste se formularia de acuerdo con la via de
administracion y forma de dosificacion.

. El disefio, fabricacion y evaluacion de las formas de dosificacion, asi como
la liberaciébn de los principios activos de los agentes terapéuticos
convencionales y los basados en la biotecnologia.

. La identificacion de los obstaculos a la liberacion sistémica o en el 6rgano

o célula diana del agente profilactico o terapéutico.
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. La determinacion de la capacidad del agente farmacolégico para llegar al
sitio donde ejercera el efecto bioldgico.

. La determinacibn de la evolucibn en el tiempo de la actividad
farmacoldgica (Quirino-Barreda, 2013).

La caracterizacion fisica y fisicoquimica de los farmacos con potencial actividad
farmacolégica, asi como de los aditivos o excipientes que constituyen los
medicamentos y nutracéuticos, constituye una actividad fundamental de la etapa
de preformulacién de los medicamentos, asi como premisa elemental de la

Farmacia Molecular (Quirino-Barreda et al., 2004; Quirino-Barreda et al., 2018).

Lo anterior coincide, ademas, con las actuales exigencias industriales y
sanitarias legales (Guidance for Industry Q8(R2), ICH 2009; NOM-059-SSA1-
2015, vigente) regidas por la Calidad Farmacéutica por Disefio y que resultan
primordiales para conseguir su finalidad farmacoterapéutica, profilactica o de
diagndstico (Tabuenca-Navarro, 2014; Siew, 2017).

En este contexto, la Farmacia Molecular se ha venido desarrollando como un
campo especializado de las Ciencias Farmacéuticas que estudia el estado de
agregacion molecular de farmacos, excipientes y las “n” posibilidades de
interaccidon farmaco-excipiente en la forma farmacéutica, para poder modificar
las caracteristicas fisicoquimicas, de estabilidad y tecnoldgicas de los principios
activos. Con el fin de mejorar las propiedades tanto intrinsecas, como de
formulacion, al igual que su biodisponibilidad una vez administrados al

organismo (Huttenrauch, 1988).

Es un procedimiento comun que farmacos y excipientes, independientemente de
Su origen: sintesis quimica, biotecnologia o extraccién de minerales, vegetales y
animales; se integren en una férmula o matriz que adopta fisicamente la forma
farmacéutica que permitira la administracion de la sustancia activa con fines
farmacéuticos, nutracéuticos o cosmeceéuticos; llegando asi al mercado después
de varios afios de experimentacion (Alshamrani et al., 2022; Banerjee & Pillai,
2019).
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Para formular un producto farmacéutico, a partir de una materia prima compleja
(extractos herbolarios), una vez seleccionado el marcador quimico (afinina) para
su estandarizacion, es necesario conocer las propiedades fisicas y
fisicoquimicas relevantes para lograr una composicion estable. Esto con el fin de
garantizar la reproducibilidad de parametros de calidad durante su periodo de
vida util y asegurar su eficacia y seguridad. Entre estos parametros se
encuentran la solubilidad y el coeficiente de reparto (log P), el cual es un
indicador de la permeabilidad membranal de los principios activos. Ambos
pardmetros representan factores clave del Sistema de Clasificacion

Biofarmacéutica (BCS, por sus siglas en inglés) (Dr Chris Moreton, 2021).

En el caso de la afinina, se ha reportado que posee una baja solubilidad acuosa
(18.63 g/L) (Boonen et al, 2010), pero una alta permeabilidad en las mucosas
oral e intestinal, la piel y la barrera hematoencefalica (De Spiegeleer et al., 2013;
Veryser et al., 2016, 2014; Yang et al., 2019). En un estudio previo se encontrd
que el extracto etandlico de la raiz de H. longipes posee un coeficiente de
permeabilidad (Kp) promedio para la piel y la mucosa oral de 5.28 + 0.6 x 10
cm/h. Por otra parte, la afinina disuelta en una mezcla de propilenglicol (PG)-H20
al 10 %, presenté un Kp de 10.89 + 0.42 x 103 cm/h. Lo cual se puede asociar a
una baja masa molecular (221.3 Da) y un valor de log P entre 3.2 (Yang et al.,
2019) y 3.4 (Boonen et al., 2010), parametro igualmente bajo, el cual favorece
su biodisponibilidad de esta molécula. De hecho, la afinina y otras alcamidas,
muestran una rapida absorcion después de su administracion oral, alcanzando
concentraciones plasmaticas maximas (Cmax) en lapsos de tiempo entre 10 y 40
min y una vida media plasmatica de 1.5 a 5.0 horas (Boonen et al., 2010; Guiotto
et al., 2008; Woelkart et al., 2008).

2.6.2 Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica

El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (BCS, por sus siglas en inglés) fue
desarrollado por Amidon en 1995 (Amidon, 1995), el cual identifica a la
solubilidad del farmaco en el medio gastrointestinal, y su permeabilidad a través
del epitelio intestinal, como los dos parametros claves en la absorcion intestinal.

De acuerdo con el BCS, las moléculas de clase | son las que tienen una alta
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solubilidad y alta permeabilidad; compuestos de clase Il son las que tienen baja
solubilidad y alta permeabilidad; compuestos de la clase Il tienen una alta
solubilidad, pero baja permeabilidad; y compuestos de la clase IV son aquellos
en los que se tiene baja solubilidad y baja permeabilidad (Samineni et al., 2022;
Truzzi et al., 2021; Wolk et al., 2014).

En la actualidad se reconoce que més del 80% de las moléculas nuevas que son
candidatos farmacoterapéuticos, son poco solubles en medios acuosos y
muchas pertenecen a las clases Il y IV del BCS (Bhalani et al., 2022; Siew, 2017).
Asi, al considerar que la via oral es de primera eleccidén para la mayoria de los
tratamientos terapéuticos, y que es ademas idénea para iniciar los estudios
preclinicos y clinicos (Algahtani et al., Kazi et al., Alsenaidy, & Ahmad, 2021;
Miao et al., 2022); se puede afirmar que lograr un incremento en la solubilidad
del principio activo y que ésta se refleje en los resultados esperados en dichos
estudios, no solo de biodisponibilidad, sino también en una farmacocinética
reproducible de la molécula a través del tracto gastrointestinal; constituye un
verdadero reto para el equipo de disefio y desarrollo de medicamentos (Williams
et al., 2013; Jain et al., 2015; Quirino-Barreda et al., 2018).

Por lo anterior, la industria farmacéutica estd modificando la manera en que se
elaboran las muestras de las moléculas de Clase Il y IV del BCS que se
administraran en los ensayos preclinicos y clinicos; previendo también abatir
costos de investigacion y tiempo para su comercializacién. En esta linea de
accion, se esta procediendo a la elaboracién y administraciéon de férmulas mas
complejas, que consideren las variables criticas, tanto del farmaco como del
producto final, asumiendo asi la generacién del denominado espacio de disefio
en apego a las Guias ICH: Q8(R2), Q9 y Q11 (Apontea et al., 2015).

Situacion similar aplica para la elaboracion de las muestras administradas a los
pacientes de la fase clinica |I; cambiando el uso de capsulas conteniendo
anicamente a la molécula activa y/o algun tensoactivo o diluyente y/o deslizante,
por formulaciones que contemplan el uso de los mas recientes excipientes
polifuncionales, y particularmente el control de fenébmenos y/o procesos fisicos

gue modifican la solubilidad, la difusién-liberacion, asi como la estabilidad fisica

a7



y quimica del principio activo y por tanto, su biodisponibilidad. Ejemplos de lo
anterior es la identificacion y control del estado fisico de agregacion molecular
de la materia prima (Quirino-Barreda et al., 2004; Raw et al., 2004; Elder et al.,
2016; Moraes et al.,, 2017) particularmente del estado sélido (dominio del
polimorfismo, amorfizacion, solvatomorfismo, co-cristalizacion, entre otros), asi
como del estado liquido-cristalino (Mulet et al., 2013; Jain et al., 2015; Quirino-
Barreda et al., 2018).

En el ambito fisico-tecnologico y biofarmaceéutico, ha resultado primordial el
control sobre el tamafio de las particulas hacia la escala micro y nanométrica,
tanto en la obtencion de la materia prima como de los sistemas que constituyen
el medicamento; utilizando para ello distintos métodos y técnicas, entre las que
se pueden mencionar: técnicas de cristalizacion y disolucion, de formacion de
dispersiones sdlidas, de micro y nanoemulsiones, asi como del uso de
excipientes lipidicos y coloides naturales para la formacién de diversos sistemas
micro y nanoestructurados lipidicos e hidrocoloidales (Kesisoglou et al., 2007;
Kumar & Singh, 2013; Savla et al., 2017).

De tal forma, asimilando los principios de la Farmacia Molecular, asi como el
conocimiento de la Medicina Tradicional Mexicana, se pueden generar
propuestas innovadoras de medicamentos herbolarios con el fin de dar
respuestas farmacoterapéuticas eficaces y seguras a los distintos problemas de
salud presentes en México, como es el caso de la hipertension arterial.
Pudiéndose obtener, a partir de un extracto cuantificado de H. longipes, un
extracto estandarizado consistente en un sistema farmacéutico micro o
nanoestructurado, en el que la carga y liberacién del biomarcador (afinina) en el
sistema, responda de manera reproducible a determinada cinética de liberacién
del principio activo. Sumando a ello la ventaja que suelen presentar las
dimensiones nanométricas y el biomimetismo del sistema desarrollado, para un
mayor control sobre el sitio y la velocidad de absorcion gastrointestinal (Faustino-
Vega & Quirino-Barreda, 2015; Elkassas & Arafa, 2017; Sheikhpour et al., 2017).
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2.6.3 Formulaciones de base lipidicay microemulsiones

Una estrategia que ha resultado ser muy eficiente para la formulacion de
farmacos de la clase I, es la formulacion basada en lipidos (LBF, por sus siglas
en inglés), por lo que su campo de investigacion y sus aplicaciones se han
incrementado en la segunda década del siglo XXI (Bhalani et al., 2022; Kalepu
& Nekkanti, 2015). Si conseguimos mantener a un farmaco de clase II
solubilizado en la luz del intestino, se puede lograr un perfil de absorcion similar

al de un farmaco de clase | (Dahigren et al., 2020; Williams et al., 2013).

Las formulaciones de base lipidica incluyen lipidos o aceites, tensoactivos,
cotensoactivos y codisolventes de origen lipidico y se clasifican en 4 grupos (I,
I, A, 1B y IV), con base al grado en que se dispersan en agua, asi como por
su digestibilidad (Pouton, 2000; Pouton & Porter, 2008; Kollipara & Gandhi,
2014).

Las formulaciones tipo | son completamente oleosas (sin tensoactivos),
constituidas por aceites o lipidos (mono, di o triglicéridos) que requieren ser
digeridos; siendo en si, soluciones oleosas. Las formulaciones tipo Il se forman
principalmente con excipientes hidrofobicos, con una proporcion de 40-80 % de
aceites y 20-60% de tensoactivos no ionicos insolubles en agua, y generan
sistemas autoemulsificables para la administracion de farmacos (self-emulsifying
drug delivery systems, SEDDS). Los SEDDS son soluciones isotrépicas claras y
transparentes y llegan a utilizarse como vehiculos para la administracién in vivo

de emulsiones (Pouton & Porter, 2008).

Las formulaciones lipidicas tipo Il generan sistemas automicroemulsificables
para la administracién de farmacos (self-microemulsifying drug delivery systems,
SMEDDS), formandose dos subtipos: el IlIA, que contiene entre 40-80 % de
aceites, 20-40 % tensoactivos insolubles en agua y de 0-40 % de codisolventes
solubles en agua; no requiriendo digestion para la absorcion del farmaco. Por
otra parte, el subtipo I1IB contiene un bajo contenido de aceites (menor al 20 %),
asi como algunos tensoactivos solubles en agua y Codisolventes. Las

formulaciones tipo IV contienen excipientes lipidicos miscibles o solubles en
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agua y representan la mayor parte de las formulaciones hidrofilicas (Pouton &
Porter, 2008).

Los SMEDDS son mezclas isotropicas de aceite, tensoactivo, cotensoactivo y
farmaco (en el caso de los extractos naturales, el aceite puede ser el propio
extracto) que puede formar microemulsiones finas de aceite en agua al entrar en
contacto con los fluidos gastrointestinales. Las gotas de microemulsion dispersas
en el tracto gastrointestinal proporcionan una gran superficie y promueven la
liberacion rapida del farmaco, lo que es beneficioso para mejorar la absorciéon y
la biodisponibilidad del farmaco (L. Wang et al., 2020; Zhu et al., 2021). Siendo
esta la principal ventaja de los sistemas autoemulsificables comparados con las
soluciones lipidicas simples (Shrestha et al., 2014).

Si bien las microemulsiones y las soluciones coloidales utilizan tensoactivos para
incrementar la solubilidad aparente de fArmacos poco solubles y ambas poseen
“goticulas” (las primeras de aceite con tensoactivo y las segundas, micelas de
tensoactivo) en la escala nanométrica; no deben confundirse. Ademas, las
microemulsiones poseen una mayor capacidad de solubilizacion y mayor
estabilidad termodinamica que las soluciones micelares, requiriendo un minimo

aumento en el tamafo de gota para ello (Bedia et al., 2017).
2.6.3.1 Caracterizacion de los SEDDS Y SMEEDS
1. Prueba visual de autoemulsificacion:

Esta es una prueba observacional visual para evaluar las propiedades de
autoemulsificacion reportadas por Talegaonkar y colaboradores (Talegaonkar et
al.,, 2010), las cuales fueron modificadas y adaptadas en la presente
investigacion. Para esta prueba se coloca una cantidad fija de la formulacién en
un vaso de precipitados con 250 mL de agua, y se mantiene la temperatura
constante a 37 + 0.5 °C con agitacién ligera. Posteriormente se observa la
tendencia a formarse la emulsion espontaneamente (Bakhle & Avari, 2015).
Tomado en cuenta la apariencia (translucida o blanquecina), la dispersabilidad,

y el tiempo trascurrido para la formacién de la emulsién, los SEDDS se
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categorizan en "Grado A", "Grado B" “Grado C” y "Grado D" de acuerdo con la
Tabla 1.

Tabla 1. Grado de autoemulsificacion (Modificado de Talegaonkar, 2010)

GRADO OBSERVACION
Formacion rapida (1 minuto) nanoemulsiéon de apariencia translucida o
A levemente azulada
B Microemulsion translucida de formacion rapida o levemente azulada
Emulsién blanca azulada de formacién = 1 minuto

Emulsion turbia y blanquecina que tiene un tiempo de dispersién = 1
P minuto

Formulacién que muestra un tiempo de dispersién = 2 minutos con
= glébulos de aceite visibles

2. Propiedades organolépticas

Las propiedades organolépticas (color, olor y sabor) son de vital importancia
sobre todo para las formulaciones de administracion oral. Si registran cambios
en estas pueden indicar inestabilidad quimica (Boscolo et al., 2020; Talegaonkar
et al., 2010).

3. Tamafo de particula y morfologia

La determinacién del tamafio de particulas y la morfologia de los SEDDS Y
SMEEDS son clave para su caracterizacion, se emplean técnicas como la
dispersién dinamica de la luz (DLS, por sus siglas en inglés), dispersion de
neutrones de angulo pequefio (SANS, por sus siglas en inglés) y dispersion de
rayos X de angulo bajo (SAXS, por sus siglas en inglés). Ademas se puede
utilizar la microscopia electronica de trasmision y la mmicroscopia electrénico
de barrido con modo STEM (Abruzzo et al., 2022; Fatouros et al., 2007; Zhao et
al., 2020).

4. Potencial Zeta

El potencial Zeta (C) es una medida de la magnitud de la repulsién o atraccién

electrostatica o de carga entre las particulas (mide la velocidad de

51



desplazamiento de las particulas inmersas en un campo eléctrico). Este
constituye uno de los parametros utilizados para monitorear la estabilidad de las
dispersiones coloidales, ya que nos aporta detalles sobre posibles agregaciones
o floculaciones. Por lo que puede ser empleado para mejorar las formulaciones

y es importante en los estudios de preformulacion (Abruzzo et al., 2022).
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3. JUSTIFICACION

La hipertension arterial es una de las enfermedades con mayor incidencia en la
sociedad actual; estando directamente asociados su progresion y sostenimiento
con anormalidades estructurales cardiacas y vasculares que dafian el corazén,
los rifiones, el cerebro, la vasculatura, y otros 6rganos. El tratamiento para este
padecimiento generalmente consiste en una terapia combinada de tres
farmacos, que, para el caso de algunos pacientes con hipertension resistente, la
administracion llega a ser incluso de cuatro. Por lo anterior, actualmente la
hipertension constituye uno de los problemas de salud publica mas criticos y
costosos en México. Una de las alternativas para atender este problema de salud
es el empleo de plantas medicinales, que pueden ser utilizadas para el desarrollo
de medicamentos herbolarios eficaces, seguros y accesibles para la poblacion.

México ocupa un lugar privilegiado a nivel mundial, en lo referente a su
diversidad biologica y riqueza cultural, lo cual se refleja en los numerosos
recursos con que cuenta la Medicina Tradicional Mexicana, principalmente, en el
amplio numero de plantas medicinales que hay en este pais. H. longipes es una
planta endémica de la region central de México, y se usa tradicionalmente como
analgésico, fundamentalmente para el dolor dental. Dicha actividad se le atribuye
a las alcamidas sintetizadas por la planta, siendo la afinina la alcamida
mayoritario presente en esta especie. Estudios realizados por nuestro grupo de
trabajo revelaron que el extracto de diclorometano de la raiz de H. longipes y la

afinina presentaban un significativo efecto vasodilatador.

Considerando que la conjuncién de los principios de la Farmacia Molecular con
los conocimientos proporcionados por la Medicina Tradicional Mexicana,
posibilitan la propuesta de formas farmacéuticas innovadoras de medicamentos
herbolarios con el fin de dar respuestas farmacoterapéuticas eficaces y seguras
a distintos problemas de salud presentes en México, en el caso del presente
trabajo se desarrolld, a partir de un extracto estandarizado de la raiz de Heliopsis
longipes, una forma farmaceéutica autoemulsificable de administracion oral con

efecto antihipertensivo, la cual permite el control de fendmenos y/o procesos
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fisicos que modifican la solubilidad, la difusion-liberacion, asi como la estabilidad

fisica y quimica del principio activo y por tanto, su biodisponibilidad.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Es posible obtener, a partir de un extracto etandlico de la raiz de Heliopsis
longipes estandarizado con base en afinina, una microemulsién de
administracion oral con efecto antihipertensivo y que posea estabilidad

termodinamica y control de la liberacién de afinina?

5. HIPOTESIS

El extracto etandlico de la raiz de Heliopsis longipes, estandarizado con base en
afinina, posee propiedades de solubilidad que posibilitan su combinacion con
tensoactivos y aditivos oleosos a fin de obtener un sistema
automicroemulsificable con estabilidad termodindmica (evaluada mediante el
tamafio de particula y el potencial zeta) y una cinética de liberacion de afinina
que permiten proponerlo como una forma farmacéutica novedosa con efecto

antihipertensivo.
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6.

6.1.

OBJETIVOS

Objetivo general

Desarrollar, a partir de un extracto estandarizado de la raiz de Heliopsis longipes,

una forma farmacéutica autoemulsificable de administracién oral con efecto

antihipertensivo.

6.2.

1.

Objetivos especificos

Validar el método analitico que se utlizard para determinar la
concentracion de la afinina en el extracto etandélico preparado a partir de
la raiz de H. longipes, asi como en las pruebas de capacidad de carga,
liberacion y estabilidad de la afinina contenida en el sistema

autoemulsificable a desarrollar.

Obtener un extracto etandlico cuantificado con base en afinina a partir de
la raiz de H. longipes, y determinar la miscibilidad acuosa a 25°y 37°C, el
indice de refraccion, las propiedades organolépticas y la presencia de
microrganismos, de acuerdo con las especificaciones de la Farmacopea

Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos.

Desarrollar, a partir del extracto etanélico cuantificado de H. longipes, un
extracto estandarizado en forma de sistema auto-microemulsificable que
represente una forma farmacéutica de administracibn oral para la
realizacion de ensayos preclinicos; utilizando para ello diagramas de fase
pseudoternarios con aditivos lipidicos.

Caracterizar el sistema automicroemulsificable desarrollado, en tamafo y
morfologia de las gotas, potencial zeta, propiedades organolépticas, pH,

indice de refraccion y turbidez.

Comprobar la estabilidad fisica y quimica del sistema

automicroemulsificable desarrollado a diferentes valores de pH.

Determinar la estabilidad acelerada del sistema automicroemulsificable

desarrollado.
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7. Analizar la cinética de liberacion de afinina a partir del sistema
automicroemulsificable desarrollado, utilizando diferentes valores de pH

que simulen el paso a través del tracto gastrointestinal.

8. Determinar el efecto antihipertensivo de la formulacién 6ptima del sistema
automicroemulsificable desarrollado, en un modelo preclinico murino in

Vivo.

9. Analizar la reactividad endotelial en aortas aisladas de ratas hipertensas
alas que se les administro el sistema desarrollado y captopril como control

positivo.
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7. MATERIALES Y METODOS
7.1 Reactivos y disolventes

Los reactivos y disolventes que se utilizaron en la presente investigacion se
obtuvieron de JT Baker (Phillisburg, NJ, USA), los excipientes lipidicos de
Gattefossé Francia, que se emplearon en la formulacién, fueron donados por
Quimicos Lyontec, S. de R. L. de C.V. (México) y para las evaluaciones
farmacolégicas los reactivos se obtuvieron de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Las cépsulas de gelatina dura vacias fueron donadas por Capsugel® de
México S. de R. L. de C.V. La lista de reactivos y disolventes se presenta en el

anexo 1.

7.2 Animales de experimentacion

Se utilizaron 42 ratas macho Wistar (250-300 g), proporcionadas por el bioterio
del Instituto de Neurobiologia (UNAM), Campus Juriquilla, Querétaro, México.
Los animales experimentales se colocaron en jaulas de policarbonato con
medidas 54.5 cm (largo) x 39.5 cm (ancho) x 20.0 cm (alto), con tapa de reja
metalica con separaciones de 1.5 cm entre cada una. Se empled una cama
sanitaria suave de aserrin con comprimidos sanitarios, la cual se cambio tres
veces a la semana. Se mantuvieron en un ciclo de 12 h de luz y oscuridad, con
libre acceso a alimento y agua (dieta isocalérica, alimento estandar y agua
purificada). Asi como, parametros de temperatura (22 °C), humedad (30 %),

ruido (< 85 dB) y ventilaciéon controlados.

Los protocolos experimentales se llevaron a cabo siguiendo los lineamientos
indicados 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). El comité de
bioética de la Facultad de Quimica de la Universidad Autonoma de Querétaro

evaluo y aprobd el protocolo de investigacion.

Los residuos peligrosos biologicos infecciosos fueron debidamente etiquetados

y almacenados de acuerdo con las especificaciones de la Norma Oficial
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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 Material vegetal

Las raices de H. longipes se colectaron en Pefiamiller, Querétaro, Qro., México.
Su identificacion se realizé en el Herbario Jerzy Rzedowski (QMEX), Facultad de
Ciencias Naturales, Universidad Autbnoma de Querétaro, Querétaro, México.
Las muestras se compararon con las respectivas muestras de herbario que

tienen los numeros de voucher H. longipes J.E. Castro R.1. y R.2.

7.4 Secado y molienda de laraiz de H. longipes

Las raices frescas de H. longipes se secaron al aire, en un cuarto obscuro con
buena ventilacion. Una vez secas, las raices se molieron en un molino de
cuchillas (Thomas Wiley 4 Lab Mill, Thomas Scientific, USA) hasta obtener un
tamafio de particula de 0.5 mm.

7.5 Preparacion del extracto etandlico de la raiz de H. longipes

Para la preparacion del extracto se tomaron 100 g del material vegetal seco y
molido y se sometieron a un proceso de extraccion por maceracion durante una
semana. Se utilizdé etanol absoluto en una proporcion 1:10 (material vegetal
molido:disolvente). El procedimiento se realizd por triplicado empleando nuevo
disolvente. Posteriormente, se filtr6 y el disolvente se removié con un

rotoevaporador (Heidolph VV 2000, Germany).

7.6 Validacion del meétodo analitico para la deteccion vy

cuantificacion de afinina en el extracto

La validacién del método analitico utilizado para cuantificar afinina en el extracto,
asi como determinar la capacidad de carga, liberacion y estabilidad de la afinina
contenida en el sistema autoemulsificable, se llevé a cabo con base en los
criterios establecidos por la Guia de Validacion de Métodos Analiticos editada
por el Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bi6logos de México, A. C.
Las formulas empleadas en todos los casos se recogen en el Anexo 2. (CNQFB,
2012).

59



7.6.1 Validacién del sistema de anéalisis

7.6.1.1 Precision

Para evaluar la precision del sistema se analizaron 6 réplicas de una misma
solucion de afinina (45 ug/mL). Posteriormente se obtuvieron las éreas de los
picos, el promedio (y), la desviacion estandar (S) y fue calculado el coeficiente

de variacion (CV).

Criterios de aceptacion:

CV < 1.5% para métodos fisico-quimicos
CV £ 3% para métodos bioldgicos

7.6.1.2 Adecuabilidad

Este parametro se utiliza para verificar el funcionamiento del sistema con base
en criterios preestablecidos. Se inyectdé por quintuplicado la solucién de
adecuabilidad, la cual se preparé pesando 2 mg del extracto y colocandola en la
estufa a 40 °C durante 7 dias, pasado ese tiempo se preparé una solucion a una
concentracion de 45 ug/ml (punto intermedio de la curva de calibracion). Con el
area bajo la curva de las 5 inyecciones se calculé el CV y para cada inyeccion
se determiné el factor capacidad (K’), la resolucion (R), factor de coleo (T),

namero de platos teéricos (N).

Criterios de aceptacion:

CV < 2% para respuesta analitica.

Para cada inyeccion, se recomienda: K'>2; R>2; T<2; N>2000
7.6.1.3 Linealidad

Para evaluar la linealidad del sistema se construyé una curva de calibracién con
6 concentraciones diferentes del estandar (afinina), 15, 30, 45, 60, 75, 90 ug/mL,
de la cual se realizaron 6 réplicas realizando diluciones independientes para

cada curva. Posteriormente se promediaron las 6 réplicas y se construyo el
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grafico de regresion lineal a partir del cual se determind la ordenada al origen
(bo), la pendiente de la recta (b1), el coeficiente de correlacion (r), el coeficiente

de determinacion (r?) y el intervalo de confianza para la pendiente (IC (B1)).
Criterios de aceptacion:

r2=0.98

IC (B1) no debe incluir el cero

7.6.2 Validacion del método de andlisis

7.6.2.1 Exactitud y repetibilidad

Se prepararon 6 muestras adicionadas del analito, dentro de la curva de
calibracion 15, 20, 25, 30, 45 y 50 ug/mL. Para ello a una solucion del extracto
se le adicionaron las 6 concentraciones del analito (afinina) antes mencionadas
y se obtuvieron: el &rea bajo la curva del extracto y 6 areas de los puntos con el
analito adicionado; luego se calcul6 la diferencia de areas para saber cuanto
analito se recuper6 (al area bajo la curva del extracto mas el analito se le rest6
el area bajo la curva del extracto solo). Se construy6é un gréafico de cantidad
adicionada vs cantidad recuperada, se calcul6 el porcentaje de recobro y de este
se determino el CV y el IC(p).

Criterio de aceptacion:

IC (u) debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del % de recobro se

incluya en el intervalo: 98-102% método cromatografico
CV del porcentaje de recobro < 2% en método cromatogréafico
7.6.2.2 Linealidad

Para evaluar la linealidad del método, se prepararon 3 concentraciones
diferentes del analito que se afiadieron a una solucion del extracto (se le
determind el area bajo la curva a dicha solucion del extracto). Se seleccionaron
3 niveles, uno superior, medio e inferior: 15, 30 y 45 ug/mL; cada nivel se evallto
por triplicado. Posteriormente, al area bajo la curva del extracto mas el analito se

le restd el area bajo la curva del extracto solo y se construyo un grafico de

61



cantidad adicionada vs cantidad recuperada. Seguidamente se calculé r?, IC (By),

IC (Bo), el porcentaje de recobro y de éste se determind CV y el IC (u).
Criterio de aceptacion:

Cantidad adicionada vs cantidad recuperada

r’>0.98

IC (B1) debe incluir la unidad

IC (Bo) debe incluir el cero

CVyix del porcentaje de recobro < 2% en método es cromatografico

IC (M) debe incluir el 100% o el promedio aritmético del % de recobro se incluya
en el intervalo: 98-102% método cromatogréfico

CV del porcentaje de recobro < 2% en método cromatografico
7.6.2.3 Precision intermedia

Con una muestra del analito (60 pug/mL) se realizaron 3 inyecciones por dos
analistas diferentes en dos dias distintos. Teniendo en total 12 resultados, de los

cuales se determino su CV.
Criterios de aceptacion:
CV < 2% para métodos cromatograficos
7.6.2.4 Estabilidad analitica de la muestra

Para evaluar la estabilidad de la muestra, se registraron las areas bajo la curva
obtenidas de la muestra (extracto etandlico 2 mg/mL), que fue sometida a

diferentes condiciones de almacenamiento, las cuales se enlistan a continuacion:

+» Con luz a temperatura ambiente

% Sin luz a temperatura ambiente

% pH alcalino (NaOH) a temperatura ambiente
% pH acido (HCI) a temperatura ambiente

% En la estufa a 40 °C
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Las mediciones se realizaron por triplicado para cada condicion de almacenaje
y fueron comparadas con una solucion de referencia recientemente preparada.
Las evaluaciones se realizaron en el tiempo 0, 24 horas, 48 horas y 7 dias

después de su almacenamiento.
Criterios de aceptacion:
|di] = 2% para métodos cromatograficos
7.6.2.5 Limite de deteccion (LD)

El LD se calcul6 con base en la curva de calibracion y la desviacion estandar de
regresion. Para ello se prepararon 3 concentraciones diferentes de la sustancia
de interés (afinina), por medio de dilucion (15, 30, 45 pug/mL). Con las areas bajo
la curva se calcul6: bs, r?, Syx, IC (B1) y con estos datos se calculé el limite de

deteccion.

Criterios de aceptacion:
r2>0.98

IC (B1), no debe incluir el cero.

7.6.2.6 Limite de cuantificacion (LC)

El LC se calculo con base en la curva de calibracion en la desviacion estandar
de regresién. Para ello se prepararon 3 concentraciones diferentes del estandar
de analito (15, 30y 45 ug/mL). Estas se evaluaron por triplicado y de cada punto,
se registraron las areas bajo la curva para luego calcular bz, r?, Syx, IC (B1) y con

estos datos se calculé el limite de cuantificacion.
Criterios de aceptacion:
r2>0.98

IC (B1), no debe incluir el cero.
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7.7 Cuantificacion de afinina en el extracto etanélico de laraiz de H.

longipes

La cuantificacion de la afinina se llevé a cabo en un HPLC Waters® 600E, con
detector de arreglo de diodos (Waters® 2998), con una columna ZORBAX®
ECLIPSE XDB-C8 (4.5 x 150 mm, tamafio de particula de 5 um y tamafio de poro
de 120 A); se empledé un sistema isocratico, con una fase movil de
acetonitrilo:acido acético al 1% en agua, en proporcion 1:1, con un flujo de 1
mL/min. El volumen de inyeccion fue de 20 pL y el tiempo del analisis de 9

minutos.

Para la determinacion del contenido de afinina se obtuvo una curva de
calibracion utilizando un estandar de afinina en un intervalo de 15 a 90 pug/mL
(15, 30, 45, 60 y 90 pg/mL).

Para la preparacion de la muestra se tomaron 2 mg del extracto etandlico, se
solubilizaron en 1 mL de etanol absoluto grado HPLC, se sonicé durante 15
minutos y se filtré a través de membranas de nylon de tamafio de poro 0.45 pm.
Posteriormente se tomo una alicuota de 100 pL y se completé a 1 mL con fase

movil. La muestra se inyectdé por triplicado.
7.8 Caracterizacion del extracto etandlico de laraiz de H. longipes

7.8.1 Propiedades organolépticas

Se describieron las propiedades organolépticas como color, olor y sabor del

extracto etandlico obtenido de las raiz de H. longipes.
7.8.1.1 Determinacién espectrofotométrica del color

Los indicadores espectrofotométricos de color del extracto etandlico de la raiz de
H. longipes se determinaron como criterio de control de calidad utilizando un
espectrofotometro portéatil (Konica Minolta® CM-600d, Japon), iluminante D65,
angulo de vision de 10°, y se utilizé el espacio de color CIE L*a*b*. Este método
es ampliamente utilizado en la caracterizacion del color de objetos, porque
correlaciona valores numéricos de color con la percepcion visual humana. Se

obtuvieron los valores de L*(luminosidad, O=negro, 100=blanco), Hue h° vy
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C*(croma o saturacion). Las muestras se analizaron por triplicado y se calcul¢ el

error estandar de la media (SEM, por sus siglas en inglés).

7.8.2 Miscibilidad acuosa a dos temperaturas: 25°y 37°C

7.8.2.1 Prueba preliminar

Miscibilidad es la propiedad que tienen dos sustancias de mezclarse
completamente (independientemente de las proporciones de cada componente)
y formar una solucibn homogénea. Para la realizacion de esta prueba,
aproximadamente 0.1 g de la muestra (extracto etandlico) contenida en un frasco
de medicién de 10 mL, se mezcld6 con volumenes crecientes de agua a
temperatura ambiente. Después de cada adicion de agua, la mezcla se agito
durante 10 minutos y se comprobd visualmente la presencia o ausencia de partes
no disueltas de la muestra (OECD, 1995).

Después de la adicion de 10 mL de agua, la muestra de extracto etandlico o
partes de ella permanecieron sin disolver, por lo que el experimento se continué
en un frasco medidor de 100 mL. La solubilidad expresada en forma aproximada
se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Solubilidad aproximada en agua*

mL de agua
por 0.1g 0.1 0.5 1 2 10 100 | >100
soluble

Solubilidad

aproximada

L >1000 | 1000 2200 | 100a 200 | 100a50 | 50a10 | 10a1 <1
eng

* OECD, 1995b

De acuerdo con la guia de la OECD, si el resultado es una baja solubilidad, puede
ser necesario un tiempo prolongado para disolver una sustancia y debe dejarse
en disolucion al menos 24 horas. Si después de 24 horas la sustancia sigue sin

disolverse, se debe dejar mas tiempo, hasta 96 horas (OECD, 1995).
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7.8.2.2 Método del matraz

Con este método se estimo la cantidad de sustancia problema (afinina contenida
en el extracto etandlico de la raiz de H. longipes) necesaria para saturar el
volumen de agua estimado con la prueba preliminar. Para realizar esta prueba
se tomaron 50 mg del extracto y se agregaron a 100 mL de agua destilada en un
recipiente con tapa. Posteriormente, se mantuvieron en agitacion y temperatura
controlada durante 24 horas. A continuacion, se tomo y filtr6, con membrana de
0.45 uym, 1 mL de la muestra y se determiné la concentracion de afinina por
HPLC; después de 48 h, se repitio el procedimiento. Este ensayo se realizé por
triplicado para cada temperatura de andlisis (25°C y 37°C). De acuerdo con el
meétodo, si las concentraciones medidas no difieren mas del 15 %, la prueba es
satisfactoria. Si los resultados de los recipientes 1, 2 y 3 muestran una tendencia
de valores crecientes, toda la prueba debe ser repetida utilizando tiempos de
equilibrado mas largos (OECD, 1995).

7.8.3 Analisis microbiolégicos

Para el andlisis microbioldgico se enviaron 5 g del extracto etandlico obtenido de
la raiz de H. longipes a la Unidad de Servicios Clinicos y Diagndstico Molecular
de la Facultad de Quimica de la Universidad Autbnoma de Querétaro. Se
realizaron las pruebas consideradas en la Farmacopea Herbolaria de los
Estados Unidos Mexicanos (FHEUM 3.0): bacterias aerobias mesdfilas, hongos,
levaduras, Escherichia coli y Salmonella spp. Los resultados se analizaron de
acuerdo a los limites establecidos en la farmacopea mexicana para material
vegetal o productos que contengan extractos con o sin aditivos y materiales para
uso interno (FHEUM, 2022).

Las determinaciones se realizaron de acuerdo a las Normas Oficiales Mexicanas
(NOM), NOM-092-SSA1-1994, Bienes y servicios, Método para el conteo de
bacterias aerobias en placas (NOM-092-SSA1-1994, 1995), NOM-111-SSA1-
1994, Bienes y servicios, Método para el conteo de mohos y levaduras en
alimentos (NOM-111-SSA1-1994, 1995), NOM-210-SSA1-2014, Productos y

servicios, Métodos de ensayo microbiolégicos, Determinacion de
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microorganismos indicadores, Determinacion de microorganismos patdégenos
(NOM-210-SSA1-2014, 2015).

7.8.4 Iindice de refraccion

El indice de refraccion (IR) del extracto etandlico de la raiz de H. longipes se
determind disolviendo 400 mg de extracto en 1 mL de etanol absoluto y
posteriormente se midié con un refractometro digital (HI96801, instrumentos
HANNA®) a 25°C; la calibracién se realizé con agua destilada, la muestra se
midié por triplicado y se calcul6 el SEM (Laothaweerungsawat et al., 2020).

7.9 Obtencion de un sistema microemulsificable lipidico éptimo

utilizando diagramas de fase pseudoternarios

Se realizaron analisis de solubilidad acuosa y en diferentes excipientes, del
extracto etandlico de la raiz de H. longipes. Se propusieron cuatro sistemas
diferentes compuestos por tres excipientes (Tabla 3), siguiendo los resultados
obtenidos por Morales Florido (Morales Florido, 2018). Posteriormente, se
prepararon diez formulaciones para cada sistema (Tabla 4) para construir
diagramas de fase pseudoternarios. Se evalué la capacidad de cada sistema
para disolver el extracto observando la ausencia de sedimento, turbidez u

opalescencia.

Tabla 3. Propuestas de sistemas lipidicos.

Sistema Excipiente 1 Excipiente 2 Excipiente 3
A Transcutol® HP Labrasol® Labrafil®
B Transcutol® HP Tween® 80 Labrafil®
c Transcutol® HP Propilenglicol(PG) Tween® 80
D Transcutol® HP Tween® 80/PG (1:1) Labrasol®
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Tabla 4. Composicién de los sistemas lipidicos A, B, Cy D.

Formulacion Excipiente 2 Excipiente 3 Excipiente 4
1 0.80 0.10 0.10
2 0.65 0.25 0.10
3 0.65 0.10 0.25
4 0.50 0.35 0.15
5 0.50 0.25 0.25
6 0.50 0.15 0.35
7 0.25 0.50 0.25
8 0.25 0.25 0.50
9 0.10 0.80 0.10
10 0.10 0.10 0.80

A continuacién, se afladié agua a cada una de las formulaciones propuestas y
se observaron visualmente los sistemas resultantes. La presencia de un liquido

transparente como resultado del mezclado, era indicativo de una microemulsion.

7.9.1 Seleccidn del sistema autoemulsificable éptimo

Para la obtencion del sistema autoemulsificable (SEDDS) éptimo que contiene
el extracto etandlico de la raiz de H. longipes (HL-SMEDDS), se realizé un disefio
simplex reticular aumentado, utilizando el sistema que cumpli6 con las
propiedades fisicas Optimas en cuanto a apariencia, tamafio de particula y

capacidad solubilizante del extracto.
7.10 Caracterizacion del sistema microemulsificable lipidico
optimo
7.10.1 Propiedades organolépticas

Se describieron las propiedades organolépticas de la formulacion desarrollada,
como color, olor y sabor; cambios en estas propiedades pueden indicar
inestabilidad. La determinacién de color se realiz6 siguiendo la metodologia

descrita en la seccién 7.8.1.1
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7.10.2 Determinacion del tamafo de particula y el indice de

polidispersidad

El tamafio medio de la gota y el correspondiente indice de polidispersidad (IPD)
se determinaron a 25 °C mediante dispersién dinamica de la luz usando un
Litesizer® 500 (Anton Paar® Instruments, México). Las muestras se analizaron
por triplicado, los datos se reportaron usando el software DTS® (nhano) y los
resultados se reportaron como la media y SEM de al menos diez mediciones en

cada muestra.

7.10.3 Determinacién del potencial zeta

Para la medicion del potencial Z a 25 °C se utilizé un Zetameter Zetaprobe® 300
(Malvern® Panalytical, Ltd., México). Las muestras se analizaron por triplicado.
Los resultados se expresaron como media y SEM de al menos diez mediciones

de la muestra.

7.10.4 Determinacion de la morfologia

La morfologia de los sistemas microemulsificables obtenidos se observo
utilizando un Microscopio Electronico de Barrido (Hitachi®, modelo SU8230,
emision de campo de céatodo frio), con modo STEM y voltaje de aceleracién de
30 kV y W.D 8 mm. La muestra se preparé en una rejilla de cobre para TEM. Se
diluy¢ el sistema (50 uL, 7 mg/mL) en agua (dilucién 1:20) y se colocé una gota

de muestra en la rejilla de cobre.

7.10.5 Determinacion de la transmitancia

La transmitancia se determiné utilizando un espectrofotometro UV/VIS (Modelo:
VE-5100UV, Empresa Cientifica Vela Quin S.A. de C.V.), las mediciones se

realizaron por triplicado a 650 nm y se calculé el SEM.
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7.10.6 Determinacion del indice de refraccién

El indice de refraccion se determind usando un refractometro digital (HANNA®
HI96801, Instruments) a 25°C. La calibracibn a cero se realiz6 con agua

destilada. La muestra se midié por triplicado y se calculé el SEM.

7.10.7 Determinacion del pH

El pH se determind utilizando un medidor de pH (Navi® pH meter F-51,
HORIBA®, Ltd., Kyoto, Japén). El electrodo del medidor de pH se sumergié en
la muestra y se registro el pH después de alcanzar el equilibrio. Las muestras se
analizaron por triplicado y se calculé el SEM.

7.11 Estabilidad fisicay quimica a diferentes valores de pH

Para determinar la estabilidad fisica del HL-SMEDDS se prepararon dos medios
que simularian el paso de este por el Tracto Gastrointestinal (TGI). Para ello se
obtuvo una solucién de HCI 0.1 N, partiendo de 8.5 mL de acido clorhidrico
fumante al 37 % y se completo el volumen a 1 L con agua desionizada, por ultimo
se ajustd el pH a 1. Para la obtencion del medio intestinal simulado se disolvieron
6.8 g de fosfato monobasico de potasio en 250 mL de agua desionizada, luego
se le afladieron 77 mL de hidroxido de sodio 0.2 N y se completd el volumen con
agua desionizada hasta 1 L. Posteriormente se ajusté el pH a 6.8 con hidréxido

de sodio.

Para realizar el ensayo se tomaron 3 mL del HL-SMEDDS vy se vertieron en 30
mL de la solucion, se agitaron a 200 rpm, manteniendo una temperatura de 25
°C constante. Las muestras se tomaron a los tiempos 0, 0.5, 1, 2, y 4 horas, se
filtraron y se cuantificé el contenido de afinina por HPLC. Paralelamente se midio
el tamafo de particulas en cada uno de los tiempos usando un Litesizer 500®
(Anton Paar Instruments, Austria) (Morales Florido, 2018).

7.12 Estudios de estabilidad acelerada del HL-SMEDDS

Al considerarse el extracto estandarizado un simil de un farmaco para registro
sanitario nuevo, para este ensayo se seleccionaron las condiciones establecidas
en la NOM-073-SSA1-2015 (vigente) Estabilidad de farmacos y medicamentos,
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asi como de remedios herbolarios, para un farmaco nuevo (NOM-073-SSA1,
2015). El estudio se desarroll6 por 6 meses a una temperatura de 40 °C £ 2 °C/
75 % = 5 % humedad relativa (HR). Las mediciones se realizaronalos 0, 3y 6
meses. Los parametros que se evaluaron fueron: Color, olor, pH, pérdida de
peso, identidad inicial y final (NOM-073-SSA1, 2015).

7.13 Evaluacién de lacinética de liberacién

Para este estudio se tomaron 3 mL del HL-SMEDDS y 3 mL de extracto etandlico
solubilizado en carboximetilcelulosa al 1% y se vertieron dentro de bolsas hechas
con membrana de dialisis de celulosa SpectraPor® de 12 a 14 kDa, las cuales
fueron selladas por ambos lados y amarradas al vastago de un disolutor (Hanson
Research® SR8 Plus, Dissolution test station), el cual se mantuvo a 37°C, con

una agitacién de 50 rpm (Morales Florido, 2018).

A los vasos del disolutor se les afiadieron 500 mL de medio acido o intestinal
simulado, luego de montado el sistema se tomaron muestras de 3 mL sin
reposicién de medio a los tiempos 5 min, 10 min, 15 min, 30 min, 1, 2, 3,4y 8
horas, las cuales fueron cuantificadas por HPLC, con el método establecido

anteriormente para la cuantificacion de afinina.

7.14 Determinacién del efecto antihipertensivo del HL-SMEDDS

Para la determinacion del efecto antihipertensivo del HL-SMEDDS se administro,
a ratas Wistar macho adultas (250—-300 g), N-nitro-L-arginina metiléster (L-
NAME) en dosis de 30 mg/kg de peso corporal/dia, durante cuatro semanas. Lo
anterior, para la induccién de la hipertension arterial. Con relacion a los
tratamientos antihipertensivos empleados, en todos los casos se administraron
en los ultimos 4 dias del estudio. La administracion se realizé via intragastrica
utilizando una sonda. Los animales empleados se dividieron en 4 grupos, con 6

animales en cada uno (n = 6):

1. El control negativo recibié L-NAME y agua.
2. El control positivo recibi6 L-NAME y captopril (100 mg/kg de peso

corporal/dia). El captopril se diluy6é en agua para su administracion.
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3. El grupo tratado recibié L-NAME y extracto etandlico de la raiz de H.
longipes (150 mg/kg de peso corporal/dia). El extracto etandlico se diluyo
en solucién acuosa de carboximetilcelulosa (CMC) al 1 %.

4. EIl grupo tratado recibié L-NAME y el HL-SMEDDS (150 mg/kg de peso

corporal/dia).

Para la medicién de la presion arterial sistolica se utilizé el método de manguito
de cola con un escaner calefactor LE 5650/6 (Panlab®, Barcelona, Espafia)
acoplado al detector automatico de presion arterial LE 5007 (Letica®, Barcelona,
Espafa). Se realizaron determinaciones semanalmente y se utilizé el valor medio
de al menos cinco lecturas consecutivas para los célculos (Belmokhtar et al.,
2009; Luna-Vazquez et al., 2013).

7.15 Efecto de la administracién oral a largo plazo del HL-SMEDDS

sobre la reactividad vascular: experimentos ex vivo

Al final del experimento descrito en el subindice 7.14, se aislaron las aortas
toracicas de los grupos control y del grupo tratado con el HL-SMEDDS, para
determinar el efecto del tratamiento sobre la reactividad vascular usando el
ensayo de aorta aislada de rata. Después del equilibrio, los anillos adrticos se
contrajeron con 1 uM de fenilefrina. Cuando se alcanzo la contraccion constante,
se prob6 la respuesta a concentraciones crecientes de carbacol (CCh) (10™° a
10™* M). La relajacion se expresdé como porcentaje de la contraccion maxima

inducida por fenilefrina (Luna-Vazquez et al., 2013).

7.16 Prueba preliminar con capsulas cargadas con el HL-SMEDDS

Para llevar a cabo esta prueba, se cargaron 2 capsulas de gelatina dura con el
HL-SMEDDS y se mantuvieron durante 45 dias a temperatura ambiente,
posteriormente se comprobo su estado fisico. Ademas, se observé visualmente
si existia la presencia de turbidez, precipitados o separacion de fases del HL-

SMEDDS cargado en las capsulas y se determiné su color, IR y tamafio de gota.

7.17 Anaélisis estadistico

Los resultados obtenidos se expresaron como valores medios + SEM de n = 6

experimentos. Los datos fueron analizados mediante una prueba de ANOVA de
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una via para comparar los tratamientos y las diferencias entre los grupos fueron
evaluadas mediante la prueba de Tukey. Las diferencias entre las medias se
consideraron significativas cuando p <0.05. El analisis de los datos y las curvas

dosis-respuesta se realizaron con el programa GraphPrism® 9.0.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Validacion del método analitico

Los resultados de la validacién del sistema y del método analitico indicaron que,

tanto el sistema analitico como el método de cuantificacion de afinina, cumplieron

los criterios establecidos en la Guia de Validacion de Métodos Analiticos
(CNQFB, 2012). (Tabla 5).

Tabla 5. Parametros evaluados para la validacion del método analitico por HPLC utilizado en la

cuantificacion de afinina.

Parametro

Resultados

Criterios de aceptaciéon*

Precision del sistema

CVv=12%

CV £1.5%

Adecuabilidad del

CV=08%;K=45R=32,T

CV <£2%, K>2; R>2; T<2;

repetibilidad del

método

IC(u) = 99.7-103.6 %

Promedio de recobro = 101.7 %

sistema =0.9; N=6529 N>2000 (cada inyeccion)
Linealidad del r?=0.99 122 0.98, IC(B1), no debe incluir
sistema IC(B1) = 128382-141873 el cero
CV del porcentaje de recobro <
_ cV=13% 2%
Exactitud y

IC(u) debe incluir el 100% o que
el promedio aritmético del % de
recobro se incluya en el
intervalo: 98-102%

Linealidad del método

r2=0.99, IC(B) = 0.7-1.2 %

|C(BO) =-5.7-109 %, CVyx=1.4
%

r2 > 0.98, IC(B1) debe incluir la
unidad, IC(Bo) debe incluir el
cero, CVyx del porcentaje de

recobro < 2%

Precisién intermedia

del método

CVv=12%

CV<=2%

Limites de deteccion

y cuantificacion

LD=1.8,LC=5.3

IC(B1) = 177366-91883, 12 = 0.99

r2>0.98

IC(B1) no debe incluir la unidad

* CNQFB, 2012
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La validacion del método analitico es un elemento fundamental en los sistemas
de calidad ya que proporciona evidencia de que los laboratorios de ensayo
cumplen con los requisitos para una determinada determinacion analitica, lo que
garantiza la calidad, confiabilidad, reproducibilidad y seguridad de los resultados
(Raposo & Ibelli-Bianco, 2020).

8.2 Cuantificacién de afinina

El método previamente validado se utilizo para la cuantificacion de afinina en el
extracto etandlico de la raiz de H. longipes. Se obtuvo una curva de calibraciéon
utilizando 6 concentraciones del estandar de afinina, con r> > 0.98, que se

muestra en la Figura 3.

y = 143205x - 127156
r2=0.9997

14000000
12000000
10000000

8000000

6000000
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2000000

0
0 20 40 60 80 100

Concentracion (pug/mL)

Figura 3 Curva de calibracién obtenida para la cuantificacion de afinina en el extracto etandlico

de la raiz de H. longipes.

Un extracto cuantificado en base a un marcador quimico es necesario para el
desarrollo de un medicamento herbolario ya que permite expresar la cantidad de
principio activo responsable del efecto terapéutico (OMS, 2000). El lote de
extracto etandlico de la raiz de H. longipes utilizado en este estudio tenia un
contenido de afinina promedio de 342 + 0.3 pg/mg de extracto. Cabe mencionar
gue este resultado puede variar dependiendo del material vegetal utilizado para
la obtencion del extracto, debido a diversos factores, como la época y zona de
cosecha, asi como el estado de crecimiento y madurez de la planta (Yanqun et
al., 2020; Mahajan et al., 2020).
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8.3 Caracterizacion del extracto etandlico cuantificado

El extracto etandlico de la raiz de H. longipes exhibié un indice de refraccion de
1.409 + 0.002 y un olor aromatico. El color del extracto, evaluado mediante el
espacio de color CIE L*a*b, tuvo valores de L* = 25.31 (baja luminosidad), Hue
h° = 37.06° (area de color rojo anaranjado) y croma C* = 4.20 (baja intensidad o
saturacion). Ademas, su consistencia era viscosa, su sabor intenso y
desagradable, y producia una sensacion de hormigueo que duraba varios

minutos.

En cuanto a la prueba de miscibilidad, encontramos que el sistema alcanzo el
equilibrio a las 48 horas, ya que la concentracién de afinina no vari6 mas del
15%, en ninguna de las dos temperaturas de prueba, de acuerdo a lo establecido
en la guia de la OECD (OECD, 1995), (Tabla 6).

Tabla 6. Miscibilidad acuosa del extracto etandlico obtenido de la raiz de H. longipes.

Hg de afinina/mg de Hg de afinina/mg de
Temperatura %
extracto, 24 h extracto, 48 h
25°C 829+1 7653 5.9
37°C 7702 80.6 +2 3.7

Se solubilizaron en agua aproximadamente 80 ug de afinina/mg de extracto, lo
que representa un 23% de afinina disuelta, considerando los resultados
obtenidos al cuantificar este compuesto en el extracto (342 pg de afinina/mg de
extracto). La baja solubilidad acuosa de la afinina, nuestro marcador quimico,

evidencio la necesidad de aplicar nuevas técnicas de solubilizacién.

En cuanto a la calidad microbioldgica, los productos farmacéuticos se pueden
dividir en estériles y no estériles. Los medicamentos no estériles deben cumplir
los criterios de pureza microbioldgica incluidos en las monografias de la
farmacopea. La evaluacion de la contaminaciéon microbiana es relevante ya que
la presencia de microorganismos puede reducir el efecto terapéutico y puede
causar infecciones en los consumidores. Las principales fuentes de

contaminacion microbiana son el agua de riego, las heces humanas, el aire de
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ventilacion entrante, la maquinaria y otros equipos de produccién. Las plantas
medicinales utilizadas como materia prima suelen tener una gran cantidad de
bacterias aerobias, anaerobias y hongos filamentosos del suelo. Los
microorganismos mas comunes que se encuentran en los productos
farmacéuticos son: Klebsiella spp, Escherichia coli, Salmonella spp y
Pseudomonas aeruginosa, entre otros (Eissa, 2017; FHEUM, 2022; Myemba,
Bwire, & Sangeda, 2022). Por ello, en este trabajo se realiz6 un analisis
microbiolégico del extracto etandlico de la raiz de H. longipes. Los resultados
obtenidos estuvieron dentro de los limites establecidos en el FHEUM 3.0 para
material vegetal o productos que contengan extractos con o sin aditivos y

materiales para uso interno (Tabla 7).

Tabla 7. Resultados del analisis microbioldgico del extracto etandlico obtenido de la raiz de H.

longipes.
Extracto Criterios de Aceptacion **
etandlico
; ; s Material vegetal o productos
Microorganismos | cuantificado ) ot Materiales de uso
. ue contienen extractos con
delaraizde | 9 nen ex interno
H. longipes o sin aditivos
Bacterias aerobias <10 UFC/g Maximo 5x1° UFC/g Méaximo 15 UFC/g
Hongos <10 UFC/g Méaximo 5x1* UFC/g Méaximo 13 UFC/g
Levaduras <10 UFC/g Méaximo 5x1* UFC/g Méaximo 13 UFC/g
Escherichia coli <3 NMP/g * Ninguna Ninguna
Salmonella (1 g) Ninguna Ninguna Ninguna

* MPN: Most probable Number ** FHEUM 3.0, 2022
8.4 Obtencién del sistema auto-microemulsificable

Los cuatro sistemas (A, B, C, D) descritos en la seccion de metodologia se
prepararon utilizando las mezclas de excipientes que se muestran en la Tabla 4.
Los excipientes se mezclaron perfectamente en todas las formulaciones y no se
observo turbidez. Sin embargo, al agregar agua, A y B formaron emulsiones de

color blanco lechoso. Por lo que se continugé trabajando con C y D, que
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presentaban caracteristicas de microemulsiones (soluciones transparentes).
Esta posibilidad se confirmé al medir el tamafio de sus gotas, que estaba entre
50y 200 nm.

Durante el desarrollo de nuevas formulaciones para administracion oral, una de
las principales limitaciones de las formas liquidas es la viscosidad, debido a la
dificultad cuando pasan a través de la canula intragastrica. El sistema C poseia
una alta viscosidad, debido a su proporcion de Tween® 80, por lo que decidimos
seguir trabajando con el sistema D, que era una microemulsion de baja
viscosidad. La optimizacion de este sistema se realizO mediante un disefio
simplex reticular aumentado (Figura 4), seleccionando 10 nuevas formulaciones
(Tabla 8) cuyo tamafio de gota, en ausencia de extracto, estuvo entre 50 y 200
nm, corroborando asi que el sistema D daba lugar a una microemulsiéon al

mezclarse con agua.

Tabla 8. Formulaciones preparadas con los excipientes del sistema D obtenidos a partir de un

disefio simplex reticular aumentado.

Formulaciéon D Transcutol® Tween® Labrasol® Tamano de
80/PG(1:1) gota (nm)
1 0.60 0.10 0.30 69+25
2 0.57 0.12 0.31 78+4.4
3* 0.55 0.10 0.35 82+26
4 0.55 0.15 0.30 94 +£8.0
5 0.54 0.13 0.33 73+£45
6 0.52 0.12 0.36 76 £13.1
7 0.52 0.16 0.32 85+7.8
8 0.50 0.10 0.40 78+ 4.7
9 0.50 0.15 0.35 97 +5.6
10 0.50 0.20 0.30 94 +£9.0

*HL-SMEDDS: formulacion 6ptima
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Posteriormente, a cada una de las 10 formulaciones se les adicion6 30 mg del
extracto etanolico de la raiz de H. longipes cuantificado, considerando que en
estudios previos nuestro grupo de investigacion observo que esta cantidad del
extracto etanolico de la raiz de H. longipes, contiene la cantidad de marcador
guimico que permite obtener una dosis de 150 mg de afinina/kg de peso corporal
en ratas. Es importante mencionar que esta dosis de afinina provoca efectos
farmacoldgicos significativos cuando se administra por via intragéstrica. El
tamafio de particula se determiné mediante la adicibn de 700 pyL de agua,
simulando el volumen de lo que sucederia en el estbtmago de la rata,
considerando que los fluidos gastrointestinales son acuosos, habiendo
presentado dentro de todas las proporciones de los tres componentes que
consideré el disefio, valores de tamafio de gota por debajo de 100 nm (con

tamafo de gota < 100 nm pero a la vez > 50 nm) (Figura 5).

Transcutol
0.6

02 05 04

Tween80/PG(1.1) Labrasol

Figura 4. Disefo simplex reticular aumentado.
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Figura 5. Gréficos de contorno y superficie de las diez formulaciones del sistema D cargadas

con el extracto de la raiz de H. longipes.

La Figura 5 muestra los graficos de superficie de respuesta y de contorno en dos
y tres dimensiones correspondientes a las 10 formulaciones del sistema D
cargadas con 30 mg del extracto etandlico de la raiz de H. longipes. Estos
graficos permiten visualizar la relaciéon entre el tamafio de las gotas y las
proporciones de los excipientes utilizados; dicho de otra manera, muestran el
efecto de la mezcla de las proporciones utilizadas de cada uno de los 3
componentes sobre el tamafio de gota de la dispersion coloidal obtenida. En el
caso de este sistema lipidico, se observd que a medida que aumenta el
porcentaje de Transcutol® y Labrasol®, disminuye el tamafio de gota, de tal
forma que el uso de Transcutol® y Labrasol®, en porcentajes intermedios, y una
pequefia proporcion de Tween® 80/PG permite obtener gotas de menor tamafio.
(Pendltima region o area superior derecha del triAngulo o diagrama
pseudoternario de la Figura 5 y area inferior derecha del gréfico de superficie de

respuesta de la misma figura).

De las composiciones elaboradas que se encuentran en la regién citada, se
seleccion6 como Optima la formulacion compuesta por Transcutol®: 55%,
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Tween®80/PG: 10%, Labrasol®: 35% y 30 mg de extracto etandlico de la raiz
de H. longipes (HL-SMEDDS); habiéndose considerado como criterios
fundamentales: su baja viscosidad, la solubilidad (no saturacién) del extracto en
el sistema y su tamafo promedio de gota menor a 100 nm (82 + 2,6 nm). Lo cual
esta asociado a la factibilidad de su administracién por sonda gastroesofagica,
su menor potencial de precipitacion en medio acido y el reducido tamarfio de gota
gue favorece una mayor biodisponibilidad. Cabe mencionar que de acuerdo con
las proporciones antes mencionadas de los componentes, el sistema HL-
SMEDDS obtenido corresponde a un sistema IlIB de la clasificacion LBF de
Pouton (Pouton, 2006).

8.5 Caracterizacion del sistema automicroemulsificable (HL-
SMEDDS)

El pardmetro de color del sistema HL-SMEDDS obtenido utilizando el espacio de
color CIE L*a*b, proporciond valores de L* = 34.66 (baja luminosidad), Hue h° =
65° (area de color amarillo-rojo) y un croma C* = 19.11 (baja intensidad o
saturacion); lo cual permite tener valores de referencia Utiles para estandarizar
su obtencién. En cuanto a otras propiedades organolépticas, el HL-SMEDDS
retuvo el sabor original del extracto y la sensacién bucal de hormigueo con un
ligero sabor adicional a aceite. Su olor fue una mezcla del caracteristico del

extracto y de los excipientes.

El tamafio de gota del HL-SMEDDS fue de 82 + 0.88 nm con un valor bajo de
PDI de 0.25 + 0.57 y un potencial zeta de -1.27 + 0.018. Estos valores estan en
el intervalo descrito para los SMEDDS (Feeney et al., 2016; L. Wang et al., 2020).
En cuanto a la morfologia, la observacién por STEM del HL-SMEDDS (Figura 6)
muestra la presencia de gotas esféricas sin agregacion. Ademas, el tamafio de
gota del HL-SMEDDS obtenido de las imagenes STEM fue de aproximadamente

80 nm, valor similar al obtenido por el método de dispersién dinamica de la luz.
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M7-2 30.0kV 7.9mm x35.1k BFSTEM

Figura 6. Imagen STEM del HL-SMEDDS, después de diluir 20 veces con agua destilada
(dilucion 1:20).

El indice de refraccion del HL-SMEDDS fue de 1.441 + 0.0002, y al agregar agua
(700 pL) para formar la microemulsion, el indice de refraccidén fue de 1.403 £
0.002. El pH del HL-SMEDDS fue de 6.9 £ 0.02 y su transmitancia fue de 80 *
0.25 %. Todos estos parametros y sus valores resultan Utiles como referencia
para establecer especificaciones de calidad para la obtencion sistematizada de
futuros lotes del HL-SMEDDS.

8.6 Estabilidad a diferentes valores de pH

La caracterizacion de la estabilidad quimica y fisica de SMEDDS y SNEDDS es
importante, especialmente cuando se administran por via oral (Dokania & Joshi,
2015; L. Wang et al., 2020). Por lo tanto, fue relevante verificar la estabilidad del
sistema HL-SMEDDS en diferentes condiciones de pHs, en particular aquellos
que permiten estimar lo que le puede ocurrir en su paso por el tracto
gastrointestinal. De tal forma, se determind tanto la estabilidad quimica del
principio activo (afinina) como el tamafio de gota al entrar en contacto con medios

acuosos a dos valores de pH (Chaudhari & Akamanchi, 2019).

Para llevar a cabo las determinaciones de estabilidad, el HL-SMEDDS se diluyo
en fluidos que simulaban el transito gastrico (solucion de HCI de pH 1) e
intestinales (solucion de NaOH de pH 6.8) y se tomaron muestras de su mezcla

en ambas soluciones en diferentes momentos. Como se muestra en la Figura

82



7A, el pH no tuvo un efecto significativo sobre la concentracion de afinina

(principio activo y marcador quimico) a lo largo del tiempo, lo que demuestra la

estabilidad quimica de este compuesto a las dos condiciones de pH.

>

ug de afinina/mg de extracto

B

Tamafo de la gota (nm)

W
W
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w
N
T
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—&— Solucion bésica pH 6.8
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Figura 7. (A) Concentracion de afinina en el extracto etandlico de la raiz de H. longipes (B)

Tamano de gota del HL-SMEDDS. Ambos (A y B), en dos soluciones a diferentes valores de

pH a lo largo del tiempo, a temperatura constante de 25°C y agitacion a 200 rpm. Dato

expresados como media + SEM (n = 3).

Como se muestra en la Figura 7B, los valores de tamafio de gota del HL-

SMEDDS aumentaron a medida que pasaba el tiempo en ambos medios

gastrointestinales simulados. Este comportamiento de inestabilidad fisica podria
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atribuirse al fenémeno de maduracion de Ostwald, que se explica mejor a través
de la ecuacion de Laplace, donde la presion interna de las gotas diminutas difiere
de la presion del liquido circundante en una magnitud que es directamente
proporcional a la (mayor) tensién interfacial de la gota e inversamente
proporcional a su (menor) radio. En consecuencia, cuando dos gotas de aceite
de diferente tamafio entran en contacto en emulsiones, micro o nanoemulsiones,
las gotas més grandes "devoran” a las gotas méas pequefias (el fluido se mueve
de mayor a menor presion) (Liu & Hu, 2019; Park et al., 2020).

Es importante mencionar que de acuerdo con estos resultados, el tamafio de
gota del sistema lipidico no superé los 160 nm durante las 4 horas que duro la
prueba de estabilidad. Esto significa que durante este periodo de tiempo, el

sistema permanecié como una microemulsion.

En un estudio publicado con anterioridad al presente, los autores determinaron
los parametros farmacocinéticos de la afinina en ratas y su vida media calculada
fue de 1.13 horas. Ademas, se encontr6 que 4 horas después de la
administracion oral de este compuesto, mas del 70% de la dosis administrada
habia sido eliminada del suero, y luego de 6 horas no se encontré concentracion
de afinina (Veryser et al.,, 2016). Por tanto, es muy probable que la mayor
absorcion de afinina se produzca en un periodo de tiempo inferior a 4 horas,
periodo de tiempo en el que el sistema HL-SMEDS permanece como una
microemulsion en los dos fluidos (pH 1 y 6.8). Por lo tanto, el hecho de que el
tamafo de gota del HL-SMEDDS aumente en una escala de tamafio menor a
200 nm en funcion del tiempo (durante 4 horas), no afectara la biodisponibilidad
del activo principal (afinina) contenido en el extracto etandlico de la raiz de H.

longipes, estandarizado como el HL-SMEDDS.

El aumento en el tamafio de gota del HL-SMEDDS en funcién del tiempo podria

estar relacionado con el valor del potencial zeta -1.27 + 0.018 del sistema.

8.7 Estudio de estabilidad acelerada

Los estudios de estabilidad acelerada se disefian bajo condiciones extremas de

almacenamiento para aumentar la tasa de degradacién quimica, bioldgica o los
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cambios fisicos del farmaco, medicamento o remedio herbolario, segun el caso
evaluado. De acuerdo con la NOM-073-SSA1, 2015 vigente en México, los
estudios de estabilidad de farmacos, medicamentos y remedios herbolarios
representan la evidencia cientifica que respalda su periodo de vida util. En
México, la Zona Climatica reconocida para realizar estos estudios de estabilidad
es la Zona Climatica Il (subtropical, con posible alta humedad), segun la
clasificacion de la Organizacion Mundial de la Salud indicada en el punto 12.23
de esta Norma (NOM-073-SSA1, 2015a).

Por lo anterior en este trabajo para los ensayos de estabilidad se mantuvo la
temperatura de exposicion de la muestra del HL-SMEDDS a 40°C + 2°C y una
humedad relativa de 75% + 5%. Los resultados obtenidos de este andlisis (Tabla
9) mostraron que las tres réplicas del HL-SMEDDS se mantuvieron estables
durante todo el tiempo que duré la prueba. La concentracion de afinina no vario,
y la pérdida de peso no superé el 5%, a pesar de que el HL-SMEDDS no se
encontraba en el envase final, como sugiere la NOM. Ni el color ni el olor del HL-
SMEDDS cambiaron y el pH permanecio estable. Especificamente, el color del
HL-SMEDDS tuvo valores de L* = 37.39 (baja luminosidad), Hue h° = 74.19°
(area de color amarillo-rojo) y croma C* = 23.75 (baja intensidad o saturacion).
Evidentemente, es necesario realizar estudios de estabilidad a largo plazo del
HL-SMEDDS, considerando su forma de dosificacién y envase final, con el objeto

de determinar su fecha de caducidad.

Tabla 9. Medidas de estabilidad del HL-SMEDDS.

. o Cuantificacion
Tiempo Pérdida de o
Color Olor pH (ug afinina/mg de
(meses) peso (%)
extracto)
Area de color amarillo- _
0 ] Aromatico | 6.9+ 1 - 2543 +2
rojo
Area de color amarillo- ]
3 ] Aromatico | 7.0+ 2 0 2555+ 2
rojo
Area de color amarillo- )
6 ) Aromatico | 6.9+0 2.1 2546 +3
rojo
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8.8 Cinéticade liberacion de afinina

En la Figura 8 se muestra el perfil de liberacion de la afinina contenida en el HL-
SMEDDS y en el extracto etandlico de la raiz de H. longipes en medios acuosos
con diferentes valores de pHs. Cada curva corresponde a ensayos en los que
las muestras se expusieron, de forma independiente, a los dos pHs de prueba.
Como se puede observar, la tasa de liberacion de afinina a partir del HL-

SMEDDS, en ambos medios, fue mayor que la del extracto etandlico.

807 —e— HL-SMEDDS (pH1) —— Extracto H. longipes (pH 1)

—&— HL-SMEDDS (pH 6.8) —¥— Extracto H. longipes (pH 6.8)
60—

Liberacién de afinina

0 T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo(h)

Figura 8. Perfil de liberacién de afinina desde el HL-SMEDDS vy el extracto etandlico de la raiz

de H. longipes en dos soluciones de diferente valor de pH a lo largo del tiempo. La temperatura

de 37°C y agitacién a 50 rpm se mantuvieron constantes. Los datos se expresaron como media

+ SEM (n = 3), * p < 0.05 vs HL-SMEDDS (pH 1), # p < 0.05 HL-SMEDDS (pH 6.8) vs extracto
de H. longipes (pH 1y 6.8).

Tal y como se muestra en la Figura 8, en el medio de pH 1, la tasa de disolucion
acumulada de afinina contenida en el HL-SMEDDS alcanzé méas del 50 % en
aproximadamente 15 min. Por el contrario, la tasa de disolucion de la afinina
contenida en el extracto etandlico sélo alcanzo el 16 % en el mismo periodo de
tiempo. Con respecto a la disolucion de la afinina en la solucion basica (pH 6.8),
después de 8 horas se liberé aproximadamente el 40 % de la afinina contenida
en el HL-SMEDDS. Sin embargo, en el caso del extracto etandlico sélo se
alcanz6 un valor acumulado de afinina disuelta de alrededor del 20 %;

evidenciandose que para ambos medios (pH 1y 6.8), la disolucion acumulada
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de la afinina contenida en el extracto fue la mitad de la obtenida para el HL-
SMEDDS.

De lo anterior se deduce que la mayor velocidad de liberacién de afinina desde
el HL-SMDS puede atribuirse al aumento del area de superficie especifica de las
gotas lipidicas conteniendo la afinina disuelta en forma de microemulsion, es
decir, con la formacién de la nanogota se aumenta el area de contacto con los
medios de disolucién, mejorando asi las tasas de disolucion y la solubilidad de
la afinina (Zhu et al., 2021).

8.9 Determinacion del efecto antihipertensivo del HL-SMEDDS

Para determinar el efecto antihipertensivo de las muestras en estudio, se
administré una dosis de 150 mg/Kg de peso, tanto del HL-SMEDDS como del
extracto etandlico de laraiz de H. longipes. Como se puede observar en la Figura
9, en las 3 primeras semanas hubo un aumento de la presion arterial en las ratas
de los 4 grupos, la cual disminuy6 luego de administrado el tratamiento en los
altimos 4 dias del ensayo, obteniendo un diferencia significativa entre el control
negativo y los grupos tratados, y a su vez una diferencia significativa entre el HL-

SMEDDS y el grupo del extracto etandlico.

200

=

al

o
1

PAS, mmHg
H
o
o

--8-- CN (L-NAME) - A-  Extracto etanélico
50
- CP (L-NAME+Captopril) -+ HL-SMEDDS

0 T T T
0 1 2 3 4 5

Tiempo (semanas)

Figura 9. Efecto de la administracién del extracto etandlico de H. longipes y el HL-SMEDDS
(150 mg/Kg/dia) por 4 dias, sobre la presion arterial sistélica (PAS) de ratas hipertensas
inducida con L-NAME (30 mg/Kg/dia). Los valores se muestran como la media £+ SEM (n=6

ratas para cada grupo). * p < 0.05 vs control negativo, # p < 0.05 EE vs HL-SMEDDS.
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Los resultados indican que el HL-SMEDDS, disminuy6 significativamente los
valores de presion arterial, lo cual puede relacionarse con el aumento de la
solubilidad del extracto y de la afinina, asegurando la administracion integra de
la dosis. Pudiendo ser esta una de las causas de la diferencia significativa de los
valores de presion arterial entre el sistema HL-SMEDDS y el extracto crudo, ya
qgue este ultimo se solubilizé en carboximetilcelulosa al 1%, que es uno de los
vehiculos mas utilizados para este tipo de ensayos pero ineficiente para
solubilizar compuestos liposolubles como es el caso (Rahman et al., 2021; Singh
et al., 2012).

Por otro lado, cabe recordar que cuando son administrados los SMEDDS vy
entran en contacto con los fluidos gastrointestinales, se forman microemulsiones;
es decir, sistema coloidales micelares que protegen a los compuestos activos e
impiden su precipitacion, logrando asi mejorar la absorcion de los mismos, lo
cual se refleja en un aumento de la biodisponibilidad, que se deriva en un
incremento del efecto farmacoldgico (Visetvichaporn et al., 2020; L. Wang et al.,
2020; Zhu et al., 2021), que se pudo evidenciar con el HL-SMEDDS desarrollado

en este proyecto.

Siendo esta la principal ventaja de los SMEDDS, que se logra gracias a la
utilizaciéon de excipientes polifuncionales. Ademas las microemulsiones son
elaboradas con facilidad y son de bajo costo (Laothaweerungsawat et al., 2020).
Se utilizan para formular compuestos que puedan presentar baja solubilidad
acuosa, baja permeabilidad, alto peso molecular, efecto de primer paso
presistémico, degradacion enzimatica, irritacion gastrica y para mejorar la
estabilidad del farmaco (Aswar et al., 2020). De hecho en la actualidad se ha
prestado mas atencion a estos sistemas como portadores de farmacos debido a
su biocompatibilidad, biodegradabilidad, estabilidad y permeabilidad mejorada
(L. Wang et al., 2020). Por lo que podemos decir que esta formacion es Util para
solubilizar y potenciar el efecto farmacolégico del extracto obtenido de la raiz de

H. longipes.
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8.10 Efecto delaadministracion oral alargo plazo del HL-SMEDDS

sobre la reactividad vascular: experimentos ex vivo.

Para determinar el efecto de la administracion oral a largo plazo del HL-SMEDDS
sobre la reactividad vascular, se aislaron aortas de ratas hipertensas (inducidas
por L-NAME) y se utiliz6 carbacol como agente vasodilatador. Como se observa
en la Figura 10, el porcentaje de relajacion para el control negativo (L-NAME) y
para el control positivo (Captopril) se redujo significativamente a la mitad. Sin
embargo, las aortas tratadas con el HL-SMEDDS mostraron una vasodilataciéon
que alcanzo el 100%. Estos hallazgos sugieren que el HL-SMEDDS aumento la

reactividad endotelial al proteger el endotelio.

1204 --e-- CN (L-NAME) -
1004 —#— CP (L-NAME+Captopril)

—+— HL-SMEDDS

Relajacién, %

-9 -8 -7 -6 -5 -4
Log [carbachol], M

Figura 10. Efecto de la administracién del HL-SMEDDS (150 mg/Kg/dia), sobre la reactividad
vascular después de 4 dias de tratamiento. Las curvas concentracion-respuesta se presentan
como porcentaje de relajacion de los anillos aérticos de rata precontraidos por fenilefrina (1 pM)
en funcién de la concentracién de carbacol. Los valores se muestran como la media + SEM (n
= 5 ratas para cada grupo). *p < 0.05vs CN, # p < 0.05 vs CP.

Segun varios autores, la disfuncion endotelial se relaciona con una disminucion
de la biodisponibilidad del NO (Chen et al., 2018; Cyr et al., 2020; Fernandes et
al., 2023; Silva et al., 2022; Sun et al., 2020), lo cual produce vasoconstriccion y
un estado proinflamatorio y protromboético, causando un mayor riesgo de
enfermedad cardiovascular. Por otro lado, la inflamacion sistémica provoca
estrés oxidativo dentro de la pared vascular generando radicales libres, los

cuales reaccionan con el NO libre, disminuyendo asi su biodisponibilidad y por
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lo tanto aumentando la disfuncion endotelial (Fernandes et al., 2023; H. J. Sun
et al., 2020). En las células endoteliales activadas, las expresiones de citoquinas
proinflamatorias, quimioquinas, enzimas y las moléculas de adhesion estan
sustancialmente reguladas al alza (Baghai et al., 2018). Por lo que se podria
decir que la inflamacion de las células endoteliales juega un papel importante en

la patogenia del endotelio.

Teniendo en cuenta que previamente se ha reportado que H. longipes y la afinina
tienen efecto antinflamatorio (Escobedo-Martinez et al., 2017; Hernandez, et al.,
2009; Hernandez, Marquez, et al., 2009), la mejora de la funcién endotelial

causado por el HL-SMEDDS, podria atribuirse a la reduccién de la inflamacion.

8.11 Prueba preliminar con capsulas cargadas con el HL-SMEDDS

Como se menciond anteriormente, el HL-SMEDDS retuvo el sabor original del
extracto (desagradable) y la sensacion de hormigueo con un ligero sabor a
aceite, por lo que se plante6 como una alternativa a esta problematica su
encapsulacion. Esto porque las capsulas de gelatina facilitan la administracion
del sistema HL-SMEDDS obtenido para futuros ensayos clinicos y constituyen
una forma de dosificacién ampliamente aceptada por los pacientes potenciales.
De tal forma se cargaron dos capsulas de gelatina dura con el HL-SMEDDS. Las
capsulas se mantuvieron durante 45 dias a temperatura ambiente (x 20°C) vy
luego se analizaron para determinar si se mantenia la integridad fisica (forma,
transparencia y consistencia) de la capsula de gelatina y si el HL-SMEDDS
cargado en las capsulas presentaba alguna variacién en el color, el indice de
refraccidon y el tamafio de las gotas. Después de 45 dias, las capsulas estaban
intactas y el sistema lipidico no mostraba turbidez ni ningin otro signo de
inestabilidad. El color del HL-SMEDDS tuvo valores de L* = 31.47 (baja
luminosidad), Hue h°® = 72° (area de color amarillo-bajo-rojo) y croma C* = 31.47
(baja intensidad o saturacion), el indice de refraccién fue de 1.442 y el tamafio
de gota fue de 78 nm; valores que corresponden a los obtenidos durante la

caracterizacion inicial del sistema HL-SMEDDS.
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CONCLUSIONES

1.

En este estudio se utilizaron diagramas de fase pseudoternarios para
desarrollar un sistema automicroemulsificable a partir de un extracto
etandlico de la raiz de H. longipes (HL-SMEDDS). Se seleccion6 como
optima la formulacion compuesta por Transcutol®: 55% (solubilizante),
Tween®80/PG: 10% (surfactante/cosolvente), Labrasol®: 35%
(surfactante) y 30 mg de extracto etandlico de la raiz de H. longipes,
teniendo en cuenta su viscosidad, la solubilidad del extracto y el tamafio

de gota.

El HL-SMEDDS forma una dispersion automicroemulsificable al entrar en
contacto con el agua con gotas en su mayoria esféricas y de tamafos

menores a 100 nm.

Las pruebas de estabilidad fisica y quimica del HL-SMEDDS (4 horas; 25
°C; pH 1 y 6.8) mostraron que la concentracién del marcador quimico
(afinina) se mantuvo estable y el tamafio de las gotas aumenté en funcién
del tiempo cuando el HL-SMEDDS entr6 en contacto con el agua, lo que

pudiera atribuirse al fenbmeno de maduracién de Ostwald.

Las pruebas de estabilidad acelerada (40°C; 75% HR) indicaron que la
concentracion de afinina contenida en el HL-SMEDDS se mantuvo

estable.

La liberacion in vitro de afinina a partir del HL-SMEDDS en medios
acuosos de pH 1 y 6.8, utilizados para simular condiciones gastricas e
intestinales, fue mayor que la del extracto etandlico de la raiz de H.

longipes.

El HL-SMEDDS mostré efecto antihipertensivo a una dosis de 150 mg/Kg
de peso, el cual fue significativamente mayor que el del extracto etandlico
de la raiz de H. longipes y aumenté significativamente la reactividad

endotelial en comparacion con el captopril y el control negativo.

. Se encontro que la mezcla de excipientes utilizada para la obtencion del

HL-SMEDDS aumenta significativamente la solubilidad del extracto
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etandlico de la raiz de H. longipes, lo cual incrementa la liberacién del
marcador quimico (afinina). El mayor efecto antihipertensivo presentado
por el HL-SMEDDS, en comparacion con el extracto etandlico de la raiz
de H. longipes, sugiere que el sistema automicroemulsificable
desarrollado aumenta la absorcion y biodisponibilidad de los compuestos

bioactivos contenidos en este extracto.

Los resultados derivados de la presente investigacion indican que el HL-
SMEDDS constituye un excelente punto de partida para el desarrollo de
un medicamento herbolario util para el tratamiento de la hipertension

arterial.
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ANEXOS

Anexo 1. Listado de reactivos quimicos y disolventes utilizados para el desarrollo

y andlisis quimico, farmacologico y preformulacion del extracto cuantificado.

Nombre del reactivo Marca No. de catalogo Grado
Agua J.T Baker 4220-20 Reactivo
Alcohol etilico Fermont 06063 Reactivo
Alcohol etilico Fermont H6122 HPLC
Agua Fermont H5052 HPLC
Acetonitrilo Fermont H6002 HPLC
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Acido acético - - HPLC

Formalina (Buffer) HYCEL 7935 Reactivo
n-octanol - - Reactivo
Tween 80 HYCEL - Reactivo
Acido clorhidrico fumante J.T Baker 953502 Reactivo
Propilenglicol Golden bell | - Reactivo
Fosfato monobasico - - Reactivo
Hidroxido de sodio - - Reactivo
Transcutol - - Reactivo
Labrasol - - Reactivo
Labrafil - - Reactivo

Anexo 2. Ecuaciones para determinar los parametros estadisticos

Parametro estadistico

Ecuacion

Coeficiente de correlacion (R)

(n( Eay) - ( Zo)( Zy))*

((n( 2x*) - Zax) (m( Zy7)-( Zp))

Coeficiente de determinacion (r?)

(( Xog) - (Zx)(v D)y

) o ) - (S0

Coeficiente de variacion (CV)

<
CV = ?*IDCI
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Coeficiente de variacion de la regresion (CV vix)

Desviacién estandar (S)

Desviacion estandar de la ordenada (Suo)

Desviacion estandar de la pendiente (Sy)

Desviacion estandar de la regresion (Syx)

Diferencia absoluta de medias |di|

Intervalo de confianza para la media poblacional
IC(u)

Intervalo de confianza para la ordenada al origen

IC(Bo)

IC(HS’-) = b-: £l -..:5"';"-:

Intervalo de confianza para la pendiente /IC(G1)

_ s
IC{_,U} = JI:IIW?:-.-H-: ;“;

Limite de cuantificacion (LC)

ao(s,,.)
LC = _bﬁL

Limite de deteccion (LD)

= _sz
Media aritmética X, y, y1 _ Xy _ Xy _ Ey
x= R e
H 1 H
Ordenada al origen (bo) 2y-b 2x
o n
Pendiente (b1) n Exv o2 Zv

b= n 207 - ( 2x)’
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% de Recobro (%R) %R = Cantidad recuperada %100
Cantidad adicionada

Factor de capacidad (k") k'=(Cs Vs J(Cm Vi ) =K Vs/ Vy

Numero de platos tedricos (Ner) N.=L/H= {1'&-"6]1
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