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El uso de plantas como Agastache mexicana en el tratamiento
fitoterapéutico ante diferentes afecciones como trastornos relacionados
al sistema nervioso central, enfermedades gastrointestinales y

Aceptado: cardiovasculares, ha dado origen a la busqueda de sistemas de

25/octubre/2017 encapsulacién que aseguren el atrapamiento, la liberacién, la
manejabilidad y preservacién de sus compuestos activos. En este
trabajo se propone a los transetosomas como matriz de encapsulacién
debido a su biocompatibilidad, capacidad de atrapamiento entre otras
propiedades fisicoquimicas atribuidas a su tamafio submicrométrico.
Se logr6 encapsular un extracto etanoélico de Agastache mexicana en

Palabras clave transetosomas con un tamafio de 722nm, y morfologia esférica, se

Transetosomas, caracteriz6 mediante microscopia electrénica de barrido y microscopia

encapsulacion, Agastache.  DIC, mediante microscopia de fluorescencia y espectrometria FT-IR
se comprobd el atrapamiento del extracto. Se comprobd que los
transetosomas son capaces de encapsular un extracto etandlico de
A. mexicana, con lo que se pretende que estos sistemas puedan ser

Keywords utilizados en extractos de plantas semejantes.

Transethosomes,

encapsulation, Agastache. =~ ABSTRACT

The use of Agastache mexicana as a phytotherapeutic treatment for
different affections such as disorders of the central nervous system,
gastrointestinal and cardiovascular diseases has led to the search for
encapsulation systems that ensure the entrapment, release, manipulation
and preservation ofthe active compounds. In thiswork, there are proposed
the transethosomes as encapsulation matrix, due to its biocompatibility,
entrapment capacity among other physicochemical properties attributed
to its submicrometric size. It was possible to encapsulate an ethanolic
extract of Agastache mexicana, in transethosomes with a size of 722nm
and spherical morphology, was characterized by scanning electron
microscopy, DIC microscopy and by fluorescence microscopy and FT-IR
spectrometry. It was verified that the transethosomes can encapsulate
an ethanolic extract of A. mexicana, with what it is intended that these
systems be used in similar plant extracts.
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Introduccion

El género Agastache pertenece a la familia Lamiaceae,
que comprende 22 especies de hierbas medicinales,
aromaticas y perennes, la mayoria de las plantas de
este género crecen silvestres en el sudeste de Asia y
América del Norte, de estas plantas 12 son endémicas
de México siendo la especie Agastache mexicana una de
las méas importantes de este género debido a su enorme
comercializacién y a su uso extensivo en la medicina
tradicional mexicana como sedante, antidepresivo,
antihipertensivo, en problemas gastrointestinales,
en diferentes tipos de dolor y como antifingico, esto
mediante extractos, compuestos puros, infusiones
(tisanas o tés), tinturas, partes de las plantas cortadas
o pulverizadas (Zielinska & Matkowski, 2014; Estrada-
Reyes et al., 2014; Salazar, 2009; Juarez et al., 2015).

Los problemas actuales con el uso de moléculas
bioactivas de esta y otras plantas estdn relacionados
con la proteccién de sus propiedades frente a factores
ambientales, su solubilidad tanto en agua como en
biofluidos y en su biodisponibilidad, (Pinho et al, 2013).

Ante estas problemadticas un enfoque eficaz es el empleo
de la encapsulacién que proporciona a los principios
activos una barrera eficiente ante el medio ambiente
y/ o interacciones quimicas, asi mismo la extensién
de su vida util. (Coronel y San Martin, 2014). Ademas,
ofrece beneficios como; una mayor capacidad de venta,
novedosa funcionalidad y una mejor biodisponibilidad,
(Kanekanian, 2013; Pasukamonset et al, 2016).

De los diferentes sistemas de encapsulacion existentes se
ha propuesto el uso de liposomas (capsulas de bicapas
de fosfolipidos construidos artificialmente, se describen
como particulas esféricas con tamafios en el rango
nanométrico al micrometro) ya que ha sido utilizado
ampliamente en areas de alimentos y farmacos tanto
en la investigacién como en la industria. (Ghorbanzade
et al,, 2016). De estos liposomas se deriva una nueva
generacion llamada transetosomas que estan compuestos
de fosfolipidos, etanol y un activador o surfactante, y que
tienen una alta capacidad de atrapamiento de principios
activos de hasta 325 Kda (Abdulbaqi et al, 2016).
Ademas de ofrecer numerosos beneficios, incluyendo la
facilidad de manejo, estabilidad mejorada, protecciéon
contra la oxidacién, retencién de ingredientes volatiles y
liberacion controlada.

El objetivo de esta investigacién es la encapsulacién
de un extracto etanélico de Agastache mexicana
con transetosomas con el fin de proporcionar todos

los beneficios que conlleva el utilizar el sistema de
encapsulacién etosomal.

Materiales y métodos
Material vegetal

La planta Agastache mexicana ssp. xolocotziana. (Toronjil
blanco) fue adquirida en el Mercado de Sonora de
la Ciudad de México, el ejemplar de esta planta esta
depositado en el herbario del instituto mexicano del
seguro social IMSS con nimero de voucher 16259.

Preparacion del extracto etandlico de A. mexicana
xolocotziana

Las partes aéreas de A. mexicana xolocotziana fueron
secadas y pulverizadas, posteriormente se colocaron 10
g de este material vegetal en 90 mL de etanol, el extracto
obtenido se filtr6 convencionalmente y se obtuvo un
porcentaje de solidos del 10.63 %.

Formulacion de transetosomas y encapsulados

Se utiliz6 el método de inyeccién fria de Zhaowu et al,
2009 con ligeras modificaciones, donde la fase organica
(etanol) disuelve la lecitina de soya y Tween 80 en una
relacion 100:10 (p:p), con un sistema de goteo a un
caudal de 200 pl/min se inyecta la fase acuosa, después
se homogeneiza en un bafio de ultrasonido durante 5min.

Parala formulacién de los encapsulados transetosomales
se emple6 la misma metodologia y en la fase hidrofilica
se agrego6 el 2% de extracto de A. Mexicana xolocotziana
respecto a la matriz lipidica.

Caracterizacion de la estructura y morfologia
de transetosomas y encapsulados

Microscopia de campo claro y de contraste diferencial
interferencial (DIC, Nomarski)

Se utilizé un microscopio de la marca Leica de campo
claro y con DIC para visualizar la estructura y morfologia
transparente de los etosomas, aprovechando los cambios
del indice de refraccion.

Microscopia electronica de barrido

La estructura superficial de los transetosomas fue
caracterizada mediante microscopia electrénica de barrido
empleando un microscopio electrénico de barrido JEOL
JCM-6000 plus.
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Determinacion de tamaiio

Se utiliz6 un microscopio Leica con la técnica DIC, una
camara Lumnera y el software Image-Pro Insight.

Comprobacion del atrapamiento
Microscopia de fluorescencia

Se utilizé un microscopio de fluorescencia Nikon para
observar el extracto atrapado en los transetosomas
debido a la fluorescencia de clorofila.

Espectroscopia ATR-FTIR

Se analizé los transetosomas, el extracto antes y después
de encapsular mediante espectrometria infrarroja en
un espectrometro Perkin Elmer Spectrum Two, en un
intervalo de 4000 a 500 cm™.

Resultados y discusion
Caracterizacion de morfologia y estructura
Microscopia de campo claro y DIC

El uso de la técnica DIC permite constatar de manera
simplificadalaformacién de transetosomas. Enlafigura 14,
se observa la morfologia esférica comun de los liposomas
y que comparte con los transetosomas, esto indica que la
suspension hidroalcohdlica en la que se encuentran no
modifica su morfologia, en la imagen 1B se observa con
detalle la morfologia esférica de los transetosomas debido
al desfase del indice de refraccién que permite hacer esta
técnica, logrando obtener imagenes con relieves en 3D,
que ayuda a percibir la estructura multilamelar de los
transetosomas, llamada asf por la formacién de multicapas.
En ambas micrografias se observa diversos tamafios. Las
micrografias obtenidas por DIC, permitieron calcular
un tamafio promedio de 722 * 35 nm. Sin embargo, el
tamafio de los liposomas puede variar debido al método
de ultrasonido como lo reporta Moreno et al., 2016.
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Figura 1. Micrografias de transetosomas obtenidas en campo
claro(A) y mediante la técnica DIC (B), con acercamiento 80X.

Microscopia electrénica de barrido

La figura 2 muestra la micrografia a 15000 aumentos,
en la cual se aprecia con mayor definiciéon las
vesiculas presentes después del proceso de inyecciéon
fria. Se muestra una gran cantidad de particulas
submicrométricas. Mediante esta técnica se puede
saber el tamafo aproximado de vesicula, que en
comparacién de la técnica DIC es menor (500 nm).
En esta micrografia se observan particulas esféricas y
semiesféricas contrastadas de en color blanco. Debido
a que la técnica se realiza a un alto vacio se muestra
que algunas vesiculas pierden su morfologia y tienden
a formar agregaciones. De acuerdo a Abdulbaqi et
al., 2016, las vesiculas con tamafos inferiores a un
micrémetro son aptas para aplicaciones toépicas e
inferiores a 300nm son adecuadas para aplicaciones
dérmicas. El uso de MEB permite elucidar la morfologia
de los transetosomas y ademds de mostrar informacién
complementaria a la microscopia DIC.

Figura 2. Micrografia electrdnica de barrido de transetosomas
vistas a 15000X.

Comprobacidn del atrapamiento
Andlisis mediante espectroscopia infrarroja FT-IR

Se emple6 la espectroscopia infrarroja con el fin de
comprobar la encapsulacion del extracto de Agastache
mexicana. Para ello, una vez obtenidos los transetosomas
con el extracto, se desestabilizo la suspensién obtenida a
un pH de 2, se centrifugé y posteriormente se rompieron
los etosomas con tritéon X-100 y se hizo una extracciéon
etandlica con el sedimento. Posteriormente se analiz6
mediante FT-IR.
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Figura 3. Espectro infrarrojo de extracto etandlico de A.
mexicana antes y después de encapsular.

La figura 3 muestra como resultado los dos espectros
del extracto de Agastache mexicana, en donde se
muestra una macro composicién semejante, diferenciada
solo por la intensidad de la transmitancia, indicando
mayor concentracién en el espectro del extrafio inicial.
La similitud de las bandas después del proceso de
encapsulacién indica que se estdn conservando las
caracteristicas (grupos funcionales). Se identifica la
presencia de compuestos fenélicos como los flavonoides
a los que se les atribuyen las actividades biologicas
mencionadas en la introduccién. En ambos espectros
de acuerdo a Ortega et al., (2007) la banda de absorcién
a 1233 cm-1 se asigna al estiramiento de los anillos
de pirano, tipicos de los compuestos flavonoides y las
bandas que aparecen entre 1300 y 1380 cm-1 asignadas
al enlace C-O muestra deformidades angulares de
fenoles. De acuerdo a Pereira et al,, (2015) las bandas
caracteristicas de los flavonoides son: grupos OH (de
fenoles y de alcoholes del azticar), grupos C=0 (1719 cm-
1) de cetona, CH3 y éter ciclico (2960 cm-1), muestran
una banda de absorcién fuerte con un pico a 1015 cm-1
asignado a la deformacién del anillo aromatico C-H, asi
como bandas a 1650 y 1455 cm-1 correspondientes a la
vibracién de estiramiento del anillo aromatico C = C.

De manera complementaria se muestran los espectros
infrarrojos en la figura 4 de los transetosomas en
suspensién liquida y de la matriz seca. Donde la
suspensién indica una fuerte sefial en las bandas de 3700-
3100y 1700-1600 cm-1 que corresponden a la vibracién
del grupo 0-H, lo que indica la presencia de agua, que no
permite la identificacién de los grupos funcionales de los
precursores. Sin embargo, la amplitud del pico ubicado

aproximadamente en 3700 cm-1 indica una interacciéon
de los grupos O-H del agua y de los componentes de
lecitina de soya (Popova et al,, 2016). Mientras tanto el
espectro de la matriz muestra vibraciones de tension
correspondientes a los enlaces C-H del residuo acilo de
los fosfolipidos que dan lugar a bandas de absorcién en
la region de 2800-3100 cm-1. Las bandas mas fuertes en
el espectro de un fosfolipido generalmente corresponden
a las de tensién antisimétrica (2920 cm-1) y simétrica
(CH2 2850 cm-1) del grupo -CH2. Los picos 1742y 1728
cm-1 son caracteristicos de los grupos carbonilos de la
lecitina de soya.
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Figura 4. Espectro infrarrojo de liposomas elasticos en
suspension acuosa (suspension) y en estado sélido (matriz).

Microscopia de fluorescencia

Debido a que los extractos etanélico de A. mexicana tiene
unagran cantidad de clorofilay que esta emite fluorescencia
(Garcia et al, 2015), se optd por emplear la microscopia
de fluorescencia con el fin de observar la distribucién
del extracto y su encapsulacién en los transetosomas.
En la figura 5A se observan los transetosomas en
campo claro con una tonalidad verde caracteristica del
extracto, indicando que la encapsulacién se llevé acabo,
en la figura 5B se observa la misma micrografia pero
mediante la técnica de fluorescencia donde se muestra
los transetosomas con una tonalidad rojiza que indica
que el extracto estd en la estructura del transetosomas,
debido a la gran cantidad de vesiculas y para apreciar los
encapsulados, se seleccion6 la seccién donde se muestran
dos vesiculas que rondan cerca de los 5 micrémetros, sin
embargo el fondo rojizo de la micrografia 5B es causado
por la fluorescencia de las vesiculas con menor tamafio.
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Figura 5. Micrografias a 80x de transetosomas como
encapsulantes de A. mexicana. Micrografia en campo claro (A),
micrografia de fluorescencia (B).

Conclusiones

En este trabajo se obtuvieron transetosomas esféricos
submicrométricos que van de los 500 a los 700 nm en
promedio y que son capaces de encapsular un extracto
de A. mexicana, con la finalidad de preservar sus
componentes, los cuales pueden ser monitoreados por
FT-IR y comprobar que el proceso de encapsulacion se
llevé a cabo mediante las propiedades fluorescentes
de la clorofila. Estas aportaciones permiten proponer
a los transetosomas como vehiculos novedosos para
la encapsulaciéon de extractos etandlicos de matriz
compleja. Cabe resaltar que ensayos complementarios
como la medicién de la estabilidad, la vida de anaquel
y la eficiencia de atrapamiento pueden proporcionar
mas informacién para la mejora de estos vehiculos
transetosomales.
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