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Resumen

El estado de Guanajuato cuenta con una gran diversidad vegetal en la cual se han caracterizado
especies con propiedades farmacoldgicas. La Heliopsis longipes de la familia Asteraceae, es una planta
de tipo perene endémica de la Sierra Gorda; diversos estudios atribuyen propiedades anestésicas,
analgésicas y biocidas. En el presente estudio se elaboraron extractos etandlicos concentrados; fueron
dosificados a 250uL/gr en 2 diferentes formulaciones de gel mucoahdesivo; se realizaron pruebas de
estabilidad quimica (pH); centrifugacion y térmicas con el propoésito de asegurar su estabilidad. Para
comprobar su actividad anestésica y biocida se utilizé6 un modelo animal y cultivos bacterianos en placa
obteniendo buenos resultados. Las pruebas fisicoquimicas realizadas a las formulaciones dosificadas y
al extracto demostraron ser estables en diferentes condiciones.

Abstract

The state of Guanajuato has a great diversity of plants in which species with pharmacological properties
have been characterized. The Heliopsis longipes of the family Asteraceae, is a perennial plant endemic
to the Sierra Gorda; Several studies attribute anesthetic, analgesic and biocidal properties. In the present
study concentrated ethanol extracts were elaborated; Were dosed at 250 plL/g in 2 different
mucoadhesive gel formulations; Chemical stability (pH) tests were performed; Centrifugation and thermal
insulation in order to ensure its stability. To verify its anesthetic and biocidal activity an animal model and
bacterial cultures in plate were used obtaining good results. The physicochemical tests carried out on the
dosed formulations and the extract showed to be stable under different conditions.
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INTRODUCCION

Heliopsis longipes pertenece a la tribu Heliantheae
de la familia Asteraceae, es una planta de tipo
perene endémica de la sierra gorda en el centro de
México con colindancia de los estados de
Guanajuato, San Luis Potosi y Querétaro, en esta
regiébn estan incluidos municipios del norte de
Guanajuato [1]. Estudios etnobotanicos
encuentran para esta planta nombres comunes
como chilcuan o pelitre, ademas de sus usos como
condimento en salsas, insecticida, bebidas
alcohdlicas y principalmente en medicina
tradicional [2].

Estudios previos con extractos crudos de esta
planta han identificado propiedades
farmacolégicas como anestésico debido a su
accion sobre el sistema nervioso, ademéas de
propiedades antiinflamatorias por la inhibicién de
prostaglandina vy por ultimo actividad
bacteriostatica y fungistatica [4] [3]. Estas
propiedades farmacoldgicas son atribuidas a un
grupo de compuestos llamados alcamidas
presentes principalmente en las raices en altas
concentraciones de hasta 9,369 ug/g de peso
seco. De estas alcamidas el 85% corresponde a
afinina  (N-isobutil-2E,6Z,8E - decatrienamida)
IMAGEN 1, responsable de estos efectos [1] [6].
ﬁ—NH—CH
H3C_ /CH:CH/ ‘
CH=CH_ _-CH;—CH, CH—CHjg
CH=CH
HsC

IMAGEN 1: Féormula estructural de afinina (C 14 H 23 NO)

Como su nombre lo indica, los geles
mucoahdesivos se identifican por fijarse a los
tejidos mucosos caracteristicos de las cavidades
corporales. Ademas de la buena adhesién del gel
el tiempo de residencia a los fluidos es
prolongada, por lo que el periodo de contacto es
mayor, aumentando asi su eficacia clinica; aunado
estos geles tienen la capacidad de realizar una
liberacién controlada del principio activo [5].

El presente proyecto tuvo como propoésito realizar
una evaluacion 2 formulaciones de un gel
mucoahdesivo con extractos de Heliopsis longipes
a diferentes condiciones, con el objetivo de

comprobar su estabilidad, su actividad biocida y
anestésica

MATERIALES Y METODOS

Recoleccion e identificacion de los
especimenes vegetales

El material vegetal se colectdé en el huerto
localizado en el poblado de “Rio Chico” (Log.
100.045278 Lat. 21.309167) del municipio de
Xich( ubicado en la Sierra Gorda de Guanajuato
durante el verano. Se realiz6 la identificacion de
acuerdo con la descripcion taxondémica referida por
Rzedowski, en los fasciculos publicados de la
Flora del Bajio y de Regiones Adyacentes.
Posteriormente se realiz6 una separacion en cada
uno de sus 6rganos y se secaron a temperatura
ambiente.

Extraccidn de alcamidas

Para la realizacion del extracto se selecciond
Unicamente la raiz, se lavd y seccion6 en
porciones de 0.5 cm. Se pesé 10 gramos de
materia vegetal, se adicionaron 100 ml de alcohol
etilico absoluto grado reactivo (99.5%),
posteriormente se tritur6 la raiz por 1 hr en
mortero. Se dejo en maceracion por 48 horas. La
materia orgénica y el extracto crudo fue separado
por decantacién, para separar las particulas mas
pequefias de las muestras se utilizé una centrifuga
(C818-PowerSpin). Después, las muestras fueron
evaporadas y concentradas en bafio de agua en
un plato caliente (Arsa-pc) a 90 + 5°C

Preparacion de las formulaciones de gel

Para el desarrollo de la formulacion 1 (F1) se
utiliz6 agua desionizada (pure lab), se elevé a
80°C y se disolvié una mezcla de metil parabeno y
propil parabeno, posteriormente se estabilizo la
temperatura a 40°C y se dispersé carbopol 940
con agitacion constante usando un agitador
mecéanico (C-MAG HS7) a 800 rpm durante 20
min. Ademas, se disolvié PEG 400 y se se ajusto a
pH 6 con trietanolamina hasta obtener un gel
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homogéneo. Para el desarrollo de la formulacién 2
(F2) se procedié como se explicd anteriormente,
pero utilizando una mezcla de Carbopol 940 y
CMC de sodio hasta obtener un gel homogéneo y
sin ajuste de pH con trietanolamina.

Evaluacion de pH

Se midieron los valores de pH de las
formulaciones dosificadas F1 y F2 (250uL/gr) y los
extractos evaporados, para comprobar su
estabilidad. Se pes6é 1 gramo de cada una de las
formulaciones de gel y se dispers6 en 10 ml de
agua destilada. Estos fueron medidos por
triplicado con un potenciémetro digital (Hanna, HI-
8014) que ha sido calibrado antes de cada uso con
soluciones tampén estandar (NIST, Buffer Packs)
a pH 4, 7 yl10. Las mediciones se realizaron a
24hr, 48hr, 1 semana y 2 semanas después de la
elaboracion de cada uno; se calcularon los valores
promedio con desviacion estandar.

Prueba de centrifugacion

Después de 72hr de preparar la formulacion de los
geles, fueron transferidos a tubos con rosca e
introducidos a una centrifuga (C818-PowerSpin) a
2000rpm a 5, 15 y 30 minutos. Esto con el
proposito de comprobar la estabilidad de sus
propiedades fisica frente a una fuerza centrifuga.

Prueba térmica

Con el proposito de investigar la estabilidad de sus
propiedades fisicas a diferentes condiciones
ambientales, 72 h después de la preparacion de
las formulaciones, se colocaron muestras por
duplicado y se sometieron a 4°C, 25°C y 45°C. Las
formulaciones de gel fueron evaluadas a las 24hr,
48hr, 1 semana y 2 semanas.

Evaluacidon actividad antibacteriana In vitro

El agente etiolégico mas comun de las infecciones
en cavidades corporales son Staphylococcus
aureus y Escherichia coli [7]. Se elaboraron
medios de cultivos en placa estériles en agar
nutritivo (MCD-LAB) y posteriormente inoculados

por estriado realizando 2 series por triplicado, en la
primera serie se colocaron por 25uL del extracto
concentrado y en la segunda 25 upl de la
formulacién 1 y 2. Se incubaron 24hr a 35°C para
permitir el crecimiento bacteriano. Se midié el
diametro de la zona de inhibicion en milimetros
con su promedio y desviacién estandar.

Evaluacion actividad anestésica

Se manipularon ratones machos albinos (30-359)
con libre acceso a alimento y agua, se
mantuvieron a temperatura controlada (25 + 2 ° C)
con ciclos de luz-oscuridad de 12/12. Los roedores
fueron sometidos a punciones en la region caudal
y se cuantifico cualitativamente la respuesta y se
clasifico en 4 niveles. Posteriormente fueron
sometidos a los 2 tratamientos F1 y F2 (250 pl/g)
por grupos y se midié la respuesta.

RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez clasificados y procesados los
especimenes vegetales de raiz se obtuvo un
extracto etanodlico, que posterior a la eliminacion
del solvente por 3.5hr se concentr6 en un
compuesto oleoso de 2.5ml del cual
aproximadamente 85% es afinina que representa
el 21.2 % del peso seco de la muestra [1].

Una vez obtenidas las formulaciones F1 y F2
fueron evaluadas sus caracteristicas fisicas como
se muestra en la tabla 1, posteriormente fueron
dosificadas con el extracto oleoso a una
concentracién de 250uL/gr de gel,

Tabla 1: caracteristicas fisicas de las formulaciones

Caracteristicas fisicas Formulacién

F1 F2
Color translucido nebuloso
Homogeneidad completa completa
Consistencia viscosa espeso
Presencia de Particulas negativa negativa
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La F1 y F2 presentaron buenas caracteristicas
fisicas que le confirieron estabilidad a las
formulaciones ya que en los posteriores periodos
no hubo un cambio de ninguna de las propiedades
en ambos geles, cabe mencionar que la F2 desde
el momento de su formulacién presentdé un
aspecto mas opaco y mas semisélido; Los
resultados obtenidos de la medicion del pH que se
muestran en la tabla 2 no muestran variaciones
significativas ni una elevada desviacion estandar,
lo que indicativo de que no existe una degradacioén
de los componentes en el extracto o los geles, en
ninguno de los periodos de prueba.

Tabla2: Resultados estabilidad de propiedades Fisicas en
prueba de pH y Temperatura

La actividad antibacteriana del extracto como de
las formulaciones se evalud in vitro por método de
difusién donde se observo la formacion de zonas
de inhibiciébn de crecimiento, tabla 3. Se aprecia
gue existe la formaciéon de un halo mayor en el
extracto ya que este se difundié mejor a través del
medio, a su vez F2 presento mucho el menor
diametro a causa de su consistencia semisolida;
sin embargo es clara la actividad antibacteriana en
los 3 casos.

Tabla3: Diametros de las zonas de inhibicion (media + SD)

Evaluacion de actividad antibacteriana In vitro
Muestra Diametro mm SD
Extracto 25.5 1.91
F1 23.25 2.3
F2 20.5 4.2

Prueba de pH
X
Muestra 24 48 1a 22 SD
horas horas | semana | semana

Extracto 548 5.40 5.35 543 0.05
F1 6.38 6.43 6.37 6.36 0.03
F2 5.53 5.66 5.54 5.57 0.06

Prueba de temperatura Analisis
Extracto v v v v Invariable
F1 v v v v Invariable
F2 v v v v Invariable
V=Estable sin cambios en las propiedades fisicas
X= Inestable, presenté cambios

De igual forma, en la tabla 2 se registraron las
observaciones en la prueba térmica realizadas a
diferentes tiempos y no se apreciaron cambios en
las propiedades del extracto o los geles; ademas,
en la prueba de centrifugacion, a pesar de la
fuerza generada sobre las muestras no observo la
presencia de ningun precipitado o la formacién de
fases. Estos valores reflejan en general una
estabilidad fisicoquimica tanto del extracto como
de F1yF2.

Los resultados de la evaluacion de la actividad
analgésica mostraron un efecto anestésico, ya que
antes del tratamiento los roedores presentaban al
estimulo: contracciébn muscular y retraccion de la
cola; posterior a la aplicacion de las formulaciones
mostraron una respuesta nula al dolor lo que
demuestra asi un efecto antinociceptivo.

CONCLUSIONES

Los extractos etandlicos de Heliopsis longipes
contienen una gran cantidad de alcamidas con
propiedades antibacterianas y anestésicas que
fueron probadas en modelos animales e in vitro,
con resultados positivos, ademas que al ser
dosificadas en un gel mucoahdesivo puede
realizar una liberaciébn controlada de estos
principios activos, las pruebas fisicoquimicas
realizadas a las formulaciones dosificas y al
extracto demostraron que una considerable
estabilidad en diferentes condiciones.
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