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RESUMEN

Un hidrogel es un sistema capaz de dirigir o suministrar un farmaco a una
determinada dosis; éste puede activarse tras algunos minutos o después de algunas
horas desde su aplicacién y de ser necesario, lograr mantener una dosificacion
continua del farmaco al organismo de interés por varios dias, lo cual ofrece claras
ventajas sobre la dosificacion directa de farmacos (ej. pastillas e inyecciones). Existe
un interés creciente por desarrollar hidrogeles a base de productos de origen natural
debido a su bajo costo y a la ineficiencia de algunos métodos de suministro de
farmacos que resultan en costos elevados y en toxicidad celular innecesaria. En el
presente trabajo se desarrollan diferentes formulaciones de hidrogel a base de
polisacaridos de origen natural (mucilago de Opuntia ficus-indica, hipromelosa y
quitosano) como un sistema de liberacion de un extracto crudo de un cultivo celular de
Buddleja cordata (el cual ha demostrado poseer actividades biolégicas). Con el
extracto y el mucilago obtenidos mediante el empleo de soluciones hidroalcohdlicas,
quitosano e hipromelosa, se realizaron cuatro hidrogeles (con 2% de mondmeros) por
el método de precipitacion y evaporacion en placa; posteriormente se evalud el
porcentaje de hinchamiento y acorde al modelo de difusién propuesto por Korsmeyer-
Peppas, se determind en cada hidrogel el mecanismo de liberacién del extracto de B.
cordata. Se observé que la conjugacion de mucilago de O. ficus-indica con
hipromelosa en la formacion de hidrogel, otorga adherencia a superficies y alta
retencién de solvente, en cambio los hidrogeles con quitosano presentaron mayor
elasticidad y una menor retencién de solvente; la liberacion del extracto de B. cordata
en los hidrogeles a base de quitosano estuvo dominada por la permeacion del solvente
a la matriz, dando lugar a una liberacion prolongada, mientras que en el hidrogel con
mucilago se observé una liberacion del extracto dominada por la degradacion del
propio hidrogel en el medio solvente. Tales caracteristicas en los hidrogeles obtenidos
podrian ser aprovechadas, para ello es necesario dar continuidad al presente trabajo

con la evaluacion fisicoquimica y biolégica correspondiente.



ABSTRACT

A hydrogel is a system capable of directing or delivering a drug at a certain dose;
This can be activated after a few minutes or after a few hours from its application and
if necessary, achieve a continuous dosage of the drug to the organism of interest for
several days, which offers clear advantages over the direct dosage of drugs (eg pills
and injections). There is a growing interest in developing hydrogels based on products
of natural origin due to their low cost and the inefficiency of some drug delivery methods
that result in high costs and unnecessary cellular toxicity. In the present work, different
formulations of hydrogel based on polysaccharides of natural origin (Opuntia ficus-
indica mucilage, hypromellose and chitosan) are developed as a release system of a
crude extract of a Buddleja cordata cell culture (which has shown possess biological
activities). With the extract and mucilage obtained by using hydroalcoholic solutions,
chitosan and hypromellose, four hydrogels (with 2% monomers) were made by the
method of precipitation and plate evaporation; later the swelling percentage was
evaluated and according to the diffusion model proposed by Korsmeyer-Peppas, the
release mechanism of the B. cordata extract was determined in each hydrogel. It was
observed that the conjugation of O. ficus-indica mucilage with hypromellose in the
formation of hydrogel, gives adherence to surfaces and high solvent retention, whereas
hydrogels with chitosan presented higher elasticity and lower solvent retention; the
release of the B. cordata extract in the chitosan-based hydrogels was dominated by the
permeation of the solvent to the matrix, resulting in a prolonged release, while in the
hydrogel with mucilage, a release of the extract dominated by degradation of the
hydrogel itself in the solvent medium was observed. Such characteristics in the
hydrogels obtained could be used, for this it is necessary to give continuity to the

present work with the corresponding physicochemical and biological evaluation.
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1. INTRODUCCION

Un hidrogel es un sistema polimérico capaz de adsorber y retener definidamente
un liquido, comunmente agua; tal sistema es una red o matriz porosa y elastica en la
cual quedan embebidas particulas del liquido adsorbido, lo anterior lleva a un
incremento del volumen y peso del hidrogel (Wang et al., 2016; Sougata et al., 2017).
La cantidad de liquido que puede atrapar esta matriz estara relacionada al grado de
polimerizacion y tipo de constituyentes empleados en su sintesis. Puede ser empleado
como un sistema de liberacion de farmacos (DDS por sus siglas en inglés: Drug
Delivery System) y tiene claras ventajas en el modo de administracion de farmacos
frente a métodos tradicionales como tabletas, capsulas o unguentos, pues se puede
controlar la dosis suministrada por periodo de tiempo y aplicarse a una region
especifica, lo que permite una mayor asimilacion celular y evita el uso excesivo de
compuestos que pueden ser citotoxicos en grandes concentraciones (Wang et al.,
2016; Sougata et al., 2017).

En un DDS de hidrogel, el ritmo de liberacién de compuestos dependera del
tamafio de poro y de la densidad de la matriz (Garazi et al., 2015). Este puede estar
formado por polimeros sintéticos o naturales como las gomas, mucilagos y derivados
de celulosa. A partir de polimeros naturales se puede crear un hidrogel liquido,
peliculas elasticas, o sodlidos con cierta firmeza; lo anterior dependera de la
concentracion de los compuestos y aditivos utilizados, sean enlazantes o
plastificantes. Algunos derivados de celulosa como la hipromelosa (HPMC) aumentan
la capacidad de retencion de agua. Esta es un éter de celulosa soluble en agua, se
utiliza como lubricante oftalmico, en la preparacién de tabletas, en la formacion de
capsulas, es un excelente formador de peliculas finas y se usa como aditivo en
alimentos. La HPMC se puede encontrar con diferentes niveles de viscosidad, siendo
las mas utilizada en tabletas aquella de 11250-21000 cps. Otro polimero natural de
interés es el quitosano, el cual se obtiene a partir de la quitina, el segundo polimero

natural mas abundante después de la celulosa que se encuentra de forma natural



como constituyente de los caparazones de artropodos (insectos, aracnidos, moluscos)
y en la pared celular de hongos; es biodegradable, no toxico, y estable. Existen cientos
de estudios acerca del quitosano y su aplicacion en recubrimientos e hidrogeles,
diferenciandose unos de otros por la formacidon de enlaces covalentes o puentes de
hidrogeno en la matriz. Su caracteristica cationica le permite formar complejos con
sulfatos, citratos, fosfatos y aniones metalicos. Se ha reportado la sintesis de geles
liquidos, polvos, peliculas, tabletas, esferas, microesferas, capsulas, etc. En
formulaciones que incluyen alginato, genipina, heparina, celulosa, pectina, gelatina,
queratina, colageno, alcohol polivinilico (PVA), polietilenglicol (PEG), se han obtenido
hidrogeles a base de quitosano sensibles a temperatura, pH, flujos eléctricos, con
diferentes grados de solubilidad, etc.; esto ha permitido el desarrollo de infinidad de
productos actualmente en el mercado, lo que posiciona al quitosano como el polimero
de excelencia y favorito en la formacion de matrices de DDS (Narayan et al., 2010;
Pawar et al., 2013).

Recientemente se ha comenzado a estudiar al mucilago, un componente
polimérico esencial de diversas especies vegetales, estos logran incrementar la
viscosidad y tensién de la matriz, permitiendo a las particulas embebidas estar
suspendidas el tiempo necesario para ser liberadas uniformemente del sistema
(Prajapati et al., 2013). Se sabe que los mucilagos no son toxicos y algunos son
comestibles segun la especie vegetal de la cual provengan. Su principal funcion en
especies vegetales es la de otorgar mayor retencion de agua en ambientes secos y se
les puede encontrar en semillas, tallos u hojas modificadas. Los mucilagos son un
polisacarido complejo de galactosa y arabinosa que puede retener diversos productos
del metabolismo secundario (Prajapati et al., 2013; Saenz et al., 2004). Una especie
vegetal que produce mucilago es Opuntia ficus-indica, popularmente conocida en
México como nopal, la cual tiene una amplia distribucion en el mundo y crece
principalmente en zonas aridas (De Leo et al., 2010; Ammar et al., 2012). La
produccién de nopal anual para 2019 en nuestro pais fue de 892,000 toneladas, lo cual
nos posiciona como el principal productor a nivel mundial, siendo la Ciudad de México

la principal entidad productora (SIAP, 2020). En la medicina tradicional de México el



nopal es utilizado para tratar ulceraciones, gastritis, hiperglucemia, aterosclerosis,
diabetes mellitus, hemorroides, colitis, diarrea, heridas de la piel, para el control de
colesterol e inclusive se especula que puede disminuir el riesgo de padecer cancer
(Avila et al., 2014; Ammar et al., 2010). Se han caracterizado algunos compuestos
contenidos en sus cladodios, frutos y flores. En extractos apolares de flores se
identificaron algunos metabolitos secundarios, tales como: rutina, quercetina, luteina,
kaempferol, [-sitosterol, limoneno, pinocamfeol, germacreno, esculina, &acido
benzoico, entre otros (Ammar et al., 2010, 2012, 2015; De Leo, et al., 2010). Se ha
reportado que el mucilago de flores de nopal favorece el proceso de cicatrizacion in
vivo en ratas. Recientemente se han realizado investigaciones cientificas que validan
propiedades medicinales del mucilago de nopal, éstas asociadas a procesos de
cicatrizacion; también se ha probado la efectividad de extractos de flores de nopal en
la inhibicion de crecimiento de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis y Escherichia coli (Ammar et al., 2012, 2015; Saenz et al., 2004).

Otra especie medicinal que también esta siendo estudiada cientificamente para
validar sus propiedades medicinales, es Buddleja cordata. Esta especie es de amplia
distribucion en el altiplano mexicano, prefiriendo climas templados. Popularmente es
conocida como “tepozan”, a esta especie vegetal se le atribuyen propiedades
analgésicas, eupépticas, diuréticas, antisépticas; se ha utilizado tépicamente el
macerado de las hojas de esta planta para tratar tumores, abscesos, llagas vy
quemaduras. Estudios fitoquimicos sobre esta planta identificaron diversos
metabolitos secundarios poseedores de actividades bioldgicas, tales como
flavonoides, sesquiterpenoides y feniletanoides (Avila et al., 2014; Romero et al., 2003)
que validan parte de las propiedades medicinales que se le atribuyen. Ademas,
estudios sobre un cultivo celular de la especie han demostrado su potencial como una
fuente de algunos de dichos metabolitos secundarios (Gutiérrez-Rebolledo et al., 2018,
2019; Estrada-Zuhiga et al.,, 2009). No obstante, no existen reportes en la literatura
sobre el empleo de polimeros como mucilago, quitosano y HPMC para la formulacién
de geles que funcionen como matriz para la liberacion de un extracto obtenido del

cultivo celular de B. cordata.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Hidrogeles: Sistemas de liberacién de farmacos

Un farmaco es una sustancia quimicamente conocida, diferente a un nutriente,
que produce una reaccion bioldgica cuando es suministrada a un ser vivo (Henderson
et al., 2016), estas sustancias tienen caracteristicas especificas que deben tomarse
en cuenta para poder aprovecharse y lograr el efecto terapéutico deseado. Para lograr
el efecto esperado el farmaco debe: suministrarse a la concentracién en cual generara
el efecto deseado, lograr una solubilidad adecuada, mantener su estabilidad el tiempo
necesario y llegar al sitio blanco sobre el cual actuara (Binghe et al., 2016).

La forma tradicional en la cual se suministran la mayoria de farmacos es por via
oral en forma de tabletas, capsulas y emulsiones. En segundo término, se suministran
via intra muscular o intra venosa mediante soluciones inyectables; ambas formas de
suministro son inespecificas pues dependen de la absorcién por el tracto digestivo y
del flujo sanguineo para llegar al sitio blanco, ademas, se suministran en
concentraciones altas o se requiere de varias dosis para lograr el efecto deseado y se
modifican quimicamente para conferirles la estabilidad suficiente para sobrellevar su
trayecto.

Para resolver los problemas anteriores y hacer especifica la forma de suministro
y accion de las sustancias activas, se han desarrollado diversos sistemas que otorgan
un mayor control de la dosificacion. Estos son capaces de liberar a un ritmo constante
la droga requerida, pueden iniciar o detener la dosificacion segun las condiciones en
las que se encuentren (variaciones de pH, temperatura, humedad, radiacion) y las
caracteristicas de los sistemas pueden adaptarse a la forma de suministro preferida.

Uno de los sistemas que mas se esta desarrollando es del tipo hidrogel, ya que
estos pueden funcionar de forma oral y transdérmica debido a su alta
biocompatibilidad, la cual se debe a sus propiedades hidrofilicas y facil degradacion.
Un hidrogel es una matriz polimérica tridimensional capaz de adsorber liquido, lo cual
ocasiona generalmente un cambio en sus dimensiones y propiedades mecanicas.

Estos son excelentes biomateriales pues imitan eficazmente el tejido vivo al ser suaves
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y gomosos (Matricardi et al, 2016; Hillery et al. 2017). Quimicamente, las cadenas
poliméricas del hidrogel poseen grupos funcionales amino, carboxilo e hidroxilo, dichos
grupos son altamente hidrofilicos y son responsables de la capacidad de un hidrogel
de retener agua en su matriz (Vashist et al., 2013). Se les puede sintetizar en forma
liquida o sdlida, ambas formas retienen liquido, en forma sdlida presentan flexibilidad
o resistencia a la deformacion, estos regresan a su forma inicial al dejar de recibir la
fuerza externa, en forma liquida pueden permitir la difusion de compuestos con forma

salina con mayor facilidad (Hillery et al. 2017).

2.1.1 Clasificacion

Se les puede clasificar primariamente en dos grupos segun las formas en la que
se entrelazan las cadenas poliméricas de la matriz; es un hidrogel quimico o
permanente si las cadenas estan enlazadas por uniones covalentes, o bien, es un
hidrogel fisico o temporal, cuando las cadenas poliméricas se encuentran unidas por
fuerzas intermoleculares como puentes de hidrogeno, fuerzas idnicas o por
compactacion molecular. Segun la fuente de las materias primas que lo conforman se
les puede considerar como sintéticos (ej. PEG, PLGA (poly(lactic-co-glycolic acid))) o
naturales (ej. quitosano, agarosa).

Acorde al tipo de polimerizacion encontramos a los homopolimeros,
compuestos de un unico monémero hidrofilico, a los copolimeros, compuestos de dos
distintos monémeros, pero siendo cuando menos uno hidrofilico, y finalmente los de
red de polimeros interpenetrantes, donde dos redes poliméricas se encuentran
unidas por fuerzas intermoleculares, pudiendo una ser a su vez una red quimica y otra
una red fisica. Basados en su estructura fisica pueden ser amorfos cuando el arreglo
macromolecular no esta ordenado, semiamorfos si existen areas en las que se tiene
un orden macromolecular y otras donde se mantiene un acomodo no ordenado,
finalmente un hidrogel es cristalino cuando se logra un orden continuo en el arreglo

macromolecular de su red.
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De acuerdo a la carga idnica de sus elementos se les puede considerar como
neutros, anioénicos (-), cationicos (+) o anféteros si estos pueden actuar como
acidos o bases (Mishra et al., 2017; Ahmed, 2015).

2.1.2 Propiedades

Una de las principales caracteristicas a tomar en cuenta al momento de sintetizar
un hidrogel es la resistencia mecanica. Esta propiedad estd ampliamente ligada a las
aplicaciones especificas a las que se podra destinar el producto. Generalmente se
evalua en su forma hidratada el médulo de compresion y la tensién de rotura (TS),
se efectua al aplicar una fuerza en incremento constante o por cierto periodo de tiempo
al material, a partir de los datos obtenidos se obtiene una curva creciente de estrés
que entre mas pronunciada sea, mayor el modulo de compresion sera, lo cual se
traduce como una mayor rigidez del hidrogel, el maximo de esta curva establece el
punto de ruptura del material y da inicio a la caida de la curva (Figura 1). En hidrogeles
altamente hidratados generalmente no se obtiene alta resistencia mecanica debido a
la distribucion irregular de puntos de entrelazado, lo que ocasiona una mala disipacion
de las fuerzas aplicadas a la matriz (Matricardi et al, 2016; Hillery et al. 2017).

Strain hardening Necking

Stress, o : |

A : /'
; Ultimate strength
.
Fracture
Yield strength
Rise
Run

Rise
Y ' dulus = Sl = —_

‘oung's modulus ope Run

» Strain, ¢

Figura 1 Curva de fuerza vs tension para materiales. Modificado de Hillery et al. 2017

13



La segunda caracteristica de importancia es el grado de hinchamiento del
hidrogel, lo cual implica el volumen maximo de liquido que puede retener. El agua
puede interaccionar de diferentes maneras con el hidrogel, primariamente puede estar
enlazada a los grupos polares de la red por puentes de hidrogeno o a los iones de
esta por fuerzas electroestaticas, puede no estar unida a las cadenas poliméricas, pero
estara atrapada fisicamente entre la red, y esta podra estar libre en la capa externa
del hidrogel y podra ser removida por centrifugacion. Otro factor que influye en el grado
de hinchamiento es el tipo de cargas que se encuentran en las cadenas poliméricas,
cuando el hidrogel es de tipo catidnico este estara favorecido en condiciones de pH
bajo, por el contrario, un hidrogel aniénico podra absorber mayor volumen de agua en
un pH alto.

El porcentaje de hinchamiento se puede determinar con la siguiente ecuacion:

donde W; indica el peso del hidrogel hidratado, Wy el peso del hidrogel
deshidratado y %S el porcentaje de hinchamiento. A mayor porcentaje, mayor cantidad
de agua estara contenida y por ende mayor sera la difusidon del soluto que se desea
suministrar (Matricardi et al, 2016; Hillery et al. 2017).

Para conocer mas sobre la estructura fisica de un hidrogel es posible realizar
analisis térmico, a través de la calorimetria diferencial de barrido (DSC), técnica que
monitorea los cambios asociados a transiciones de fase y reacciones quimicas en una
muestra en funcidn de la temperatura (T); estos cambios en la muestra son detectados
como flujo de calor (Q). Estos procesos son de indole exotérmica (liberacion de calor,
negativas al flujo) o endotérmica (absorcién de calor, positivas al flujo), y son

representados en un termograma como deformaciones leves o picos (Figura 2).
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Endotérmico

mwW/mg
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Exotérmico

Temperatura °C [ —————m

Figura 2 Esquematizacién de un termograma por DSC clasico. Modificado de Hohne et al., 2003 y
Leyva-Porras C. et al., 2019

Los procesos pueden ser clasificados como de primer orden cuando se tratan de
transiciones de fase (cristalizacion, T¢; fusidn, Tm; condensacion y evaporacion) o
reacciones quimicas (ej. la descomposicién térmica, Tq), las cuales son facilmente
identificables como picos pues involucran la absorcién o liberacion de calor (Figura 2);
por otra parte, los procesos de segundo orden no implican cambios en el calor latente
de la muestra, pues solo existen variaciones de la capacidad calorifica (Cp),
compresibilidad isotérmica (), coeficiente de expansion térmica (a) y Ty (temperatura
de transicion vitrea), estas se identifican como ligeras variaciones en la curva de flujo
de calor (H6hne et al., 2003; Leyva-Porras C. et al., 2019).

Una segunda técnica es el analisis termogravimétrico (TGA), en la cual se
monitorea la pérdida de masa de la muestra en funcién de la temperatura. Su principal
utilidad es para la determinacién de compuestos volatiles, la degradacion de materiales
organicos y en conjunto con DSC, sirve para distinguir con mayor precisiéon los cambios

de fase Tm y Td (Leyva-Porras C. et al., 2019).
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2.1.3 Sistema de liberaciéon
Un DDS debe ser capaz de suministrar una dosis mayor a la concentracion
minima funcional del farmaco en el sitio de accion donde se requiere sin sobrepasar la
maxima concentracion tolerable por el organismo. La concentracion del farmaco en el
sitio de accién estara mediada por la via de administracién empleada, la frecuencia de
suministro y el ritmo de eliminacion de la droga por accién misma del sujeto. Un
hidrogel puede presentar dos tipos de liberacidén del soluto contenido, puede ser de
forma sostenida o prolongada en hidrogeles fisicos y de forma controlada en
hidrogeles quimicos. La liberacion prolongada se caracteriza por una alta liberacion
inicial que va disminuyendo con el tiempo, mientras que en la liberaciéon controlada
la droga es liberada a un ritmo constante predeterminado (Matricardi et al, 2016; Hillery
et al. 2017).
Los mecanismos por los cuales se puede dar la liberacidén de un farmaco son los
siguientes:
eDegradacién: En esta el farmaco se encuentra vinculado a un polimero
de transporte, tal transportador debera erosionarse lentamente para poder
liberar la droga. El polimero podra erosionar capa por capa desde el exterior
al interior, logrando mantener una relacion lineal de masa/volumen, o podra
erosionar uniformemente en la totalidad de su estructura, manteniendo su
volumen y perdiendo masa (Matricardi et al, 2016).
eDifusion: En la cual el farmaco se encuentra dentro de un polimero, a
través del cual debera difundirse para ser liberado. El polimero podra ser una
matriz en la cual la permeacion del agua controlara la liberacion por la apertura
de poros a causa del hinchamiento de la red o por mera osmosis, también podra
actuar como un reservorio, en la cual una membrana de polimero permeable
contendra una solucion del farmaco, esta permitira la entrada de agua y la salida
de solutos (Hillery et al. 2017).
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2.1.4 Modelo de difusion

El proceso de difusion es descrito por la primera ley de Fick:

j=-o()

donde J es el flujo, D es el coeficiente de difusion, C la concentracion del farmaco
y x el area de cobertura. Mientras el polimero contenedor no se disuelva, se puede
asumir que mantiene sus dimensiones constantes durante el proceso de liberacion y
entre mas tiempo se mantenga constante el gradiente de concentracion del soluto, se
podra considerar una liberaciéon constante, tales suposiciones corresponden a un

proceso de liberacion de orden cero:
M = kt
donde M es la cantidad de farmaco liberada, t es el tiempo y k la constante de
liberacion. A partir de esta ultima ecuacion se originan diversos modelos de difusién

aplicables a situaciones especificas, la ecuaciéon de Higuchi describe la liberaciéon de

farmaco por matrices homogéneas o porosas:

= /D2C, Cyt

| =

M €
Q= " = D;(ZCO —eCs)Cst

donde Q=M/A es la cantidad de farmaco liberada por unidad de area, D es el
coeficiente de difusion del farmaco, Co y Cs son la concentracion inicial y de solubilidad

del farmaco en la matriz, ¢ corresponde a la porosidad, T el factor de capilaridad
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tortuosa y t es el tiempo. Este modelo no es de orden cero y puede ser expresado

como:
1
M = ktz

El modelo de Higuchi puede ser aplicado solo a sistemas que no se disuelvan y
donde el coeficiente de difusidn permanezca constante, por lo anterior, la ecuacion

de Korsmeyer-Peppas resolveria la limitante con lo siguiente:

0= M _
M

o)

donde Q es la cantidad farmaco liberado, M., es la cantidad de farmaco en el
estado de equilibrio (muy cercano al total cargado en la matriz inicialmente), M; es la
cantidad liberada en el tiempo t, k es la constante de velocidad de liberacion
(relacionada con las modificaciones estructurales y caracteristicas geométricas de la
matriz) y n es el exponente de liberacion (relativo al mecanismo de liberacion). A esta
ecuacion se le conoce como Ley de Potencia, y puede expresarse logaritmicamente

como:

log M—i= logk + nlogt

o

Es posible clasificar los procesos de difusién acorde al valor de n obtenido (Hillery

et al. 2017; Luciano, 2015):
eCaso | (Fickeano): Con n<0.5, liberacion predominantemente por
difusidon, se alcanza rapidamente el equilibrio de adsorcién en la superficie
expuesta del polimero, por lo que solo se dependera del tiempo de exposicion.
eCaso Il (no Fickeano): Con n=1, liberacién predominantemente por

relajacion de la matriz o hinchamiento, el proceso es de orden cero.
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eTransporte anémalo (no Fickeano): Valores de 0.5<n<1, la liberacion
del farmaco se da por difusion e hinchamiento por igual.

eSuper caso Il (no Fickeano): Valores de n>1, la matriz es fragmentada
por el solvente debido a un incremento de la tension ejercida al nucleo de la

matriz.

2.2 Biopolimeros: polisacaridos naturales para la sintesis de hidrogel
Un polimero es una macromolécula estructuralmente formada por repeticiones

de mondmeros unidos entre si covalentemente, estos pueden ser de origen sintético o
natural (Ololade, 2016; Harsha et al., 2017). Entre los polimeros sintéticos se
encuentran los termoplasticos (polietileno, policloruro de vinilo, politereftalato de
etileno) y elastomeros (cauchos). Dentro los polimeros naturales se hayan los
polisacaridos, proteinas y acidos nucleicos encontrados en todos los seres vivos,
siendo los polisacaridos los de mayor abundancia. Un polisacarido esta formado por
mas de veinte unidades de carbohidratos, ya sean aldosas (glucosa, galactosa) o
cetosas (fructosa). Si estan compuestos por repeticiones de un solo carbohidrato seran
homopolisacaridos (celulosa, quitina, glucégeno y almidén), de lo contrario seran
heteropolisacaridos (como los peptidoglicanos y glucosaminoglicanos); estos
generalmente cumplen funciones de almacenamiento y soporte en los organismos en
los que se encuentran (Ololade, 2016; Harsha et al., 2017). En la Tabla 1 se

ejemplifican algunos polisacaridos de mayor relevancia en organismos Vivos.

Tabla 1. Principales polisacaridos de origen natural.

Compuesto

Origen Estructura

Celulosa

Vegetal
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Las imagenes mostradas fueron tomadas de PubChem (nih.gov)

Los polimeros de origen natural poseen ciertas ventajas que los hacen de
eleccidn predilecta para la sintesis de biomateriales, tales como: no son toxicos, tienen
amplia aceptacion del publico por su origen, son altamente biodegradables, no causan
efectos adversos al medio ambiente, se tienen en muy alta disponibilidad a nivel
mundial y los costos de su extraccion son relativamente muy bajos (Harsha et al.,
2017).

Existen investigaciones sobre las propiedades y capacidades como DDS de
diferentes hidrogeles a base de quitosano, quitina, acido hialurénico, alginato, agarosa,
hidroximetil celulosa, pectina, polimetacrilatos y polivinil-pirrolidina (Boateng et al.,
2007; Garazi et al., 2015; Medina-Torres et al., 2003). Estudios sobre la liberacion de

farmacos antiinflamatorios en tabletas con HPMC demostraron una mayor retencion
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del farmaco a mayor viscosidad y a mayor area de superficie de contacto en la tableta
con el medio ya que el mecanismo de liberacion se da por erosion de la matriz, lo
anterior es andlogo a estudios de peliculas de hidrogel que contienen HPMC
mostrando una excelente permeabilidad en peliculas de 40 uym a 120 ym, un grado de
hinchamiento de 4 a 50 veces su peso seco y degradacion en agua desde una hora
hasta un mes (Kamel et al., 2008; Guohou et al., 2018). En cuanto a quitosano, existe
una inmensidad de estudios sobre encapsulacion de compuestos, parches para
tratamiento de heridas y DDS; es posiblemente el compuesto mas estudiado en las
ultimas dos décadas (Liu et al., 2018). Recientemente Neufeld en 2018 logré
exitosamente la caracterizacién de un hidrogel de quitosano-pectina para la liberacién
de progesterona, logrando liberacion de 80-100% del farmaco en 24 h dependiendo
de la proporcion de los mondmeros; Mukherjee igualmente en 2018, evalu6 el efecto
en la cicatrizaciéon epidérmica en modelos murinos con hidrogel de quitosano-PVA-

alginato logrando una mejoria de hasta un 20% frente al control.

2.3 Fitoquimica: las plantas como fuente de compuestos bioactivos
El reino Plantae o vegetal cuenta actualmente con mas de 370,000 especies

descritas; a lo largo del desarrollo de la humanidad las plantas jugaron el rol mas
importante, pues fue gracias a ellas que el hombre pudo proveerse alimento sin
necesidad de salir a buscarlo a grandes distancias a través de la caza de animales,
pues adoptaron la agricultura como sistema para proveerse alimento y asi fue que el
hombre paso a ser sedentario, lo que llevo a establecer las grandes urbes donde se
forjaron avances tecnologicos y humanisticos que nos llevaron a la época actual.
Aunque el principal atractivo de las especies vegetales es el de servir como alimento,
estas también son fuente de materiales para la fabricacion de herramientas,
edificaciones y vestimenta, pues se aprovechan sus caracteristicas fisicas para tales
fines, pero hay una aplicacién casi tan importante como servir de alimento, su utilidad
terapéutica. La utilizacion de plantas o partes de ellas con fines terapéuticos inicié de
forma rustica al solo atribuirseles efectos benéficos para dolencias especificas o

incluso efectos nocivos, fue hasta el desarrollo y avance de la quimica como ciencia
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formal, que se logro identificar y aislar las sustancias responsables de tales efectos de
importancia bioldgica, justo por esto se inicio la investigacion fitoquimica y el desarrollo
de farmacos con las sustancias extraidas de fuentes vegetales.

La fitoquimica es la ciencia encargada del estudio de los compuestos quimicos
que se encuentran en las especies vegetales. Esta abarca el aislamiento,
caracterizacion y rastreo del origen metabdlico de dichos compuestos fitoquimicos
(Crozier et al., 2006; Cseke et al., 2006; Harbone, 1973). Por mucho tiempo estos
fitoquimicos fueron la principal fuente para la sintesis de farmacos, se cree que al
menos 500 farmacos provienen en cierto modo de fuentes vegetales.
Académicamente, a la gran mayoria de estos compuestos con actividad farmacoldgica
se les ubica y clasifica dentro de un grupo denominado como metabolitos
secundarios, pues son producto del metabolismo secundario de los vegetales. Un
metabolito es una sustancia con actividad biolégica dentro del organismo, pueden ser
primarios cuando estan implicados directamente en los procesos de crecimiento,
desarrollo y reproduccion (proteinas, carbohidratos, acidos nucleicos y lipidos) o
secundarios si no estan implicados directamente en el soporte de la vida, sin embargo,
se involucran en funciones complementarias como lo es la defensa ante depredadores,
la atraccion de polinizadores vy la resistencia a ambientes adversos (Crozier et al.,
2006; Cseke et al., 2006; Harbone, 1973).

2.3.1 Clasificacion de metabolitos vegetales
Se pueden clasificar en grandes grupos acorde a su estructura quimica u origen
metabdlico, estos son: acidos grasos y derivados, aromaticos, carbohidratos, aminas
y alcaloides, aminoacidos y proteinas, nucleétidos y acidos nucleicos (Crozier et al.,
2006; Cseke et al., 2006; Harbone, 1973), en seguida se describe a grandes rasgos

las caracteristicas distintivas de dichos grupos:

% Acidos grasos y derivados: Son &cidos carboxilicos (-COOH) con
largas cadenas de hidrocarburos (ej. acido palmitico, acido araquidonico, acido

linoleico) que generalmente cumplen funciones de almacén de energia y formacion
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de membranas (Figura 3), en este se encuentran los hidrocarburos simples,
funcionalizados y terpenos, los cuales se describen a continuacion:
> Hidrocarburos: Son cadenas simples de atomos de carbono e
hidrogeno, estos pueden ser saturados si poseen enlaces simples (CnHzn+2) O
insaturados cuando presentan enlaces dobles (CnH2n) o triples (CnH2n-2), son
altamente insolubles en agua, los hidrocarburos saturados se encuentran
comunmente en forma de ceras recubriendo hojas y frutos (ej. n-nonacosano),
por su parte el etileno es el hidrocarburo saturado de mayor abundancia e
importancia pues interviene en escision de hojas y maduracion de frutos.
> Hidrocarburos funcionalizados: Estos contienen en su cadena
elementos halogenos (F, Cl, Br, I; e]. laurencina), grupos hidroxilo (-OH; ej. cis-
3-hexen-1-ol), sulfuro (S%; ej. glucosinolatos), grupos carbonilos (R-C=0; e;.
citral), grupos cetona (R2-C=0), grupo éster (R-COO-R; ej. butirato de etilo).

/\/\/\/\/\/\/\)J\ acido araquiddnico
Acido palmitico w

CH,

SN 0
L/\/OH . CHS/\)LO/\CHS

Cis-3-hexenol Butirato de etilo

Cltral

laurencin

Figura 3 Acidos grasos y derivados. Las imagenes mostradas fueron tomadas de Cseke et al., 2006.

> Terpenos: Son un grupo conformado por compuestos cuya
estructura esta basada en unidades de 2-metilbutano (Figura 4), provienen del
isopentil-difosfato obtenido a través de la ruta del acido mevalénico (MVA) o
desoxi-D-xilulosa (DOX). Estos pueden actuar como hormonas (giberelinas),

insecticidas, herbicidas y atrayentes de polinizadores. Se subclasifican en
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hemiterpenos (Cs), monoterpenos (C1o), sesquiterpenos (Ci1s), diterpenos (C2o),

sesquiterpenos (Czs), triterpenos (Cao) y carotenoides (Cao).

CH,
0O._.0OH
Jo. 8 % oH
O—P—-0—p—0H NP
] A HO
o O o
Isopentil difosfato H,C” CH,

Acido abscisico

Mentol

au3josea-n

COOH

Acido giberélico

Figura 4 Terpenos de importancia. Las imagenes mostradas fueron tomadas de Cseke et al., 2006.

X/

s Aromaticos: Son un extenso grupo de compuestos conformados por un

anillo aromatico ligado un hidroxilo (-OH). Tienden a ser solubles en agua pues se

encuentran frecuentemente conjugados con azucares y son en parte responsables

de la coloracion, aroma y sabor de las plantas (Figura 5), en estos se encuentran
los fenoles simples, fenilpropanoides, flavonoides y taninos.

> Fenoles simples: Son monémeros de polifenoles (ej. acido galico,

acido salicilico, acido vinilico y catecol); se encuentran comunmente ligados a

la lignina y se liberan por hidrolisis acida de los tejidos vegetales.
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> Fenilpropanoides: Formados por una cadena de tres carbonos
unidos al fenol (ej. acido cafeico, eugenol). Se derivan de la fenilalanina, los
mas importantes son los &acidos hidroxicindmicos, pues intervienen en la
resistencia a enfermedades, confieren gran parte del aroma de las plantas.

> Flavonoides: Formados por dos anillos de benceno unidos por
una unidad de propano, estos se originan a partir de la flavona. Se subdividen
en flavonas, flavononas, isoflavonas, flavonoles, calconas y antocianinas (ej.
quercetina, rotenona). Las antocianinas son el grupo principal que da las
tonalidades rojas.

> Taninos: Son oligémeros formados por multiples grupos fendlicos,
les dan sabor amargo a los tejidos vegetales. Se subdividen en condensados

de flavonoles o hidrolizados (azucar con acido galico).

O, ,OH (0] OH
©\)LOH h
HO OH OH
OH Ao~ e
o - Acido salicilico Catecol
acido galico

(o] OH

OH
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o U '
Q
" OH Hg (o] (o] @
o]
OH © HO™ ¥

hesperidin
rotenone O"‘-_ neohesperidin
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geraniin

Figura 5 Compuestos aromaticos de importancia. Las imagenes mostradas fueron tomadas de Cseke et al.,
2006.

o,

« Carbohidratos: Son producto primario de la fotosintesis y la principal
fuente de energia en plantas. Son compuestos poli-hidroxilados altamente solubles
en agua, presentan la composicién general CnH2rOn, comunmente se almacenan
en forma de celulosa y almidon a base de mondmeros de sacarosa, su segunda
funcion de importancia es el hacer mas hidrosolubles el resto de metabolitos
mediante la formacion de glucosidos de terpenos, fenoles y alcaloides (Figura 6).
Se subdividen en monosacaridos y polisacaridos.

> Monosacaridos: Presentan un unico grupo aldehido (aldosas, €j.

glucosa, xilosa) o cetona (cetosas, €j. ribulosa, fructosa).

> Polisacaridos: Son carbohidratos de alto peso molecular,

provenientes de la union de largas cadenas de monosacaridos (ej. celulosa,

colageno).
CH20H
H Ao CHOH
OH H o H HO
HO CH:OH H
OH OH H HO g
H
sacarosa _O

Oleandrina
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o CHO0H OH
CH,0H OH CH,OH
Celulosa

Figura 6 Carbohidratos. Las imagenes mostradas fueron tomadas de Cseke et al., 2006.

% Aminas y alcaloides: Son compuestos en los que esta presente el
nitrogeno, son altamente volatiles (Figura 7) y se subdividen en alifaticas,
aromaticas y alcaloides.

> Aminas alifaticas: Comprenden aminas primarias (monoaminas)
desde la metilamina hasta la hexilamina, se incluyen poliaminas como
putrescina y espermina, son generalmente responsables del aroma a
putrefaccion de algunas plantas pues es utilizado para atraer algunos insectos.

> Aminas aromaticas: Son compuestos con nitrégeno dentro un
anillo de benceno, son conocidas por sus efectos psicoactivos en animales (ej.
mescalina, serotonina).

> Alcaloides: Son compuestos derivados de aminoacidos
(principalmente fenilalanina, tirosina y tript6fano) que contienen uno o mas
atomos de nitrdgeno en forma heterociclica, son el grupo con mayor actividad
farmacolégica. Con efectos psicoactivos se encuentra la morfina, cocaina y

atropina, con efectos mas moderados la cafeina y nicotina.

NH
HzN C H3 H2N St H?N/\/\N/\/\/;{I\/\/NHz
- H

Putrescina Espermina

Metilamina
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Figura 7 Aminas y alcaloides de importancia. Las imagenes mostradas fueron tomadas de Cseke et al., 2006.

2.3.2 Técnicas de identificacion: screening fitoquimico y espectroscopias

El proceso de analisis fitoquimico dependera de la naturaleza de la muestra a
analizar, primeramente, se debe determinar la solubilidad en solventes polares
(sustancias generalmente ricas en grupos -OH) o apolares; para los fines del presente
trabajo se hablara de técnicas aplicables a sustancias solubles en agua (solvente
polar). Las pruebas de analisis basicas se llevan a cabo mediante reacciones quimicas
colorimétricas y analisis espectroscdpicos, concretamente la absorcién o transmision
de energia a determinadas longitudes de onda del espectro electromagnético.

Las pruebas colorimétricas basicas se basan en las caracteristicas quimicas de
cada grupo de compuestos fitoquimicos y su capacidad para reaccionar con agentes
reductores u oxidantes en medio liquido, dando como resultado cambios de color en
la solucion, formacién de precipitados, emisién de gases, algunos de los cuales
pueden ser cuantificados por medio de equipos espectrofotométricos en longitudes de
onda pertenecientes a la radiacion ultra violeta (UV) y luz visible (Harbone, 1973).

La espectrofotometria ultravioleta-visible (UV-vis), aprovecha la capacidad de las
sustancias de absorber energia a determinada longitud de onda, la region del espectro

que abarca dicha técnica corresponde desde los 190 nm hasta los 800 nm.
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Esta técnica se considera cuantitativa pues es posible relacionar el valor de la
absorbancia (A) con el de la concentracion (c) de la sustancia, para tal fin se aplica la

ley de Beer-Lambert:
A = ¢ebc

donde ¢ es el coeficiente de absorcién y b la longitud recorrida por el haz de luz.
Dado a que la medida de la celda cuadrada de cuarzo esta estandarizadaa 1 cmy a
la similitud con la ecuacién ordinaria de la recta, puede expresarse como:

y=mx+b

Al graficar la absorbancia obtenida de un gradiente de concentracion de la

sustancia a analizar o un patrén equivalente (Figura 8), podemos obtener el coeficiente

de absorcion de la muestra (m) a una longitud dada y la concentracion (x)

correspondiente a cada valor de absorbancia (y), siendo b una constante de ajuste.

Fenoles Totales - Acido galico

y =0.0015x-0.0157
R? =0.9993

Absorbancia
o
o

0 200 400 600 800 1000 1200
Concentracion uM

Figura 8 Curva patrén de absorbancia vs concentracion.
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Es posible identificar el grupo quimico al que puede pertenecer una muestra,
principalmente sustancias puras pueden presentar multiples bandas de absorcion en

el espectro UV-vis, acorde a la estructura quimica de la muestra.

2.4 Botanica y fitoquimica de Opuntia ficus-indica
El género opuntia esta ampliamente distribuido en México, siendo nuestro pais

el de mayor riqueza bioldgica de tal género. Desde tiempos prehispanicos se cultivan
principalmente las especies O. ficus-indica, O. xoconoxtle, O. megacantha y O.
streptacantha, siendo la primera la cactdcea mas importante en México y el mundo,
debido a su uso como alimento humano y forraje. O. ficus-indica es una planta
arbustiva, presenta cladodios verdes semi-ovalados y alargados de hasta 50 cm de
longitud, tiene areolas separadas con un par de espinas curveadas, siendo mas
gruesos en la base y mas delgados en la corona; sus frutos poseen pulpa rica en
azucares y abundante agua, crecen directamente del pericarpelo de floracién, sus
tépalos pueden ser amarillos o anaranjados (Figura 9). Es el resultado de la seleccion
humana iniciada hace aproximadamente 8000 afos, su nombre comun, nopal,

proviene del nahuatl “Nopalli”.

E&Mm

Figura 9 Opuntia ficus-indica. La imagen mostrada fue tomada de Naturalista.mx

Los cladodios del nopal son ricos en un polisacarido a base de ramosa,
arabinosa, galactosa, xilosa y acido galacturonico (Sepulveda et al., 2007), se le

conoce como mucilago, se almacena en células mucilaginosas del parénquima,
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presentandose a mayores concentraciones en cladodios de mediana edad (2 afios).
Tiene la principal funcidon de retener agua, por ello es de importancia en la industria
alimenticia y recientemente se inicia la investigacién para su uso en formulaciones
farmacéuticas gracias a sus propiedades viscosas.

Aun no estd ampliamente estudiada la efectividad del uso de mucilago como
componente en la sintesis de hidrogel (Saenz et al., 2004). Se reportd la
microencapsulacion de acido galico, un compuesto de tipo fendlico de origen natural,
en micro esferas de mucilago de nopal (en forma de polvo) como una alternativa de
uso para aditivos en alimentos funcionalizados (Medina-Torres et al., 2013). Existe el
estudio sobre la sintesis de peliculas de mucilago plastificadas con glicerina, sorbitol
y PEG 200/400 con la finalidad de ser comestibles, reportandose un 35-58% de
solubilidad, siendo aquellas que contienen glicerina las mas aptas para consumo (Rim
et al., 2018).

2.5 Botanica y fitoquimica de Buddleja cordata
Las especies del género Buddleja comprenden alrededor de 100 especies

arbodreas y arbustivas, el 50% crece en el continente americano y en México existen
aproximadamente 15 especies (Romero et al., 2003). Son promisorias para su uso en
sistemas silvopastoriles, se utilizan como forrajeras y ademas tienen diversos usos
medicinales; en particular, B. cordata, B. nitida y B. skutckii se emplean en las
construcciones rurales, como combustible y para fabricar herramientas. Las especies
de Buddleja como forrajeras tienen la ventaja de ser perennifolias (Deneb et al., 2009).

Buddleja cordata es un arbol de 1 a 20 m de altura con tronco de 10 a 45 cm de
diametro en la base, corteza rugosa de color café a negruzca con ramas jévenes
cuadrangulares (Figura 10). Se encuentra ampliamente distribuido en Meéxico,
principalmente en el altiplano, extendiéndose hasta Guatemala. Se desarrolla en una
gran variedad de habitats, sobre todo en lugares con vegetacion secundaria, parcelas
de cultivo y ambientes urbanos, tanto en Guanajuato, como en Querétaro y en el norte
de Michoacan (Deneb et al., 2009). Tolera condiciones de sequia, por lo que puede

desarrollarse en suelos erosionados y a altitudes de 1500 a 3200 m (Romero et al.,
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2003). Se reconocen tres subespecies, las cuales se diferencian por el tipo de
pubescencia en el envés de sus hojas, por el color de sus flores y el tamafo de sus

inflorescencias.

Figura 10 Buddleja cordata. La imagen mostrada fue tomada de Naturalista.mx

Esta especie se conoce popularmente como tepozan, y se le atribuyen
propiedades analgésicas, eupépticas, diuréticas y antisépticas, de los cuales estudios
fisicoquimicos de semillas, hojas, corteza y raiz han demostrado sus propiedades
bactericidas y amebicidas (Romero et al., 2003). Algunas comunidades indigenas han
utilizado topicamente macerados de las hojas de esta planta para tratar tumores,
abscesos, llagas y quemaduras. Estudios quimicos sobre esta planta identificaron
flavonoides bioactivos, sesquiterpeniodes antifungicos, feniletanoides
antimicobacteriano y fenilpropanoides antibacteriales. El género Buddleja sintetiza
particularmente linarina y verbascésido, los cuales reportan una absorcion maxima a
de 291nm y 334nm en longitud de onda respectivamente, y del cual se ha reportado
propiedad antioxidante y fotoprotectora para el verbascdsido y antiinflamatoria para
linarina (Avila et al. 2014).
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2.5.1 Verbascoésido

También se le conoce como kusaginin y acteoside (Figura 11); se encuentra entre
los mas abundantes de los ésteres disacaridos de cafeoilo. El verbascosido se ha
detectado principalmente en las especies Verbascum, pero también se ha encontrado
en mas de 200 especies de plantas, dentro de todos los érganos de estas plantas y
también se ha reportado su presencia en desechos de la produccion de aceites
comestibles de olivo. Posee capacidad antiinflamatoria por la inhibicion de histamina y
acido araquidénico liberados por las células bajo estrés inflamatorio, dicha actividad
depende de la presencia de Ca?* y la correlacion de la inhibicidén de la fosfolipasa A2

en alergias de tipo | y de la el 6xido nitrico sintasa (Kalina et al., 2014).
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Figura 11 Estructura molecular del verbascoésido. (C29H36015) PM=624.588 g/mol. La imagen mostrada
fue tomada de PubChem (nih.gov)

2.5.2 Biodisponibilidad y absorcion del verbascésido.

El efecto sistematico de los polifenoles en plantas depende de la biodisponibilidad
de estos a través de las paredes gastrointestinales. Numerosos estudios han resultado
en un rango de concentraciones yM a mM en plantas y al ser ingeridos no excederian
el orden nM en el plasma sanguineo. Estos polifenoles son digeridos por la microbiota
local del colon y son facilmente absorbidos por el sistema circulatorio (con un maximo
de concentracion del verbascosido en el plasma a los 15 minutos de la ingesta en
ratas), donde llegan subsecuentemente a los tejidos blanco donde ejerceran sus
efectos terapéuticos (Kalina et al., 2014).

Estudios realizados por Avila Acevedo sobre el efecto de extractos de B. cordata

contra danos la piel por UV, mediante técnica de extraccion de piel con cinta para
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ratones, report6 una absorcion cutdanea de 33.4 pg/cm? de un extracto con
verbascésido y linarina. En puercos también se ha reportado una absorcién por la piel
de 0.27 nmol/cm? (Avila et al. 2014).

La biodisponibilidad de los polifenoles en el tracto digestivo depende de su
tamafio molecular, su grado de polimerizacién y su nivel de solubilidad. Se presume
que la facilidad de absorcién del verbascésido es similar al de la catequina y diversos
flavonoides, mientras que es de mayor dificultad su absorcién por via cutanea, para lo
cual se sugiere el uso de liposomas o lipogeles (Kalina et al., 2014).

En estudios adicionales para extractos de cultivos celulares de B. cordata, se
demostré: actividad antiinflamatoria in vivo a una dosis de 250 mg/kg en un modelo
murino para la inflamacioén aguda y crénica, sin generar toxicidad a una dosis de 2 g/kg
(Gutiérrez-Rebolledo et al., 2018, 2019); actividad fotoprotectora contra radiacién UV-
B en cultivos celulares de fibroblastos 3T3 swiss, obteniendo una viabilidad celular del
73% con una concentracion de extracto crudo de 2.5 g/L (Gomez, 2018); efecto
nefroprotector en células pancreaticas de ratones diabéticos con dosis diarias de
300mg/Kg por 30 dias sin mostrar un efecto hipoglucemiante (Pichardo, 2018); efecto
antibacteriano contra Sthaphylococcus aureus resistente a meticilina (SARM) con una
inhibicién celular de 23.3 % a una concentracion de extracto crudo de 64 pg/ml
(Cejudo, 2019).
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3. JUSTIFICACION

Actualmente existe una infinidad de farmacos, sin embargo, muchos de ellos
pueden presentar biodisponibilidad ineficiente, una rapida absorcion, efectos
secundarios adversos que pueden incluir hepatotoxicidad o ser ineficaces como
antibioticos por la resistencia generada en microorganismos. Ante ello, la industria
farmacéutica tiene el reto de producir nuevas formulaciones que sean efectivas y con
el menor efecto adverso, por lo que se esta poniendo un gran interés a la liberacién
controlada de principios activos basandose en moléculas derivadas de plantas (Wang
et al., 2016; Sougata et al., 2017). Como un derivado vegetal, emplear al mucilago de
nopal como excipiente en la liberacién controlada de principios activos para el
tratamiento de enfermedades o heridas, esta principalmente asociado a sus
propiedades quimicas, su bajo costo de obtencidén, ademas, es un polimero no toxico
y posee una buena capacidad de retenciéon de agua (Prajapati et al., 2013; Immene et
al., 2015). El mucilago actualmente se utiliza como aditivo en alimentos y en la sintesis
de articulos desechables biodegradables. En el presente trabajo se propone el uso de
mucilago, quitosano e hipromelosa para sintetizar hidrogel, con lo que se espera
obtener un DDS de facil fabricacion, de origen natural y libre de sustancias toxicas que
lo diferenciaran positivamente de DDS existentes cuyos procesos de fabricacién llegan
a ser costosos, y elaborados con materiales sintéticos y toxicos. Para probar el
desempeno del hidrogel propuesto, se evaluara su capacidad para liberar al extracto
del cultivo celular de B. cordata, el cual representa una fuente de compuestos
bioactivos, tal como el verbascésido, que podria representar una alternativa para la
problematica farmacologica planteada inicialmente (Espinoza-Gonzalez et al., 2016;
Avila Acevedo et al., 2014, 1999). La implementacion de un DDS para administrar un
extracto del cultivo celular de B. cordata, el cual contiene en alta concentracion

verbascésido, podria representar una alternativa para administrase prolongadamente.

36



4. HIPOTESIS

Diferentes combinaciones de quitosano, hipromelosa y mucilago de O. ficus-
indica permitiran la sintesis de hidrogel con propiedades en su matriz que los hara
capaces de actuar como un sistema de liberacion prolongada del extracto de un cultivo

celular de B. cordata.
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5. OBJETIVOS

5.1 General
° Evaluar la liberacion prolongada de un extracto de un cultivo

celular de B. cordata con diferentes hidrogeles sintetizados a partir de

combinaciones de quitosano, hipromelosa y mucilago de O. ficus indica.

5.2 Particulares
° Establecer un método para la obtencion del mucilago de O. ficus-

indica y del extracto crudo del cultivo celular de B. cordata, y un método para la
sintesis de hidrogel.

° Caracterizar fitoquimicamente el extracto a fin de corroborar la
presencia de compuestos de tipo fendlico, grupo al que pertenece el
verbascosido.

° Caracterizar fisicoquimicamente cada hidrogel sintetizado
mediante técnicas termogravimétricas y espectroscopicas.

° A partir de la liberacion del extracto del cultivo celular de B.
cordata, determinar el modelo de difusion de cada hidrogel sintetizado, asi como

comparar estadisticamente la eficiencia de liberacion.
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6. METODOLOGIA

6.1 Obtencién del material vegetal
Se adquirieron cladodios comestibles de O. ficus-indica en el mercado Juarez de

la ciudad de Toluca en el mes de abril de 2019, con medidas aproximadas de 20 cm
de longitud y 1 cm de grosor. Las espinas fueron removidas previamente al proceso
de obtencién de mucilago. Los cultivos celulares de B. cordata fueron donados como
biomasa seca por el Centro de Investigacion de Recursos Bidticos (CIRB) de la

facultad de ciencias, UAEMex.

6.1.1 Obtencion del extracto de B. cordata

Se utilizo biomasa seca de cultivo celular para su extraccién con metanol. A 500
mL de metanol grado HPLC se anadié 1 g de biomasa, la preparacion fue agitada por
20 minutos con un ultrasonicador (SJIA-950W) a una temperatura de 60 °C. El solvente
de la preparacién fue filtrado con una membrana de tamafio de poro de 0.22 um,
después se procedio con centrifugado a 2600 RCF (fuerza centrifuga relativa) por 10
minutos, seguidamente se decantd el solvente. El extracto fue concentrado por
evaporacion con ayuda de un rotavapor (BUCHI R-3), a un volumen final de 25 mL,
posteriormente fue nuevamente centrifugado para eliminar el resto de solidos
suspendidos. El extracto liquido fue repartido en tubos Eppendorf de 1.5 mL para
eliminar el solvente en una mufla a 60 °C por 24 h, el extracto crudo obtenido se

almaceno en oscuridad a temperatura ambiente.

6.1.2 Extraccion de mucilago

Los cladodios fueron licuados, se agregdé agua destilada a la masa resultante
(proporcion 1:6 v/v). Después de ser homogenizada, la mezcla se dejo reposar 24 h a
una temperatura de 6 °C para lograr precipitar los residuos vegetales de mayor
tamano, se decanto el liquido cristalino para centrifugarse a 2000 RCF por un periodo
de 5 minutos. Posteriormente, se anadio etanol (al 96 % de pureza) al liquido filtrado

bajo la proporcion 1:2.5 v/v para obtener una solucién de nopal:etanol respectivamente
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(ambas partes a 4 °C). Se continuo con agitacion manual para insolubilizar el mucilago.
Se procedi6 a realizar la decantacion del medio acuoso para recuperar los precipitados
de mucilago, los cuales se deshidrataron en mufla a 50 °C por 24 h. Una vez seco, se
pulverizé y almacend a temperatura ambiente. Se evalué el rendimiento de la
extraccion de mucilago de cladodios de nopal comestibles de 2-4 meses de desarrollo,
acorde al porcentaje en masa de mucilago correspondiente a la biomasa total

procesada de nopales.

6.2 Caracterizacion fitoquimica cualitativa del extracto de B. cordata

6.2.1 Prueba de fenoles
A 500 pL de extracto resuspendido en agua destilada se adicioné 1-3 gotas de
solucion de cloruro férrico al 1 %. Una prueba positiva debera dar una tonalidad

obscura.

6.2.2 Prueba de diterpenos
A 500 pL de extracto resuspendido en agua destilada se adicion6 2-4 gotas de
solucién de acetato cuprico al 1%. Una prueba positiva debera dar una coloracion

verde intensa.

6.2.3 Prueba de triterpenos-esteroles (prueba de Salkowski y Lieberman —
Burchardt)

A 500 pL de extracto resuspendido en cloroformo se agregé 3-5 gotas de acido
sulfurico concentrado y se agité vigorosamente, una prueba positiva presenta una capa
amarilla persistente. A 500 pL de extracto resuspendido en cloroformo se agregoé 3-5
gotas de acido acético y 250 uL de acido sulfurico concentrado, una prueba positiva

presentara una capa roja en la interfase.
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6.2.4 Prueba de saponinas (prueba de espuma)
Para esto 1 mL de extracto resuspendido en agua se agité vigorosamente por 5
minutos, la formacion de espuma persistente es indicativo de existencia de saponinas

en la muestra.

6.2.6 Prueba de alcaloides (prueba de Dragendorft)

A 500 uL de extracto resuspendido en agua destilada se adicion6 1-3 gotas de
solucion de Dragendorff. Una prueba positiva debe dar turbidez o precipitado
marron/rojizo.

*** Preparacion solucion stock Dragendorff: Solucién con 1.7 g de oxinitrato
de bismuto, 80 mL de agua destilada, 20 mL de acido acético glacial; se agrega 100
mL de solucién de loduro de potasio 50 % p/v y se agita hasta homogenizar totalmente.
*** Preparacion solucion activa Dragendorff: 100 mL de solucién stock se
mezcldé con 200 mL de acido acético glacial y se aforé a un volumen de 1 L con agua

destilada.

6.2.7 Prueba de péptidos (prueba de Biuret)
A 1 mL de extracto resuspendido en agua destilada se agrego 8 gotas de reactivo
de Biuret. Una prueba positiva resulta en una coloracién rosada.
***  Preparacion de reactivo de Biuret: 1.5 g de sulfato cuprico
pentahidratado, 6 g de tartrato de sodio-potasio tetrahidratado se diluyeron en 500 mL
de agua destilada; se agreg6é 300 mL de solucién de hidroxido de sodio al 10% y se

afor6a 1 L.

6.2.8 Prueba de azucares reductores (prueba de Fehling)

A 500 pL de extracto resuspendido en agua destilada se adiciond 125 uL de
reactivo de Fehling Ay 125 pL de Fehling B, la mezcla fue homogenizada y llevada a
bafio maria por 5 minutos. Una prueba positiva presenta precipitado rojo.

*** Preparacion Fehling A: Se diluyo 70 g de sulfato de cobre en 200 mL de
agua destilada, se agregd 1 mL de acido sulfurico concentrado y se aforé a 1 L.

41



*** Preparacion Fehling B: Se diluyo 352 g de tartrato de sodio-potasio y 154

g de hidréxido de sodio en 200 mL de agua destilada, se aforé a 1 L.

6.2.9 Espectrometria de absorcién UV-Vis

Una muestra de extracto crudo seco fue resuspendida en agua para su analisis
en espectrofotometro (Shimadzu UV-2600) en el intervalo de longitud de onda de 200
nm a 600 nm. Se monitoreo la absorcion del extracto a la longitud de onda
comprendida entre los 260-340 nm, ya que se ha reportado que los compuestos de
tipo fendlico, verbascdsido y linarina, presentan maxima absorcion a los 320 y 330 nm,

esto como indicativo de la presencia probable de dichos compuestos.

6.3 Caracterizacion fitoquimica cuantitativa del extracto de B. cordata

6.3.1 Determinacion del contenido de fenoles totales

Se empleo la técnica de Folin-Ciocalteu, para ello una muestra de extracto crudo
seco de peso conocido fue diluida en 10 mL de agua destilada. A 500 uL de la muestra
diluida se agregaron a 3.75 mL de agua destilada y 250 uL de reactivo Folin-Ciocalteu,
posteriormente se agregd 500 uL de solucién de carbonato de sodio al 20% y se agitd
vigorosamente. La mezcla fue mantenida a temperatura ambiente (18-22 °C) en
oscuridad por 1 h, al finalizar, a la muestra se le midi6 la absorbancia en
espectrofotometro UV-Vis a una longitud de onda de 725 nm. La solucioén blanco fue
preparada de igual manera sustituyendo la muestra por agua destilada. Se creo una
curva patron de la prueba con acido galico a partir de diferentes concentraciones (100-
1000 uM), con la cual se obtuvo la ecuaciéon (y = 0.0015x - 0.0157, R?=0.9993) para
expresar el contenido de fenoles totales en el extracto como mg equivalente de acido

galico por gramo de extracto (mg GAE/g Ex).
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6.3.2 Determinacion del contenido de fenilpropanoides totales (orto-di y
orto-tri fenoles)

El método utilizado fue el de Arnow para catecol; para ello una muestra de
extracto crudo seco de peso conocido fue diluida en 2 mL de agua destilada. A 300 uL
de la dilucién se adicionaron a 600 uL de reactivo de Arnow, se mezclé y dejo reposar
por 5 minutos, posteriormente se adicion6 600 pL de solucién de hidroxido de sodio 2
Ny 1.5 mL de agua destilada. Esta mezcla se agité y se dejo reposar por 30 minutos
en oscuridad. Posteriormente, se midié su absorbancia en espectrofotometro UV-Vis
a 520 nm. La solucién blanco se preparé de la misma forma sustituyendo la muestra
por agua destilada, se cred una curva patrén de la prueba con verbascosido a
diferentes concentraciones (250-4000 uyM), con la cual se obtuvo la ecuacion (y =
0.0005x + 0.0449, R?= 1) para expresar el contenido de fenilpropanoides totales en el

extracto como mg equivalentes de verbascésido por gramo de extracto (mg VE/g EXx).

6.3.3 Determinacion del contenido de flavonoides totales

La metodologia seguida fue del método de tricloruro de aluminio, para ello una
muestra de extracto crudo seco de peso conocido fue diluida en 2 mL de agua
destilada. 1.5 mL de extracto diluido fue mezclado con 1.5 mL de solucion de tricloruro
de aluminio al 2 % en metanol. La mezcla se agit6é y se dejo reposar por 10 minutos
en oscuridad, posteriormente se analizd su absorbancia en espectrofotémetro UV-Vis
a 415 nm. La solucion blanco fue preparada de igual forma sustituyendo la muestra
por agua destilada, se cred una curva patron de la prueba con quercetina a diferentes
concentraciones (1-660 uM), con la cual se obtuvo la ecuacion (y = 0.0032x - 0.0049,
R? = 0.9981) para expresar el contenido de flavonoides totales en el extracto como mg

equivalente de quercetina por gramo de extracto (mg QE/g Ex).

6.3.4 Determinacion del potencial antioxidante
Una muestra de extracto crudo seco de peso conocido fue diluida en 10 mL de
agua destilada, 500 uyL de la dilucidon se agregaron a 3 mL de solucion 0.1 mM de

DPPH en metanol, la mezcla se dej6 reposar por 45 minutos a temperatura ambiente
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en oscuridad. Se midié la absorbancia en espectrofotometro UV-Vis a 515 nm y se
crearon dos curvas patron de la prueba con trolox y acido galico a diferentes
concentraciones (25-200 uM y 30-80 uM, respectivamente), con la cual se obtuvieron
las ecuaciones (y = -0.0083x + 0.8711, R? = 0.9987; y = -0.0032x + 0.9837, R? = 0.999)
para expresar la capacidad antioxidante del extracto como mg equivalentes de

trolox/acido galico por gramo de extracto (mg TE/g Ex / mg GAE/g EXx).

6.4 Caracterizacion fisicoquimica del mucilago y del extracto

6.4.1 Analisis elemental C-H-N-S

Se analizé una muestra (1-3 mg) del extracto crudo seco de B. cordata y del
mucilago seco del nopal en un analizador elemental por combustiéon (Vario Micro
Cube). La presencia de nitrégeno puede indicar la existencia de compuestos como
alcaloides, proteinas, aminoacidos, o algun otro compuesto nitrogenado, mientras la
presencia de azufre indica la posible existencia de compuestos tales como
glucosinolatos o residuos de cisteina y metionina. Los valores obtenidos para cada
elemento se expresan como un porcentaje de la masa total de la muestra analizada,

esta prueba es cuantitativa.

6.4.2 Analisis termogravimétrico (TGA) y calorimetria de barrido
diferencial (DSC)

Se analiz6 una muestra del extracto crudo y del mucilago en un analizador
térmico (Netzsch STA 449 F3 Jupiter), con una rampa de temperatura de 10 °C/min en
el rango 30 °C a 400 °C, esto con el fin de conocer su estabilidad, nivel de
descomposicion y posibles cambios fisicos o quimicos existentes acorde a un
gradiente de temperatura de estos materiales previo a su inclusién en un hidrogel. Los
valores obtenidos se expresaron como -1:1 mW/mg vs °C para el termograma DSC y

cémo % de masa vs °C para TGA (estas pruebas son cualitativas).
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6.4.3 Espectroscopia infrarroja de transformada de Fourier (FTIR)

Una muestra del mucilago seco fue analizada en un espectrometro de infrarrojo
por transformada de Fourier (Bruker Tensor 27) en un rango de 4000-500 cm™, con
lo que se conocidé a grandes rasgos la abundancia de grupos funcionales vy tipos de
enlaces quimicos, esto ademas sirvid6 como comparativo del cambio de estos
materiales asociado a la formacion de nuevos enlaces con los constituyentes de la

pelicula de hidrogel, esta prueba es cualitativa.

6.5 Preparacion de hidrogel
Se prepararon 4 diferentes formulaciones del hidrogel (Tabla 2) a fin de comparar

sus propiedades fisicas y su potencial como sistema de liberacion. La variable a
evaluar fue el tipo de mondmero utilizado en la sintesis de hidrogel, se mantuvo una
concentracion de mondmeros totales del 2% para cada preparacién acorde a la
practica comun (Boateng et al., 2007; Kamel et al., 2008; Garazi et al., 2015; Guohou
et al., 2018; Liu et al., 2018; Medina-Torres et al., 2003). Se realizaron hidrogeles de
quitosano, HPMC, quitosano + HPMC y mucilago + HPMC. Todas las combinaciones
anteriores fueron preparadas con y sin extracto; aquellas con extracto tuvieron una
concentracion final de éste correspondiente a 1 g/L y seran empleadas unicamente
para la evaluacion de liberacion del extracto. Los enlazantes y plastificantes que se
emplearon fueron acido citrico, fosfato monosédico y glicerina. Las mezclas fueron
preparadas a 50 °C con agitacion manual, agregando uno a uno los componentes en
sus formas base hasta llegar a la homogeneidad. Posteriormente las mezclas de gel
fueron vertidas en moldes de plastico (forma cuadrada de 5 mL y circular de 50 mL)
para su gelificacion, se procurd un volumen constante en cada contenedor (5 mL y 10
mL, respectivamente), finalmente se dejaron polimerizar y secar a temperatura

ambiente.
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Tabla 2. Componentes quimicos para la formulacion de hidrogel.

1 2 3 4
Q HPMC Q-HPMC M-HPMC
Mondémero
Quitosano 2g - 1g -
Hidroxipropil metil celulosa - 2g 1lg 1g
Mucilago - - - 1g
Solvente
dH20 ‘ 98 mL 70 mL 98 mL 70 mL
Enlazante
Acido citrico 149.32 mg - 149.32 mg -
Fosfato monosddico (NaH2POa4) 85.2mg - 85.2 mg -
Plastificante
Glicerina | - | 3omL | - | zomL
Ajustador
Acido acético ‘ 2mL ‘ - ‘ 2mL ‘ -
Dimensiones
Area final 11.9 cm? 10.75 cm? 11.9 cm? 10.75 cm?
Espesor final <1mm 5mm <1mm 5mm

6.6 Caracterizacion del hidrogel
Para las pruebas referentes a este apartado, se evalud a los hidrogeles Q y Q-

HPMC estando deshidratados, mientras que a HPMC y M-HPMC se les evalu6
estando hidratados, esto por cuestiones fisicoquimicas concernientes a su

composicion.

6.6.1 Absorcion de agua
Muestras de cada hidrogel sin extracto se pesaron y colocaron en solucién PBS
(Phosphate Buffer Solution) a 24°C con pH=7.5 por 1 h. El porcentaje de hinchamiento

del hidrogel fue determinado conforme al apartado 2.1.2.

6.6.2 Liberacion de extracto
Muestras de cada hidrogel con extracto fueron colocadas en solucion PBS a 24
°C, pH=7.5. Segun la evolucion de la cinética, se tomd una muestra de la solucion en

las que se hallaron sumergidas en el tiempo t=0, t=1, t=2, t=4, t=23, t=46 h y se obtuvo
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su espectro de absorcion de 190-500 nm; el ritmo de liberacion se determind por el
incremento en la absorbancia a 283 nm respecto al tiempo, ya que a esta longitud de
onda por efectos practicos se obtenia la mejor lectura. El incremento en la absorbancia
estuvo dado por el intercambio de iones salinos con moléculas de extracto, la
superficie en contacto con el medio salino y por la degradacion de la propia matriz de
hidrogel. Con lo anterior se tendran datos suficientes para ajustar al modelo de difusion

de Korsmeyer-Peppas, el cual se basa en la ley de Fick.

6.6.3 Espectroscopia Infrarroja de transformada de Fourier
Muestras de cada hidrogel sin extracto fueron analizadas por FTIR en un rango
de 4000-500 cm™", con lo cual se determinaron los cambios en los enlaces quimicos

del material, esta prueba es cualitativa.

6.6.4 Analisis termogravimétrico y calorimetria de barrido diferencial

El andlisis térmico del hidrogel fue mediante TGA y DSC, una muestra de cada
hidrogel sin extracto fue analizada con una rampa de temperatura de 10 °C/min en el
rango 30 °C a 400 °C en un analizador térmico (Netzsch STA 449 F3 Jupiter). Se
determiné su estabilidad térmica, asi como sus puntos de transicion vitrea o cristalina.
Los valores obtenidos fueron expresados para DSC como -1:1 mW/mg vs °C y para

TGA como % de masa vs °C, esta prueba es cualitativa.

6.7 Analisis estadistico de los resultados
Cada experimento fue realizado por triplicado y el analisis estadistico de los

resultados obtenidos sobre el porcentaje de hinchamiento y coeficiente de difusiéon se
llevé a cabo en el software estadistico Statgraphics Centurion XVIII, empleando la
prueba de rangos multiples por el método de Fisher (LSD) con un nivel de confianza
del 95% (0.05 de significancia), con lo que se observé si existe o no diferencia

significativa entre las diferentes formulaciones de hidrogel.
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7. RESULTADOS

7.1 Rendimiento y caracterizacion del material vegetal

7.1.1 Extracto de B. cordata

Se obtuvo 0.4493 g de extracto crudo por gramo de biomasa seca, representando
un rendimiento promedio del 43.74 %. Este presentd una consistencia y coloracion
similar al caramelo con fuerte aroma dulce, posiblemente relacionado con la prueba
positiva a azucares reductores (Tabla 3). Ademas, otras pruebas colorimétricas

confirmaron la presencia de compuestos fendlicos y diterpenos (Tabla 3).

Tabla 3. Resultados de pruebas fitoquimicas cualitativas del extracto de B. cordata.

Metabolito Prueba Extracto
Fenoles Cloruro férrico +++
Diterpenos Acetato cuprico ++
Triterpenos Salkoswi -
Triterpenos Lieberman-Burchardt -
Saponinas Espuma -
Alcaloides Dragendorft -
Péptidos Biuret -
Azucares reductores Fehling +++

+++ Muy Evidente, ++ Evidente, + Ligeramente Evidente, - Ausencia

Durante el analisis cuantitativo del extracto se mostré un alto contenido de
compuestos aromaticos, principalmente fenilpropanoides, mientras que el potencial
antioxidante obtuvo 56-58% de inhibicién de DPPH (Tabla 4). Ademas, el espectro de
absorcion obtenido del extracto crudo rehidratado muestra dos maximos de absorcién
entre 209 y 320 nm (Figura 12).

Tabla 4. Resultados del analisis cuantitativo del extracto de B. cordata.

Prueba Contenido

44.8014 + 1.688 mg GAE/g Ex
59.1165 * 7.025 mg VE/g Ex
4.1528 +0.268 mg QF/g Ex
9.7683 * 0.699 mg GAE/g Ex
46.307 + 3.358 mg TE/g Ex

Contenido de fenoles totales

Contenido de fenilpropanoides totales

Contenido de flavonoides totales

Potencial antioxidante
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Figura 12 Espectro de absorcion UV-Vis del extracto crudo rehidratado B. cordata. A una
concentracion de 1 mg/mL en agua destilada.

Por otra parte, el analisis elemental indicé un contenido de 1.73 % de nitrégeno,
35.15% de carbono y 6.49% de hidrogeno, estando ausente el azufre en la muestra
analizada. A partir del termograma DSC/TGA (Figura 13) se observa que esta muestra
perdié agua residual (alrededor del 40% del peso total) a partir de los 134.7 °C; en el
intervalo de 200-230 °C presentd multiples transiciones consecuentes de fase,
cristalizando a los 211 °C (T¢), al mismo tiempo que se continua con pérdida de masa;
presento resistencia y estabilidad al cambio gradual de temperatura hasta los 223 °C
(Tm), a partir de la cual inici6é su degradacion térmica y transformacion en CO2 con una

liberacion de calor maxima a 358.8 °C (Taq).
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Figura 13 Termograma TGA/DSC del extracto crudo de B. cordata

7.1.2 Mucilago

Se logro aislar 3.0 g en peso seco de mucilago por kilogramo fresco de cladodio
de nopal, representando un rendimiento del 0.3 %. Este present6 una textura granular

fina con una coloracion blanco-gris insoluble en etanol (Figura 14).

Figura 14 Mucilago fresco suspendido en etanol 96%
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El andlisis elemental confirmé la presencia de nitrégeno (2.77%) y la ausencia de
azufre, con un contenido de carbono del 39.37 % e hidrégeno correspondiente a
6.21%. En cuanto al analisis térmico DSC/TGA (Figura 15), éste presento resistencia
y estabilidad al cambio gradual de temperatura hasta los 253 °C (Tm), temperatura a
partir de la cual inicié su degradacion térmica (pirolisis) y transformacién en CO2 con
una liberacion de calor maxima a 294.4 °C (Tq); esta muestra perdié agua residual a
partir de los 123.5 °C (Tg) y cristalizé a los 170 °C (Te).

TG /% DSC {mW/mg)

F1.0

120 A
T 1 exo

) Peak: 170.0 °C
110 T

Peak: 123.5°C

Tm

Peak: 253.0 *C

ro.5

100 1

90 1
Area: 41.08 Jig
501 AHc

70 A

AHa

Area: -80.23 J/g

F0.0

60 A
r-0.5
50 |
40 1 Peak: 294.1 °C o
Ta
30 L T T T T T T T T r _1 0
50 100 150 200 250 300 350 400

Temperature /°C

Man 2016-10-08 1526

Crowied with NETZSCH Proteus soflwarne

Figura 15 Termograma TGA/DSC del mucilago deshidratado

El espectro IR para quitosano, HPMC y mucilago (Figura 16) mostré bandas
caracteristicas de carbohidratos y polisacaridos, siendo estas relacionadas con el
enlace éter presente en el anillo de glucosa (1053 y 945 cm™'). En la Tabla 5 se enlistan
las bandas asociadas a grupos funcionales presentes en quitosano, mucilago e

hipromelosa.
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Tabla 5. Asignacién de bandas acorde a frecuencias observadas en el espectro IR de quitosano,
mucilago e hipromelosa.

Frecuencia cm™ Asignacion
3359, 3292 N-H stretchfng
O-H stretching
2919 C-H sym stretching
2873 C-H asym stretching
1649 C=0 stretching
1559 N-H bending
1420 CH2- bending
1374 CH3- sym deformation
1316 C-N stretching
1150 C-O-C asym stretching
1063, 1027 C-0 stretching
895 CH- bending

52



[wo/7] siaguinuzAey
008 0001 00zt 00v1 0097 0081 000z 00zt 00%z 009z 00gz 000¢ 00ze 00vE 009¢ 008t 000%

009

.
=1
=

Transmittance

—_ = =1 =1 =1 =1
= oo £ =3 pr=3 pr=3 =)
== o =] - =1 =2

r0'T

HLl

H80

F58'0

H6'0

1560

[
= O
==
=Ry
2 8
g o

2

Figura 16 Espectros IR de quitosano, hipromelosa y mucilago, polisacaridos empleados para la

sintesis de hidrogel

53



7.2 Caracterizacion de hidrogel

Se logré la formacion de hidrogel con las formulaciones propuestas (Figura 17).
Existieron diferencias cualitativas marcadas entre las formulaciones de hidrogel
convenidas, dividiéndose en dos grupos; el primero se presentd en forma de pelicula
deshidratada y semi rigida con cierto grado de resistencia a la deformacién, a este
pertenecen el hidrogel Q y Q-HPMC; el hidrogel Q presentd una coloracion ambar y
deformacion fisica al estar deshidratada, el hidrogel Q-HPMC present6 una coloracién
blanquecina y conservd en su totalidad la forma del contenedor en la que fue
almacenada durante el proceso de deshidratacion. El segundo grupo fue en forma de
un hidrogel hidratado de gran volumen; en este grupo se encuentran el hidrogel HPMC
y el hidrogel M-HPMC, ambos conservaron la forma del recipiente en el que se
vertieron. HPMC mostr6 mayor resistencia mecanica que M-HPMC a pesar de
presentar compartimentalizacion interna de aire (burbujas) y una coloracion
blanquecina, en cambio M-HPMC presenté mayor densidad, coloracion ambar y una
excelente adherencia a superficies, dicha capacidad de adherencia no estuvo presente
en ninguna otra preparacion, por lo que se le atribuye esa caracteristica unicamente al

mucilago.

Figura 17 Hidrogel obtenido. a) Q, b) Q-HPMC, c) HPMC, d) M-HPMC
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El porcentaje de hinchamiento logrado (determinado como %S, Tabla 6) resultd
ser estadisticamente diferente entre las cuatro formulaciones de hidrogel, con un 95%
de confiabilidad, la diferencia mas evidente se observo respecto a los grupos HPMC y
M-HPMC vs Q y Q-HMPC (Tabla 7), siendo Q-HPMC quien mayor absorcion de agua
presenta y M-HPMC el de menor absorcién de agua acorde a su porcentaje de

hinchamiento (Figura 18).

Tabla 6. Porcentaje de hinchamiento de las cuatro formulaciones de hidrogel.

Porcentaje de

Preparacion hinchamiento (%S)

Q 260.514 + 10.9844

Q-HPMC 341.246 + 4.82536

HPMC 78.6738 £ 6.10253

M-HPMC 40.4999 + 9.18546

Tabla 7. Prueba de rangos muiltiples: evaluando el porcentaje de hinchamiento (%S) entre cada
hidrogel. Método: 95.0 % LSD

GEL Casos Media Grupos homogéneos

M-HPMC 4 40.4999 X

HPMC 4 78.6738 X

Q 4 260.514 X

Q-HPMC 4 341.246 X
Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
HPMC - M-HPMC * 38.1739 13.9676
HPMC-Q * -181.841 13.9676
HPMC - Q-HPMC * -262.572 13.9676
M-HPMC - Q * -220.014 12.9315
M-HPMC - Q-HPMC * -300.746 12.9315
Q- Q-HPMC * -80.7313 12.9315

* indica diferencia estadisticamente significativa.
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Figura 18 Prueba de cajas y bigotes: evaluando %S (S) entre cada tipo de hidrogel (GEL).

Los datos recabados mediante absorbancia UV-vis para la liberacién del extracto
se ajustaron satisfactoriamente al modelo de Korsmeyer-Peppas acorde el valor R?
(Tabla 8), lograndose identificar el tipo de difusion, mediante el exponente de liberacion

(n) correspondiente a cada hidrogel en solucion PBS.

Tabla 8. Constante de velocidad de liberaciéon (k) y exponente de liberacién (n) obtenidas con el
modelo Korsmeyer-Peppas con su nivel de ajuste al modelo (R?).

Preparacién k n R?
Q 0.8518 £ 0.0055 0.1411 £ 0.00145 0.9246
Q-HPMC 0.8497 £ 0.0328 0.1362 £ 0.0357 0.9411
HPMC 0.537214 £ 0.0202 1.1146 + 0.0835 0.991
M-HPMC 0.67451 £ 0.0221 0.6804 £ 0.0576 0.992

Estadisticamente, acorde al valor del exponente de liberacién, no existid
diferencia significativa entre Q y Q-HPMC (Figura 19), mientras entre el resto de

formulaciones de hidrogel existieron diferencias significativas (Tabla 9). En un tiempo
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dado t, principalmente acorde al valor del exponente de liberacion (n), la cantidad de
extracto liberado por cada hidrogel corresponde a HPMC>M-HPMC>Q-HPMC=Q.

Tabla 9. Prueba de rangos muiltiples: evaluando el exponente de liberacion (n) entre cada
hidrogel. Método: 95.0% LSD

GEL Casos Media Grupos Homogéneos
Q-HPMC 3 0.136267 X

Q 3 0.141133 X

M-HPMC 3 0.6804 X

HPMC 3 1.11467 X

Contraste Sig. |Diferencia +/- Limites
HPMC - M-HPMC * 0.434267 0.101339
HPMC-Q * 0.973533 0.101339
HPMC - Q-HPMC * 0.9784 0.101339
M-HPMC - Q * 0.539267 0.101339
M-HPMC - Q-HPMC * 0.544133 0.101339
Q- Q-HPMC 0.00486667 0.101339

* indica una diferencia significativa.

Grafico Caja y Bigotes

HPMC "

M-HPMC
i

B.GE

0.6 0.9 1.2 1.5
n

Q-HPMC |E|
1 L L 1
0 0.3

Figura 19 Prueba de cajas y bigotes: evaluando el exponente de liberacién (n) entre cada tipo
de hidrogel (B.GEL)
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El andlisis por DSC/TGA para el hidrogel de quitosano (Figura 20a) mostré tres
transiciones de primer orden, la primera se presenté absorcion de calor con un maximo
de 112.8 °C, atribuido al proceso de evaporacion del contenido de agua residual, a
este le siguié una segunda absorcion de calor con un maximo en 215.2 °C al que se le
atribuye un proceso de cristalizacion (T¢), finalmente se dio la libracién de calor a 297.5
°C junto a la disminucion del 50% del peso de la muestra, indicativo de la degradacion
de la muestra (Tq4). Con marcadas similitudes, el DSC/TGA del hidrogel de Q-HPMC
(Figura 20b), tuvo un pico de absorcion de calor en 111 °C para la evaporacion del
contenido de agua residual, seguido de una segunda absorcion de calor con maximo
en 216.7 °C atribuido al proceso de cristalizacion y liberacion de calor con dos minimos
en 310.5 °C y 350.1 °C, mostrando dos fases de degradacion, uno correspondiente a
la fraccion de quitosano y otra a la fraccion de HPMC, resultando en una pérdida de
60% del peso de la muestra. Muy diferentes a lo anterior, el DSC/TGA del hidrogel de
HPMC (Figura 20c) presentd6 el maximo de temperatura en 104.1 °C para la
evaporacion de la fraccion de agua, seguido de otro maximo de absorcién de calor en
276.7 °C y la pérdida inmediata del 80% de su peso, lo anterior se le atribuye a la
evaporacion del glicerol contenido y a la degradacion del mondémero de HPMC;
igualmente para el DSC/TGA del hidrogel M-HPMC (Figura 20d), existio un maximo de
absorcion de calor a 107.2 °C para la pérdida de agua y un maximo para la degradacién
y pérdida de glicerol a 278 °C. En ambos sistemas, el alto contenido de glicerol impide
identificar las temperaturas de transicion de fase Tc y Tm, @ su vez, el punto de
evaporacion del glicerol coincide con las temperaturas de degradacién de diversos

polisacaridos.
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Figura 20 Termogramas DSC/TGA de hidrogeles obtenidos. a) hidrogel Q, b) hidrogel Q-HPMC, c)
hidrogel HPMC, d) hidrogel M-HPMC
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La Figura 21 muestra el espectro IR de los hidrogeles obtenidos, siendo la Tabla
10 la que enlista las bandas caracteristicas para los hidrogeles HPMC y M-HMPC,

mientras la Tabla 5 aplica para los hidrogeles Q y Q-HPMC.

Tabla 10. Asignacion de bandas IR para glicerol e hidrogel M-HPMC.

Frecuencia cm™ Asignacion
3282 O-H stretching
2940 C-H sym stretching
2884 C-H asym stretching
1457 C-O-H bending
1417 C-0O-H bending
1326 C-H deformation
1215 CH2 twisting
1110 C-0-C asym stretching
1036 C-O stretching
993 C-0 stretching
923 O-H- bending
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Figura 21 Espectros IR de los hidrogeles obtenidos
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8. DISCUSION

La evaluacion fitoquimica del extracto de cultivo celular de B. cordata mostré un
alto contenido de compuestos aromaticos, principalmente fenilpropanoides y acorde
al espectro de absorcidn obtenido del extracto, con picos maximos de absorcién entre
290 y 320 nm, se corrobora la presencia de compuestos fendlicos descritos
previamente y la posible presencia de verbascdésido acorde a lo reportado por Estrada-
Zuiiga (2009); aunque es posible que existan otras familias de metabolitos, las
pruebas fitoquimicas no fueron suficientemente sensibles para mostrar la presencia de
estos (Avila et al., 2014; Deneb et al., 2009; Romero et al., 2003), por lo que se sugiere
evaluar el extracto con técnicas mas sensibles, por ejemplo, mediante cromatografia
liquida de alta eficiencia acoplada a un espectrometro de masas y evaluacion mediante
resonancia magnética nuclear de cada una de las fracciones obtenidas (Cseke et al.,
2006; Harbone, 1973; Skoog et al., 2018). Pese a lo anterior, el analisis elemental si
posee la sensibilidad suficiente para descartar la presencia de compuestos azufrados,
tales como glucosinolatos (Crozier et al., 2006; Cseke et al., 2006; Harbone, 1973),
por otra parte, la presencia de nitrogeno confirma existencia de compuestos
nitrogenados, pudiendo posiblemente ser cualesquiera aminoacidos residuales libres
de azufre (Nelson et al., 2013; Taiz et al., 2002) que no pudieron ser eliminados durante
el proceso de obtencién del extracto.

Respecto a la extraccion de mucilago, este proceso puede ser factible a partir de
cladodios destinados al consumo humano pues los gastos en materia prima son muy
bajos y la técnica requerida es bastante sencilla (informacion personal del autor). No
obstante, queda la interrogante acerca de la diferencia en contenido de mucilago por
gramo de biomasa respecto al nivel de desarrollo de los cladodios del nopal (ej. 3 afios
de crecimiento), pudiendo ser este evaluado en un proximo estudio (Medina et al.,
2003; Taiz et al. 2002), pues la informacion actual solo permite establecer que el
rendimiento en porcentaje de mucilago obtenido dependera del método de extraccion
(solventes utilizados, temperatura, grado de pureza del mucilago) y la materia vegetal

utilizada (etapa de desarrollo del cladodio, procedencia geografica), en tal caso se ha
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reportado un maximo del 1.2% en el estudio realizado por Sepulveda en 2007 para la
extracciéon a partir del parénquima de Opuntia spp. y 0.56 % en el estudio de Lépez-
Garcia en 2017 a partir de cladodios “maduros” de O. joconostle.

Los datos recabados mediante el analisis térmico nos pueden sugerir el rango de
temperatura con el cual podria ser posible utilizar el mucilago y el extracto, con un
maximo de temperatura que no debera sobrepasar los 211 °C en el caso del extracto
y los 253 °C para el mucilago, estas temperaturas correspondientes a Tm, anteceden
a la pirolisis completa de estos compuestos. Probablemente, la diferencia de Tm y el
comportamiento térmico presentados son debido a la composicion quimica vy
ordenamiento molecular del mucilago respecto al extracto; para indagar mas sobre las
causas se recomienda realizar un estudio de cristalografia de rayos X (Skoog et al.,
2018) o XPS (X-ray photoelectron spectroscopy). Cabe mencionar que los datos para
la descomposicion del mucilago correspondieron a lo reportado por Lopez-Garcia en
2017 y por Gheribi en 2018.

Se visualizaron las bandas caracteristicas en IR para el quitosano y
analogamente para mucilago, ambos espectros de IR coinciden totalmente en sus
bandas (Figura 16), difiriendo unicamente en la intensidad de estas (%T). La diferencia
en %T esta dada por la concentracion de la muestra analizada y por la abundancia del
grupo funcional a la frecuencia correspondiente (Divya et al., 2018; Skoog et al., 2018),
de igual manera se enfatiza la diferencia y abundancia de grupos funcionales entre
quitosano y la hipromelosa, se destacan las bandas 1739 cm’ y 1559 cm’
correspondientes al grupo amino, el cual solo esta presente en quitosano. Existio
coincidencia de bandas en el espectro IR de hipromelosa con lo reportado por
Akinosho en 2013 y para quitosano con lo reportado por Divya en 2018.

En cuanto al hidrogel obtenido, acorde a observacion visual, la mayor resistencia
se presento en las preparaciones Q y Q-HPMC, manteniendo su estructura alrededor
de 2 semanas en medio acuoso a agitacién constante de 3 revoluciones por segundo,
las preparaciones M-HPMC y HPMC presentaron solubilidad completa en menos de 6
horas bajo las mismas condiciones (informacion personal del autor). Al ser

rehidratados, Q y Q-HPMC aumentaron significativamente sus dimensiones, el resto a
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pesar de reabsorber una proporcidén de su contenido inicial en agua, no incrementaron
notoriamente sus dimensiones, pero si alteraron su resistencia mecanica al verse esta
disminuida. A finales de 2018 Gheribi reporté valores de TS=1.1 N/mm? y porcentaje
de elasticidad maxima (EB)=68% para un hidrogel de mucilago de O. ficus-indica (4%)
— glicerol (40%), y de TS=2.6 N/mm? y EB=60% para un hidrogel de mucilago (4%) —
sorbirol (40%); previamente Sarkar en 2014 report6 valores TS de 3.62-7.89 N/mm2 y
EB de 22-28.12% en hidrogel de mucilago (0.5-2%) obtenido de cormos de taro
(Colocasia esculenta) y una mezcla de HPMC-glicerol-PEG-parabeno; datos que
serviran de referencia para préoximas caracterizaciones relacionadas al presente
trabajo.

Acorde a observacion visual, las preparaciones Q y Q-HPMC mostraron
estabilidad estructural durante las 46 horas de mediciones para la liberacién del
extracto, por el contrario, las preparaciones HPMC y M-HPMC solo pudieron ofrecer
datos durante las primeras 4 horas utilizando la metodologia descrita con anterioridad
(informacién personal del autor). A pesar de lo Ultimo se logré obtener valores R?
superiores a 0.96 a partir de los datos obtenidos y evaluados en la ecuacion de
Korsmeyer-Peppas; para las preparaciones Q y Q-HPMC, los valores del exponente
de liberacion corresponden a una difusion Fickeana (n<0.5), donde la difusién esta
totalmente dominada por la accion del solvente, en este caso agua, lo anterior
concuerda con la alta resistencia a la solubilidad de este grupo de hidrogel, por el
contrario, la preparacion M-HPMC mostré valores de exponente de liberacién 0.5<n<1,
correspondiente a una difusion no Fickeana o transporte andémalo, acorde a lo
propuesto por Korsmeyer-Peppas, la difusion esta gobernada por el cambio estructural
del hidrogel y difusién por igual, lo cual nuevamente concuerda con la buena
solubilidad de este hidrogel en agua. La formulacion HPMC presenté n>1, lo cual
corresponde al super transporte de tipo 2, lo que se interpreta como una liberacion
debida a la ruptura de la matriz debido a la tension ejercida por el solvente, esto dado
a que el nucleo del gel presenta un arreglo vitreo donde se concentran las fuerzas de

tension y desencadenan la ruptura de la matriz (Hillery et al. 2017; Luciano, 2015).
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La diferencia en solubilidad y, por ende, el modo de difusion, esta dada por la
forma en la que estan constituidas, los componentes individuales del grupo Q y Q-
HPMC se encuentran enlazados por fuerzas covalentes (formados por el acido citrico
y fosfato monosdédico), mientras que los componentes del grupo M-HPMC y HPMC
solo se encuentran enlazados por fuerzas débiles, es decir, puentes de hidrégeno
(interfase agua-glicerol). Tales diferencias marcadas en el mecanismo de difusion,
indican que cada hidrogel podria tener aplicaciones diferentes, las cuales que deberan
ser investigadas y evaluadas a futuro, para establecer puntualmente alguna aplicacion,
es necesario obtener informacion sobre las propiedades mecanicas de cada hidrogel
en diferentes medios, asi como evaluaciones en sistemas bioldgicos en busqueda de
posibles efectos inflamatorios y citotéxicos (Akinosho et al., 2013; Bhinge et al., 2016;
Guohou et al., 2018; Henderson et al., 2016).

Comparativamente Marani en 2015, obtuvo para un hidrogel de HPMC (1%) y
acido citrico, un valor de n=0.3 al evaluar la liberacién de nicotina, correspondiente a
un ritmo de liberacién de 45 ug/cm?h a pH 5.5 (pH promedio de la piel humana); por
otra parte en el mismo afno, Momoh obtuvo valores de n=0.057 al evaluar la liberacion
de la proteina GST (glutathione-s-transferase) mediante un gel de alginato (1%) —
glicerol; tal gel liber6é el 90% de la proteina en las primeras 2 horas; posteriormente
Morgado en 2017, obtuvo valores de n=0.3 y 0.7 en hidrogeles de quitosano — PVA —
al evaluar la liberacién de ibuprofeno mediada por inclusiones de B-ciclodextrina,
logrando la liberacion del 80% del farmaco en 12 horas y la totalidad de este a las 72
horas, incluso mostrando el 78% de viabilidad celular in vitro tras el séptimo dia
crecimiento celular. En este estudio se logro la liberacidn del 60% del extracto utilizado
en 8 horas para los hidrogeles Q y Q-HPMC, y del 90% en 2 horas para los hidrogeles
HPMC y M-HPMC, situando tentativamente al primer grupo para dosificaciones
prolongadas menores a 24 horas y al segundo para dosificaciones retardadas de 1-2
horas en ambientes de alta humedad (ej. cavidad bucal, aplicacién vaginal o ingesta),
siendo posible la utilizacion de farmacos polares o medianamente polares, propuesta

que debera ser estudiada.
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Los espectros de IR obtenidos para las preparaciones de hidrogel Q y Q-HPMC
no defirieron en las bandas obtenidas (Figura 21), estas son equivalentes al espectro
obtenido del quitosano (Figura 16) utilizado como materia prima, con la unica diferencia
en la intensidad de las bandas obtenidas. El espectro de IR obtenido para el hidrogel
HPMC y M-HPMC muestra ocultacion de bandas de ambos hidrogeles por el propio
espectro del glicerol contenido en ambas muestras, esto a causa de la marcada
diferencia en la proporcién en masa monomero:solvente (Skoog et al., 2018), es
posible inferir que dada la similitud del espectro de mucilago con el de quitosano
(Figura 16; Prajapati et al., 2013; Saenz et al., 2004), el espectro real de la preparacion
M-HPMC seria equivalente al de Q-HPMC, salvo la ausencia de las bandas
correspondientes al grupo amino; seria conveniente evaluar la efectividad de la
aplicacion de liofilizacion para la eliminacion del glicerol (Hillery et al., 2017) o el uso
de otro plastificante no téxico para la sintesis de hidrogel de mucilago, ya que por si

sola el agua no contribuye a la formacion de la matriz.
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9. CONCLUSION

La capacidad de diferentes hidrogeles de liberar tanto retardadamente como de
forma prolongada el contenido de un extracto de cultivo celular de B. cordata dependio
de los polisacaridos empleados para su formulacién. Se identificaron dos grupos de
hidrogel de acuerdo a sus caracteristicas: en el primer grupo los hidrogeles M-HPMC
y HPMC presentaron alto contenido de agua y una desintegracién de corto plazo que
dio lugar a una liberacion retardada del extracto; en el segundo grupo los hidrogeles Q
y Q-HPMC presentaron mayor resistencia mecanica y una desintegracion de largo
plazo que dio como resultado la liberacion prolongada del extracto. La informacion
recabada sugiere que el hidrogel M-HPMC podria ser utilizado en situaciones donde
se requiera una liberacién retardada en ambientes higroscopicos (ej. cavidad bucal,
tracto digestivo, cavidad vaginal), pero aun se carece de ciertos datos que podrian dar
margen de mejora en la sintesis del hidrogel previo a dar paso para su evaluacion in
Vivo.

Con relacion a lo anterior, el método propuesto para la obtencién de un extracto
rico en compuestos fendlicos, dio como resultado un activo rico en compuestos de
clase fenilpropanoide, en el que se encuentra el verbascésido, siendo este el primer
paso para la obtencién del compuesto con alta pureza; de igual forma la metodologia
propuesta para la extraccion de mucilago apunta a ser la mas indicada en cuanto a
costo — beneficio comparado con metodologias establecidas por algunos autores

previamente citados.
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