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RESUMEN

Los extractos de hoja de cedrén (Aloysia citriodora.) se usan en medicina tradicional
como en la industria farmacéutica. Los compuestos antioxidantes en las hojas de
Aloysia citriodora, pueden tener efectos positivos tales como antiespasmaddico,
antiinflamatorio, tranquilizante, calmante nervioso y expectorante. En la presente
investigacion, se determiné la cantidad de compuestos polifendlicos y la capacidad
antioxidante in vitro en extractos obtenidos con agua y etanol. La cantidad de
polifenoles totales y flavonoides se expresaron como equivalentes de acido galico y
quercetina respectivamente. También se determind la cantidad de aceite esencial
de Aloysia citriodora, obtenido de las hojas por el método de hidrodestilacion y que
fue analizado por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG-EM). Se determind la capacidad antioxidante de los compuestos polifendlicos
y terpenos mediante la inhibicion de los radicales 2,2'-azino-bis (acido 3-
etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS) y 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH). Los
compuestos polifendlicos fueron mayores en la fracciéon acuosa. Con el analisis de
CG-EM se identificaron los compuestos terpénicos crisantenona, D-limoneno, a-
curcumeno, a-pineno, espatulenol, a-gurjunene, cariofileno, oxido de cariofileno y
citral.

Para la encapsulacion de los compuestos polifenoles del extracto acuoso y los
terpénicos, del aceite esencial del cedron, se utilizé el equipo Nano spray dryer B
90, utilizando como material de pared a la maltodextrina; una vez encapsulados, se
volvié a medir el contenido de polifenoles y terpenos, obteniendo como resultado
0.596 mg equivalentes de acido galico / g de capsulas de extracto acuoso y 1 mg
de capsulas de aceite que contiene 5.489 uL de linalool respectivamente. Para la
elaboracién de la pelicula, se utilizO como material filmogénico a la goma arabiga,
alginato de sodio, agar-agar y alcohol polivinilico; se determiné el efecto
antiinflamatorio del extracto acuoso, capsulas de extracto acuoso, aceite esencial,
capsulas de aceite esencial, maltodextrina y dexametasona. Los extractos
administrados tuvieron un efecto en la actividad antiinflamatoria, debido a que
mostraron un valor mayor que el vehiculo (maltodextrina), tendiendo a parecerse al
control positivo dexametasona.

Palabras clave: Aloysia citriodora, CG-EM, DPPH, ABTS, polifenoles totales,
flavonoides, nano spray-dryer.



ABSTRACT

The cedron’s leaf extracts (Aloysia citriodora.) are used in traditional medicine and
pharmaceutical industry alike. The Aloysia citriodora leaves’ antioxidant compounds
can have positive effects, such as antispasmodic, anti-inflammatory, tranquilizer and
expectorant. In this investigation, the amount of polyphenolic compounds and the
antioxidant capacity in vitro at extracts obtained with water and ethanol were
determined. The total polyphenols and flavonoids were expressed as gallic acid and
quercetin equivalents respectively. The amount of Aloysia citriodora essential oil was
determined too, being obtained from leaves through the hydrodestilation method and
analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS). The
polyphenolic compounds antioxidant capacity and terpenes was determined through
inhibition of 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) and 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) radicals. The polyphenolic compounds were
higher in the aqueous fraction. With the GC-MS analysis, the terpenic compounds
chrysanthenone, D-limonene, a-curcumene, a-pinene, spatulenol, a-gurjunene,
karyophylene, caryophylene oxide and citral were identified.

For the encapsulation of the polyphenol compounds of the aqueous extract and the
terpenic compounds of the cedron’s essential oil, the Nano spray dryer B 90
equipment was used, using maltodextrin as wall material; once encapsulated, the
polyphenols and terpenes content was measured again, getting 0.596 mg gallic acid
equivalent / g of aqueous extract capsules and 1 mg of oil capsules containing 5,489
ML of linalool respectively as a result. For the film elaboration, Arabic gum, sodium
alginate, agar-agar and polyvinyl alcohol were used as filmogenic material; the anti-
inflammatory effect of the aqueous extract, aqueous extract capsules, essential oil,
essential oil capsules, maltodextrin and dexamethasone was determined. The
administered extracts had an effect on the anti-inflammatory activity, because they
showed a higher value than the vehicle (maltodextrin), tending to resemble the
positive control (dexamethasone).

Keywords: Aloysia citriodora, GC-MS , DPPH, ABTS, total polyphenols,
flavonoids, nano spray-dryer.



1. Introduccioén

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud, una planta medicinal, se define
como cualquier especie vegetal silvestre o cultivada que contiene sustancias
capaces de ser empleadas para propdsitos curativos y cuyos principios activos,
pueden servir como precursores para la sintesis de nuevos farmacos. Es por ello
que los componentes bioactivos han cobrado relevancia en los ultimos afos, debido
a los beneficios que generan a la salud humana, algunos previniendo enfermedades
cronico-degenerativas, asi como aliviando los sintomas que estas producen. Existe
una gran variedad de fitoquimicos bioactivos, entre los que destacan diversos
compuestos de tipo: fendlicos, azufrados, fitoesteroles, terpenos, carotenoides e
isoflavonas, que se encuentran en frutas, verduras, cereales, leguminosas y planta
medicinales (Drago-Serrano et al., 2006).

La artritis reumatoide (AR) es una enfermedad de las articulaciones, cronica,
degenerativa e inflamatoria, que aqueja a mas de un millén de mexicanos (CNETS,
2010). Por su parte, Abud-Mendoza (2005) reporté que la tasa de incidencia de AR
en México por cada 100 000 habitantes es de 35.9 en mujeres y de 14.3 en hombres.
Es por lo anterior, que en nuestro pais es necesario realizar investigacion para
encontrar alternativas que prevengan estas enfermedades y/o ayuden a aliviar los
sintomas producidos por éstas.

Se estima que en el mundo existen entre 310,000 y 422,000 especies de plantas,
de las cuales 20,000 poseen propiedades de gran interés para la investigacion y
descubrimiento de compuestos que lleven a la elaboraciéon de nuevos farmacos;
pese a esto, se calcula que menos del 10% de las plantas han sido evaluadas en la
busqueda de actividad bioldgica (Juarez-Rosete et al., 2013).

Entre estas plantas medicinales, Aloysia citriodora ha sido estudiada en diversos
paises con el proposito de conocer el tipo y cantidad de compuestos que contiene,
y a las diferentes propiedades que éstos puedan ejercer en los sistemas bioldgicos.
La planta es originaria de América del Sur, se distribuye por Mesoamérica y
Centroamérica, es ampliamente cultivada como especie ornamental, por el
agradable olor de sus flores y como especie medicinal (Estrada et al., 2012). A.
citriodora es conocida en México con diversos nombres entre los que destacan
"Cedron" o "Yerba Luisa", es un arbusto perennifolio aromatico que crece entre 3-4
m. Se levanta desde la base corta, gruesa y lefiosa. Sus hojas aparecen agrupadas
en verticilos trimeros, tienen hasta 7 cm de longitud de color verde claro. Presenta
flores blancas dispuestas en pequenas cabezuelas agrupadas en racimos, ubicadas
en las partes terminales de la planta. La infusion de las hojas es usada ampliamente
en México y en paises Sudamericanos para calmar los dolores, afecciones
nerviosas y gastrointestinales, como son: cdlicos, diarrea, indigestion, flatulencias,
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nauseas y vomito. El reumatismo, ulceras y dolores menstruales, son otros de los
malestares para los que se usa esta infusion (Caceres et al., 1990).

Las hojas del cedron son ricos en un aceite esencial, cuyo componente principal es
el citral, responsable de su aroma y que contiene ademas limoneno, linalol, cineol,
terpineol, cariofileno, espatulenol, y variaciones intrinsecas en la cantidad y calidad
del resto de terpenos como a-tujeno, a-pineno, camfeno, mirceno, p-cimeno, y-
terpineno, linalol, camferol, dihidrolinalool, citronelol, mentona, isoborneol, a-
terpineol y carvona (Di Leo et al., 2008).

Los extractos acuosos de A. citriodora contienen antioxidantes en infusién, como;
por ejemplo, posee 51.85 + 3.17 mg de acido tanico/g material seco (Wernert et al.,
2009); por otro lado, Kumar et al. (2008) mencionan que el extracto aceténico de las
partes aéreas evidencid significativa actividad contra Bacillus subtilis,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Proteus vulgaris.

Para que los compuestos activos puedan ejercer los efectos antes descritos, las
moléculas bioactivas deben llegar al sitio de accion, por lo que, salvo que se ejerzan
sus efectos directamente sobre el tracto digestivo, deben ser absorbidos, pasar a la
sangre Y distribuirse en el organismo humano (Drago-Serrano et al., 2006). Por lo
cual, han surgido técnicas como la encapsulacion, para proteger los bioactivos al
interior del organismo, evitando que estos se degraden antes de cumplir su funcién.

2. Marco Teoérico

2.1. Cedroén

Aloysia citriodora, llamada comunmente como cedrén, es una planta de
la familia Verbenaceae originaria de Sudamérica. Es un arbusto de tallo lefioso de
3-3.5 m de altura, sus hojas son angostas y alargadas, esta planta se caracteriza
debido a que sus hojas son muy aromaticas. En la Tabla 1 se presenta la taxonomia
del cedrén y en la Figura 1 las hojas de la planta.

Florece en verano, las flores son pequefias, rosadas, blanquecinas. Nativa de
Sudamérica comprendiendo paises como Argentina, Paraguay, Brasil, Uruguay,
Chile, Bolivia y Peru, su propagacion como cultivo se extendido a México.

Las condiciones para su cultivo son de un clima calido constante y exposicion
soleada, no resiste bien las heladas, a temperaturas por debajo de 0 °C pierde las
hojas, aunque la madera es lo suficientemente dura como para soportar hasta -10
°C (Botta, 1979).


https://es.wikipedia.org/wiki/Aceite_esencial
https://es.wikipedia.org/wiki/Citral
https://es.wikipedia.org/wiki/Limoneno
https://es.wikipedia.org/wiki/Limoneno
https://es.wikipedia.org/wiki/Cineol
https://es.wikipedia.org/wiki/Cineol
https://es.wikipedia.org/wiki/Terpineol
https://es.wikipedia.org/wiki/Terpineol
https://es.wikipedia.org/wiki/Familia_(biolog%C3%ADa)
https://es.wikipedia.org/wiki/Verbenaceae
https://es.wikipedia.org/wiki/Suram%C3%A9rica

Tabla 1. Taxonomia del cedrén (Aloysia citriodora).

Reino Plantae
Division | Magnoliophyta
Clase | Magnoliopsida

Orden Lamuiales
Familia | Verbenaceae
Género Aloysia

Especie | A. citriodora

Figura 1. Hojas de cedrdn (Aloysia citriodora).

2.1.1. Principales usos

La hoja de cedrén tiene un gran uso en la industria alimentaria, farmacéutica y
cosmeética. El aceite esencial se utiliza como corrector de sabor y olor, en productos
citricos. Se utiliza como planta ornamental debido al gran aroma que expide.
(Dellacassa y Bandoni, 2003)

La infusion de sus hojas, a veces también tallos y flores, es de uso corriente en la
medicina popular. Segun Rojas et al. (2015), tiene propiedades como
antiespasmaodico, calmante nervioso, expectorante y estomacal.


https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliophyta
https://es.wikipedia.org/wiki/Magnoliopsida

2.1.2. Produccion de cedréon en México

La propagacion del arbusto de cedron se da por semillas, como por medio de
mugrones y estacas. Sin embargo, existe una baja germinacion de las semillas, por
lo cual se opta por la propagacion de estacas (Fretes, 2010; Dellacassa y Bandoni,
2003).

La mayor produccion de cedron en México, se da en la sierra de Hidalgo, en los
municipios de Cardonal y Tlahuiltepa, donde las comunidades producen los
arbustos de cedrén mediante estacas, para la posterior venta de sus hojas a fin del
uso como infusiones. Se comercializa mediante la marca “Caxtle”.

Figura 2. Hojas de cedrén para té.

2.1.3. Composicién de las hojas

Las plantas medicinales deben su accién a ciertos componentes denominados
principios activos, éstos son metabolitos secundarios de las plantas. Los
metabolitos secundarios se agrupan en los siguientes grupos de compuestos
(Garcia y Carril, 2011):

Terpenos: entre los que se encuentran hormonas, pigmentos o aceites esenciales.
Compuestos fendlicos: cumarinas, flavonoides, lignina y taninos, entre otros.

Glicosidos: saponinas, glicésidos cardiacos, glicosidos cianogénicos vy
glucosinolatos.

Alcaloides.



Los principales componentes de las hojas de cedrén son: aceite esencial (0.1-0.3
%), monoterpenos (6%), sesquiterpenos (18%), alcoholes alifaticos (1-1.5 %),
ésteres terpénicos (6 %), aldehidos (39-40%) (Vargas, 2012). El principal
componente del aceite esencial es el citral (Figura 3), el cual se obtiene por
diferentes técnicas, de las que resalta el arrastre por vapor.

Estudios realizados por Hawary et al. (2011), reportaron los siguientes componentes
terpenicos de las hojas: dl-limonene, p-cineol, neral, geranial, alfa curcumene.

CH,
X
=0
HsC~ “CHs

Figura 3. Molécula de citral.

En la Tabla 2 se muestra el contenido de compuestos antioxidantes en hojas de
cedron.

Estudios realizados por Pereira et al. (2017), reportaron los siguientes componentes
polifendlicos de las hojas: verbascoside, luteolina-7-O-diglucurénido, apigenina-7-
O-diglucurénido, isoverbascosido, forsintdsido, y martinosido.

Tabla 2. Contenido de antioxidantes en hojas de cedrdn (Aloysia citriodora).

Muestra Fenoles Flavonoides Tanino Acido
totales totales totales hidroxicinamicos
L (mg rutina/g totales
(mg acido | material seco) | (mg acido | (mg acido
tanico/g

tanico/g clorogénico/g

material seco) material seco) | material seco)

Hoja joven 50.02+3.84 [2491+1.90 |1590+1.85 |35.01+2.84
Hoja adulta 26.43 £+2.49 |20.51 £+1.15 [16.12+1.60 |19.72+1.72
(Ricco et al., 2011).




2.2. Antioxidantes

Un antioxidante se define como aquel compuesto capaz de disminuir el dafio celular,
proteger a las biomoléculas (lipidos, proteinas, ADN) de la oxidacién y/o inhibir los
procesos de apoptosis celular, generados por especies reactivas del oxigeno,
responsables del estrés oxidante. El antioxidante cede un electron, se oxida y se
transforma en un radical libre débil no toxico. Existen dos tipos de antioxidantes: los
enddégenos y los exdgenos, estos ultimos son tomados de la dieta (Corrales y
Munoz, 2012).

2.2.1. Antioxidante endégenos

Los antioxidantes endégenos son producidos por el organismo como defensa ante
los radicales libres. Se clasifican de dos maneras, los antioxidantes enzimaticos:
superéxido dismutasa, catalasa, glutation peroxidasa, glutation S-transferasas,
tioredoxina-reductasas. Los no enzimaticos son: glutation, acido urico, ubiquinol
(Co-enzima Q). Algunos de estos se encuentran en los alimentos, pero estos sufren
una degradacion/biotransformacién significativa a lo largo del tracto gastro-
intestinal.

2.2.2. Biosintesis de los polifenoles

Los polifenoles se sintetizan en el metabolismo secundario de las plantas, tienen
lugar a través de dos importantes rutas primarias: la ruta del acido siquimico y la
ruta de los poliacetatos, tal como se muestra en la Figura 4 (Quifiones et al., 2012).

Figura 4. Esquematizacion de la ruta de biosintesis del acido siquimico y ruta de
formacion de los poliacetatos.
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2.2.3. La ruta de biosintesis del acido siquimico

Proporciona la sintesis de los aminoacidos aromaticos (fenilalanina o tirosina), y la
sintesis de los acidos cinamicos y sus derivados (fenoles sencillos, acidos
fendlicos). Es dependiente de la luz. Se inicia en los plastos por condensacion de
dos productos tipicamente fotosintéticos, la eritrosa-4-fostato, procedente de la via
de las pentosas fosfato, y el fosfoenolpiruvato, originario de la glucdlisis (Garcia y
Carril, 2011; Quinones et al., 2012).

2.2.4. La ruta de formacién de los poliacetatos

Proporciona las quinonas y las xantonas. Comienza a partir de una molécula
inicial de acetilCoA, y a través de una serie de condensaciones se originan los
poliacetatos. Por reduccion de los poliacetatos se forman los acidos grasos, y por
ciclacion posterior se forman una gran variedad de compuestos aromaticos
(Garcia y Carril, 2011; Pérez y Jiménez, 2011)

2.2.5. Flavonoides

Constituyen un amplio y diverso grupo de metabolitos secundarios de plantas,
constituyen la subclase de polifenoles mas abundante dentro del reino vegetal.

Los flavonoides poseen un gran numero de grupos hidroxilos formando glucésidos;
son polares, por lo que son ligeramente solubles en disolventes polares, como el
metanol, etanol, acetato de etilo 0 agua.

2.2.6. Taninos

Constituyen un grupo de sustancias ampliamente distribuidas en el reino vegetal;
se presentan como mezclas de polifenoles, muy dificiles de separar; con el agua
forman disoluciones coloidales de reaccion acida y sabor astringente.



El acido polifendlico mas simple es el acido galico, por lo cual se utiliza como
estandar para calcular la concentracion de polifenoles en equivalentes de acido
galico o quercetina (Garcia y Carril, 2011).

Figura 5. Estructura quimica de los principales grupos de flavonoides.

2.3 Terpenos

La ruta metabdlica se inicia por condensacion de dos moléculas de Acetil CoA,
dando acetoacetil-CoA el cual se condensa a su vez con otra molécula de AcCoA
originando 3- hidroxi-3-metilglutaril-CoA. Este compuesto se reduce para
convertirse en acido mevalénico (3,5-dihidroxi-3-metilvalerianico) y posteriormente
por fosforilacion y descarboxilacion, en isopentenilpirofosfato (IPP), el cual, por
isomerizacion da lugar a dimetilalil-pirofosfato DAMPP), compuesto altamente
reactivo. La condensacion, mediante union “cabeza-cola” de estos dos ultimos
compuestos, origina el geranil-pirofosfato (GPP) que posee 10 atomos de carbono
y es precursor de un gran numero de principios activos vegetales (Figura 6) (Garcia
y Carril, 2011; Viegas,2003).

El acoplamiento a este GPP de nuevas unidades de IPP origina moléculas de mayor
peso molecular, incrementandose el numero de carbonos de cinco en cinco:
sesquiterpenos (C-15), diterpenos (C-20), triterpenos (C-30) (Viegas,2003)



Figura 6. Ruta metabdlica de los terpenos.

Desde el punto de vista farmacéutico, los grupos de principios activos de naturaleza
terpénica mas interesantes son: monoterpenos y sesquiterpenos constituyentes de
los aceites esenciales, derivados de monoterpenos correspondientes a los iridoides,
lactonas sesquiterpénicas que forman parte de los principios amargos, algunos
diterpenos que poseen actividades farmacoldgicas de aplicacion a la terapéutica y
por ultimo, triterpenos y esteroides entre los que se encuentran las saponinas y los
heterdsidos cardiotonicos (Viegas,2003; Cazarez, 2017).

Los aceites esenciales son mezclas complejas, normalmente liquidas, que
presentan una caracteristica: su volatilidad, por tanto, son extraibles en corriente de
vapor de agua.



2.3.1. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son producidos por plantas aromaticas, pertenecientes a
diversas familias como: Apiaceae, Asteraceae, Cupressaceae, Hypericaceae,
Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Pinaceae, Piperaceae, Rutaceae, Santalaceae,
Verbenaceae, Zingiberaceae y Zygophyllaceae, entre otras (Baser y Demirci, 2007).
Son una mezcla de compuestos volatiles (terpenos, alcoholes, ésteres, aldehidos y
compuesto fenolicos) que son biosintetizados por la planta en flores, frutos, tallos,
hojas y raiz; producto del metabolismo secundario vegetal y representan pequefas
cantidades con respecto al peso total de la planta (Bakkali et al., 2008). Los aceites
esenciales pueden ser obtenidos por diferentes métodos (Preedy, 2016; Cazarez,
2017):

Hidrodestilacion

Es el método estandarizado para la extraccion de aceites esenciales a partir de
material vegetal como tallos, hojas, madera o flores, se aislan productos naturales
no solubles en agua con alto punto de ebullicion; dicho proceso consiste en la
completa inmersidn de la planta en agua hasta su ebullicion. Este método protege
a los aceites extraidos de cierta degradaciéon, ya que el agua circundante actua
como una barrera para evitar que se sobrecaliente.

Extraccidon con solventes

Se implementa para material vegetal como flores, semillas y hojas; se utilizan
diversos solventes que generalmente se mezclan con la materia organica y se
someten a calor o en ocasiones en frio para extraer los aceites esenciales,
posteriormente se retira la materia organica, una vez filtrado se evapora el solvente
para concentrar el aceite esencial. Sin embargo, los residuos que quedan en el
producto final, pueden ser toxicos para el ser humano (Glinther,1948).

Extraccion por microondas

Es un método de rapida extraccion para plantas aromaticas y semillas secas. Tiene
la ventaja de presentar alta selectividad y obtencion en corto tiempo, es una
combinacion de calentamiento con microondas y destilacién en seco realizada a
presion atmosférica sin ningun disolvente ni agua.
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Para determinar qué método emplear, se debe considerar tanto la parte en la planta
de la cual se realizara la extraccion, como el uso del aceite esencial. Una
inadecuada extraccion influye en la calidad del aceite. Para la obtencion de un aceite
esencial considerado GRAS, los sistemas de extraccion que utilizan vapor de agua,
son los mas aceptados por contener un alto contenido de compuestos aromaticos
volatiles (terpenoides) y un minimo de compuestos fendlicos de mediano y alto peso
molecular, asi como otros compuestos no deseables. (Cazarez, 2017).

2.3.2. Usos y propiedades de los aceites esenciales

Se conocen cerca de 3,000 aceites esenciales, los cuales tienen uso cosmético,
farmacéutico, perfumeria y en la industria de los alimentos (saborizantes, fragancias
en los alimentos). Esto se debe a sus propiedades antibacteriales, insecticidas,
antioxidantes y antifungicas. Al ser utilizados como aditivos en los alimentos, la FDA
los ha clasificado como Sustancias Generalmente Reconocidas como Seguras
(GRAS) (Burt, 2004).

2.4 Inflamacién

La inflamacion es un proceso tisular, constituido por una serie de fendmenos
moleculares, celulares y vasculares, de finalidad defensiva frente a agresiones
fisicas, quimicas o bioldgicas. Se caracteriza por tener los siguientes aspectos:

1) Respuesta focalizada en donde existe respuesta del organismo contra el
agente agresor.

2) La respuesta inflamatoria inmediata, el foco inflamatorio atrae a las células
inmunes de los tejidos cercanos.

Existen cuatros sintomas caracteristicos del proceso de inflamacion, los cuales son:
calor, rubor, tumor y dolor.

La inflamacion puede ser aguda o cronica, en funcién de la naturaleza del estimulo
y la eficacia de la reaccion inicial para eliminar el estimulo o los tejidos lesionados.
La inflamacion aguda se inicia de forma rapida (minutos) y dura poco, unas horas o
pocos dias; se caracteriza sobre todo por la exudacion de liquido y proteinas
plasmaticas (edema) Mitchell et al. (2017).

El proceso de inflamacion se caracteriza por tener los siguientes pasos (Tabla 3)
segun Guisado et al. (1994):
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Tabla 3. Proceso de inflamacion.

Procesos Caracteristica

Liberacion de mediadores Son moléculas que se pueden generar
a partir de células o de proteinas
plasmaticas. Las de origen celular en su
mayoria son liberadas por el mastocito
(histamina) o pueden sintetizarse de
novo (citosinas, prostaglandinas), bajo
la  actuacion de  determinados
estimulos.

Respuesta de los mediadores Una vez liberadas, estas moléculas
producen alteraciones vasculares vy
efectos quimiotacticos que favorecen la
llegada de moléculas y células inmunes
al foco inflamatorio.

Llegada de moléculas y células | Proceden en su mayor parte de la
inmunes al foco inflamatorio sangre, pero también de las zonas
circundantes al foco.

Regulacién del proceso inflamatorio | Como la mayor parte de las respuestas
inmunes, el fenémeno inflamatorio
también integra una serie de
mecanismos inhibidores tendentes a
finalizar o equilibrar el proceso. Cuando
se activan y liberan de la célula, la
mayor parte de estos mediadores
sobreviven poco tiempo; se degradan
con rapidez (los metabolitos del acido
araquidoénico) o son barridos por otros
mecanismos (los antioxidantes barren
los metabolitos del oxigeno toxico.
Reparacion Fase constituida por fendbmenos que
van a determinar la reparacién total o
parcial de los tejidos dafiados por el
agente agresor o por la propia
respuesta inflamatoria

La inflamacién es caracterizada por alteraciones en la permeabilidad vascular y la
produccion de mediadores inflamatorios locales, como esteroides, prostaglandinas,
histamina, serotonina, citocinas, quimiocinas y radicales libres de oxigeno. Mitchell
et al. (2017)
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2.4.1. Aminas vasoactivas: histamina y serotonina

Se llaman a si porque tienen acciones importantes sobre los vasos. Se almacena
en forma de moléculas preformadas en las células y por eso se encuentra entre los
primeros mediadores de la inflamacién.

Histamina: se encuentra en los granulos de los mastocitos y se libera mediante
desgranulacion en respuesta a diversos estimulos.

Serotonina: es un mediador vasoactivo preformado, cuyas acciones se parecen a la
histamina, esta en plaquetas y en algunas células neuroendocrinas como las del
aparato digestivo y en los mastocitos de los roedores, pero no de las personas.

2.4.2. Citocinas

Las citocinas son glucoproteinas extracelulares, hidrosolubles, con un peso
molecular de entre 8 y 30 kDa que desempefian funciones claves en el proceso
inflamatorio, definido por un balance entre las que son proinflamatorias y
antiinflamatorias (Oliveira et al., 2011).

proinflamatorias estan las interleucinas (IL) 1, 2, 6, y TNF-a.

IL-1: es un polipéptido de unos 15 a 20 kD, del que existen dos formas denominados
IL 1 elL 1B, ambas citocinas actuan sobre el mismo receptor, por lo que también
compite el antagonista del receptor de Ila IL 1. Actua principalmente
intracelularmente y no se encuentra en circulacion general, excepto en caso de
enfermedad grave. Los macréfagos activados, son la principal fuente de los
macrofagos activados; citocina que se destaca por su capacidad proinflamatoria.
(Filella et al.,2002).

IL2: actua al promover la células T, es producida principalmente por los linfocitos T
activados. Efectua su accion bioldgica a través de un receptor de membrana
constituido por 3 subunidades B. En el individuo sano, existen 7 niveles del receptor
soluble de la IL 2, mientras que en niveles superiores a los normales, pueden ser
observados en numerosas enfermedades, hecho que refleja una excesiva
activacion linfocitaria. (Filella et al.,2002).

antiinflamatorias son las interleucinas 4, 10, 13 y el factor transformador de
crecimiento 3 (FTC B).
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IL10: Esta producida por los linfocitos T de tipo Th2 y con capacidad de inhibir la
sintesis de IFN-y y de IL-2 por parte de los linfocitos T. Es la principal citocina
antiinflamatoria, actuacidén que ejerce a través de la inhibicion de la sintesis de IL-1,
IL-6 y TNF-a por parte de los macrofagos (Filella et al.,2002).

2.4.3. Quimiocinas

Son una familia de proteinas pequefias (8 a 10 kD) que actuan generalmente como
giomiotaxinas para distintos tipos especificos de leucocitos. Realizan dos funciones
fundamentales: estimulan el reclutamiento de los leucocitos en la inflamacion y
controlan la migracion normal de las células a través de varios tejidos.

2.4.4. Metabolitos del acido araquidénico (AA): prostaglandinas

Cuando se activan las células por diversos estimulos, el acido araquidénico de la
membrana, se convierte con rapidez por accién enzimatica y da lugar a las
prostaglandinas y leucotrienos.

Estos mediadores lipidicos se comportan como sefales intracelulares o
extracelulares que influyen sobre diversos procesos biolégicos, incluida la
inflamacion.

Prostaglandinas: se producen por los mastocitos, macréfagos, células endoteliales
y muchos otros tipos y participan en las reacciones celulares y sistematicas de la
inflamacion. Se producen por accion de las ciclooxigenasas ( COX-1 y COX-2)
(Mitchell et al. 2017)

2.4.5. Radicales libres

La produccion alta de radicales libres (6xido nitrico, peroxido de hidrégeno,
radical/anién su peréxido) propicia el estrés oxidante y genera dafos a nivel celular,
que promueven la aparicion que promueven la aparicion de enfermedades crénicas
degenerativas (Corrales et al., 2012).

Los radicales libres, derivados del oxigeno, se pueden liberar a nivel extracelular de
los leucocitos, tras su exposicion al estimulo. Su produccion depende de la
activacion del sistema de la NADPH oxidasa. El anién superéxido (O2-), el perdxido
de hidrégeno (H202) y el radical hidroxilo (OH:), son las principales especies
producidas dentro de las células, y el (O2-) se puede combinar con el ON para dar
lugar a especies reactivas de 6xido nitrico.
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La liberacidn extracelular de bajas concentraciones, de estos potentes mediadores,
aumenta la expresion de quimiocinas, por ejemplo, la IL-8, citocinas y moléculas de
adherencia leucocitarias endoteliales, de modo que amplifica la respuesta
inflamatoria (Corrales et al., 2012).

El suero, los liquidos tisulares y las células del anfitrion, disponen de mecanismos
que les protegen frente a estos radicales derivados del oxigeno con capacidad
lesiva. Estos antioxidantes son: la enzima superoxido dismutasa, que se encuentra
0 se activa en distintos tipos celulares; la enzima catalasa que detoxifica H20z;
glutation peroxidasa, otro potente detoxificador de perdxido. Por tanto, la influencia
de los radicales libres, derivados de oxigeno, en cualquier reaccion inflamatoria,
depende del equilibrio entre la produccion y la inactivacion de estos metabolitos, en
las células y tejidos (Corrales et al., 2012; Mitchell et al. 2017).

La artritis reumatoide es una enfermedad que se caracteriza por la inflamacion de
las articulaciones, puede causar deformidad e incapacidad funcional. Se presenta
con mayor frecuencia en las mujeres, especialmente entre los 30 y 50 afios de edad,
pero también puede presentarse en hombres o a cualquier edad. Esta enfermedad
afecta 0.5 % - 2% de la poblacion mundial, se considera que el 0.3% de la poblacién
de México padece artritis reumatoide (Martinez, 2008). Actualmente, existe una gran
variedad de tratamientos farmacéuticos o de medicina alternativa que favorece la
disminucién de sintomas, de los cuales, pocos son capaces de retardar o incluso
detener su avance. En estudios realizados a la resina de Boswellia carteri y
Boswellia serrata, esta ha sido usada para el tratamiento de artritis reumatoide y
otras enfermedades inflamatorias en la medicina tradicional en muchos paises.
Estas propiedades se les atribuye a los terpenos (Banno et al., 2006).

Respecto a la actividad antiinflamatoria, de los aceites esenciales de la hoja de
Aloysia triphylla Britton, se le atribuye al citral, principal componente del aceite. Se
ha informado de diversas actividades biologicas del citral, tales como Ila
antiinflamatoria, en el modelo de edema de pata inducido por carragenina (Ponce
et al., 2010).

2.5. Nanoencapsulacién

La nanoencapsulacion de moléculas bioactivas comprende la formacién de
particulas coloidales sélidas de tamafio nanométrico (1 a 100 nm de longitud), en
cuyo interior se encuentra el ingrediente activo, el cual puede estar encapsulado o
quimicamente unido. Cuando la particula es suficientemente pequena, ésta puede
simplemente deslizarse a través de la membrana de la célula, en un proceso
conocido como penetracion. Se pueden utilizar moléculas bioactivas hidrofilicas
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como hidrofébicas, las cuales dependen del material de pared (Tabla 4) para una
liberacion controlada (Jawahar y Meyyanathan, 2012; Madureira et al. 2015).

2.5.1. Métodos para obtener nanoparticulas

Secado por aspersion

Es un proceso basado en el secado de particulas atomizadas en un flujo de aire
caliente. Consiste en la atomizacion de una mezcla acuosa del material de pared
con la solucion bioactiva para formar particulas pequefas, a partir de la evaporacion
del solvente. Durante el proceso, es necesario controlar una serie de parametros
como la temperatura, el % de aspersion, la velocidad de flujo, la presion de
atomizacion (Madureira et al. 2015).

Precipitaciéon

Este método se basa en la baja solubilidad de algunos materiales de pared en
medios alcalinos. Por ejemplo, para la obtencién de nanoparticulas a base de
quitosano, se utiliza una solucion alcalina de hidroxido de sodio e hidréxido de
potasio, en algunos casos se utiliza como solventes al metanol o etanol. Esta
soluciéon es impulsada mediante aire comprimido hacia una boquilla, el tamafio se
puede controlar variando el tamafo de la boquilla y la presién del aire (Madureira et
al. 2015).

2.6. Biopelicula

Las peliculas comestibles son redes poliméricas cuya forma se asemeja a la de una
capa uniforme y delgada, estas matrices elaboradas con materiales biodegradables
(Tabla 4) muestran un alto potencial para contener ingredientes activos, como
pueden ser agentes antioxidantes, colorantes, saborizantes, nutrientes y agentes
antimicrobianos, estas peliculas pueden ayudar a alargar la vida util del compuesto
bioactivo ya que estas actuan como barrera al agua y a los gases (oxigeno y didxido
de carbono) los cuales pueden oxidar a los antioxidantes antes de ser consumidos
lo cual disminuye su actividad favorable en el organismo otra ventaja de las peliculas
es su bajo costo de elaboracion (Antunes et al., 2012; Zufiga et al., 2012; Peyron,
1991).

2.6.1. Proceso de elaboracion de biopeliculas

Los procesos de formacion de las peliculas comestibles, pueden ser por método
hamedo y moldeo por compresion. En ambos el material que forma la pelicula
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deberia de formar un gel que incorpore todos los agentes que forman la pelicula,
tales como biopolimeros, plastificantes u otros aditivos. La diferencia entre estos
meétodos, es debido a que el método humedo parte de una mezcla del material
filmogénico con solvente, los cuales pueden ser agua, etanol o la combinacion de
estos, después se secan para eliminar el solvente y asi formar la estructura de la
pelicula. Para el método por compresion se forma la mezcla de los componentes de
la pelicula, se le aplica una presion y una temperatura durante un tiempo
establecido, para lograr asi la formacion de la pelicula (Peyron, 1991; Jung H. Han,
2014).

En estudios previos se ha demostrado que la incorporaciéon de polifenoles en las
biopeliculas induce cierta capacidad antioxidante (Gémez et al., 2007). Bonilla et
al., (2013) estudio el efecto de la incorporacion de aceites esenciales de albahaca,
tomillo, acido citrico y a-tocoferol en sus propiedades fisicas, mecanicas y
estructurales en films de almidon de trigo y quitosano.

2.7. Componentes quimicos usados en la elaboracién de biopeliculas y
nanocapsulas

Las siguientes moléculas mostradas en la Tabla 4 producen un elevado aumento
de la viscosidad y en algunos casos tienen efectos gelificantes, los cuales producen
redes necesarias para la formacion de peliculas y nanocapsulas.

Tabla 4. Principales moléculas formadoras de biopelicula.

Moléculas Ejemplos Caracteristicas
Almidones
Alginatos o .
Sus aplicaciones son variadas ya que poseen
Gomas : ;
. . . buenas propiedades de barrera frente al Oz a fin de
Polisacaridos | Pectinas .
] retrasar el proceso de maduracion en frutas vy
Mucilagos vegetales
Quitosano 9 '
Caseina Los recubrimientos resultan ser fragiles; por lo cual
Proteinas Colageno | S€ utiliza un agente plastificante, como el alcohol
9 polivinilico y glicerol, entre otros.
La caracteristica negativa de estas sustancias, es
- su escasa capacidad para formar recubrimientos, no
Lipido Cera e . . .
poseen suficiente integridad estructural ni
durabilidad.
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2.7.1. Polisacaridos

La mayoria de los glucidos naturales son polisacaridos o polimeros de alto peso
molecular. Constituyen la forma mas generalizada, aunque no la unica, de reserva
energética en vegetales. Algunos otros son carbohidratos complejos y son
ampliamente usados como formadores de peliculas (Martinez., 2008).

2.7.2. Alginatos

El alginato es un polisacarido distribuido ampliamente en las paredes celulares de
las algas marinas, constituido por los acidos D-manuronico y L-gulurénico. Muchos
alginatos son usados frecuentemente como espesantes, estabilizantes de
emulsiones, gelificantes, inhibidores de sinéresis y como mejoradores de la
sensacion en boca. Alginato de sodio E 401 es un aditivo inofensivo que se utiliza
en las industrias alimenticias como agente espumante y recientemente como agente
gelificante.

2.7.3. Mucilagos

El mucilago es una sustancia vegetal viscosa. Se puede considerar como
hemicelulosas neutras (con bajos contenido en acidos urénicos) (Martinez., 2008).
Esta formada por: L-arabinosa, D-xilosa, D-Galactosa, y trazas de L-ramnosa. Son
utilizados para suspender sustancias insolubles y para aumentar la viscosidad.

En la industria se utiliza la semilla del platano como materia prima para la extraccion.
En la actualidad se buscan diferentes materias primas para la extraccion, entre
algunas de ellas se encuentran el nopal (Opuntia spp) (Martinez., 2008).
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3. Justificacion

Las plantas producen una gran diversidad de compuestos que pueden contribuir
con diferentes propiedades de interés como la actividad antioxidante y capacidad
antiinflamatoria, por lo que es importante realizar estudios que confirmen estas
propiedades, asi como identificar sus compuestos activos. Las hojas de Aloysia
citriodora y otras especies cercanas, son utilizadas como medicina tradicional para
el tratamiento de enfermedades, en algunos casos en procesos relacionados con la
inflamacion. Es por ello, que se considerd en este estudio, realizar investigacion de
sus hojas para la determinacion de su actividad antioxidante y antiinflamatoria,
relacionando esta propiedad con su contenido de metabolitos secundarios y la forma
factible de adicionarlos en una biopelicula para facilitar el consumo y preservaciéon
de estos.

4. Hipétesis

Los compuestos bioactivos de las hojas del cedron (Aloysia citriodora) tendran un
efecto antiinflamatorio, y estos se podran nanoencapsular e incorporar en una
biopelicula comestible.

5. Objetivo general

Elaborar una biopelicula comestible adicionada con nanocapsulas del extracto (con
mayor actividad antioxidante) de hojas de cedron con efecto antiinflamatorio,
evaluado en un modelo de ratas Wistar, inducidas con edema auricular.

5.1. Objetivos especificos

1. Obtener los extractos (etandlico, acuoso y aceite esencial) de las hojas de
cedrén, realizar su caracterizacidon quimica y determinar su capacidad
antioxidante.

2. Nano-encapsular el extracto (con mayor actividad antioxidante) de las hojas

de cedrén basado en un disefio experimental que considere las mejores

propiedades reoldgicas de los agentes encapsulantes.

Caracterizar morfolégicamente las nano-capsulas.

Realizar pruebas de liberacion del extracto encapsulado.

Formular la biopelicula a partir de la mejor proporcion de componentes para

su mejor degradacion y liberacion de nano-capsulas.

6. Evaluar el impacto del consumo del extracto en ratas Wistar, a las cuales se
les inducira edema auricular, determinando el volumen de la inflamacién.

ok ow
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6. Estrategia experimental

Obtencion de los extractos de Aloysia
citriodora (extracto acuoso - extracto
etandlico, aceite esencial)

Determinacion de
compuestos activos:

e Polifenoles

e Terpenos

e Flavonoides

Actividad antioxidante
in vitro:

Actividad
antiinflamatoria
aguda del extracto
con mayor actividad
antioxidante

e Edema en oreja
(Ratas Wistar)

Formulacion de
capsulas y
biopelicula con el
extracto que mayor
actividad
antioxidante posea

Pruebas reolégicas de
la biopelicula.

(Liberacioén de los
componentes activos)
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7. Materiales y métodos

7.1. Plantas

La muestra se recolecto en Morelia Michoacan, se le retiraron ramas vy flores, las
hojas se secaron bajo sombra a temperatura ambiente. Para la extraccion etandlica
y acuosa se molieron las hojas y se tamizaron usando el tamiz con malla de 0.8 mm
de diametro; para la hidrodestilacion se ocuparon las hojas enteras.

Figura 7. Hojas de cedron.

7.2. Métodos de extraccion

7.2.1. Extraccién etandlica

La obtencién del extracto etandlico se realizd por maceracion a temperatura
ambiente durante 24 h, utilizando una relacién de 1:10 (masa de las hojas /volumen
disolvente), con una agitacion de 100 rpm utilizando un Agitador Orbital
Multipropésito CVP 2000P. Después de las 24 h el extracto se filtro a través de papel
filtro comercial y se evapord en un Rotaevaporador RE500 a una temperatura de 45
°C a 40 cmHg.

El extracto uno se disolvi6 en DMSO en una proporcion de 2 mg/ml.
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Figura 8. Evaporacion del etanol para concentrar el extracto.

7.2.2. Extraccion acuosa

El extracto acuoso se obtuvo mediante maceracion a 70 °C por 10 min en una
relacion de 1:10. Se filtré utilizando papel filtro 2.5 micras como requerimiento para
secar en el equipo Nano spray dryer B 90. Las condiciones de secado fueron las
siguientes: Spray 60%, Temperatura 97 °C, Presion 32 mbar.

Figura 9. Secado del extracto acuoso en Nano spray dryer B 90.

7.2.3. Hidrodestilacion
La obtencion del aceite esencial y agua floral se realizé por el método de
hidrodestilacion directa, a una temperatura de 95 °C en una relacién de 1:10. El
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tiempo de hidrodestilacion lo define la cantidad de agua evaporada, para este
ensayo el tiempo de hidrodestilacién fue hasta que se evaporara la mitad de agua.

El agua evaporada se vertié en un embudo para la separacion del aceite esencial,
el aceite recuperado fue almacenado en refrigeracion hasta su uso.

Para determinar el rendimiento del aceite esencial se utiliz6 la siguiente formula:
o I _ (M1
Yo de rendimiento= 7)< 100

Donde:

M1=masa final de aceite esencial M2= masa inicial de parte aérea de la
planta

Figura 10. Equipo de Hidrodestilacion para obtener el aceite esencial.
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7.3. Pruebas Antioxidantes

La capacidad antioxidante de los extractos puede ser medido por ensayos in vitro a
partir de moléculas croméforas, que cambian de color al aceptar un electrén o
protdn; se clasifican como ensayos basados en una transferencia de un atomo de
hidrogeno (HAT) o ensayos basados en transferencia de electrones (ET) (Camarena
et al., 2018). Estas técnicas son ensayos espectrofotométricos en donde se asocia
la absorbancia con la concentracion de las moléculas.

7.3.1. Polifenoles totales

Los polifenoles totales se cuantificaron utilizando la metodologia de Taga et al.
(1984) con algunas modificaciones, a una longitud de onda de 750 nm.

Preparacion de reactivos
Preparacién del NaCOs 2%: 1 g de NaCOs se disolvieron en 50 ml de agua, la
disolucién se sonico por 2 min a temperatura ambiente.

Folin 1N: El reactivo de Folin comercial (2N) se diluyd en una proporcion 1:1 con
agua destilada.

Metodologia

La curva de calibracion se realizé utilizando una solucién madre de acido galico (0.2
mg/ml) donde se tomaron las siguientes concentraciones (20, 16, 12, 9, 8,6,3,
2.4,2,0 ng de acido galico), para la construccion de la curva. Por triplicado, se
dosificaron las siguientes cantidades:

Tabla 5. Preparacion de la curva de calibracién para medir polifenoles totales.

Tubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 | 10

Acido Galico(uL) | O | 10 | 12 | 15 | 30 | 40 | 45 | 60 | 80 | 100
Agua(pL) 100 | 90 | 88 | 85 | 70 | 60 | 55 | 40 | 20 | O

Folin 1N(uL) 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

Agitacion y reposo por 2 minutos

Na2C032% (uL) | 2000 | 2000 | 2000 | 2000

2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000 | 2000

Agitacion y reposos por 30 minutos

Lectura a 750 nm
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Figura 11. Reaccion colorimétrica del acido galico a diferentes concentraciones.

Preparacion de las muestras

La muestra del extracto pulverizado se preparé a una concentracion de 2 mg/mL
agua (M1).

Para el extracto etandlico se tomaron 100 uL y se disolvié en 1 mL de agua (M2).
Para el agua floral se tomaron directamente 100 uL (M3).

Se realizé la siguiente dosificacién para la muestra por triplicado.

Tabla 6. Preparacién del extracto.

Extracto (uL) 100
Folin 1N (uL) 100
Agitacion y reposo por 2 min
Na2C032% (uL) | 2000
Agitacion y reposos por 30 min
Lectura a 750 nm
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7.3.2. Flavonoides totales
La cuantificacion de flavonoides se realizd6 mediante la metodologia de Dewanto
(2002) a una longitud de onda de 415 nm, con algunas modificaciones.

Preparacion de reactivos

Preparacion del AICI3 2 % (m/v): 0.2 g de AICIs se disolvieron en 10 mL metanol al
50 %, la disolucion se sénico por 5 min.

La curva de calibracion se realizé utilizando quercetina a diferentes concentraciones

(0-50 png).

Metodologia

La curva de calibracion se realizé utilizando una disolucion madre de quercetina a
0.02 mg/mL donde se tomaron las siguientes concentraciones (35,20, 15, 10, 5, 0
ug) para la construccion de la curva. Por triplicado, se dosificaron las siguientes
cantidades:

Tabla 7. Preparacién de la curva de calibracién para Flavonoides.

Tubo 1 2 3 4 5 6
Quercetina (pL) 0 200 400 600 1200 | 1400
Metanol 50 % (uL) 2000 | 1800 | 1600 | 1400 800 600
AICIs (uL) 500 500 500 500 500 500

Agitacion y reposos por 30 min.

Lectura a 415 nm

Figura 12. Reaccion colorimétrica de quercetina a diferentes concentraciones.
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Preparacion de las muestras

La muestra del extracto pulverizado se prepard a una concentracion de 0.1 mg/mL
de metanol al 50 % (M1).

Para el extracto etandlico se tomaron 500 pL y se disolvieron en 10 mL de metanol
al 50 % (M2).

Para el agua floral se tomaron directamente 100 mL (M3).

7.3.3. Radical DPPH. (1,1-difenil-2-picril-hidrazilo)

La capacidad para capturar radicales libres de los extractos fue determinada
utilizando como referencia la capacidad de atrapar el radical 1,1-difenil-2-picril-
hidrazilo (DPPH). Esta determinacién se realiz6 utilizando la metodologia de Brand
et al. (1994) a una longitud de onda de 515 nm.

Preparacion del radical y extractos

El reactivo 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH-) se preparé a una concentraciéon de 6
X 10° M utilizando como diluyente al metanol. Una vez preparado el radical, la
absorbencia se midio y se ajustoé a 0.672.

El extracto acuoso se preparé a una concentracién de 2 mg/ml en 5ml de metanol

al 50% donde se tomaron diferentes concentraciones de extracto: 100 ,33.5,18.18
ug. Para el extracto etandlico se dosificaron las siguientes cantidades 50, 30, 9 uL.

Tabla 8. Preparacién del extracto.

Extracto 100 pL
DPPH 1900 pL
Reposo por 6 minutos
Lectura a 515 nm

Para obtener el porcentaje de inhibicidn se realiza la siguiente formula:

L, (A0 - A1)
% inhibicion = 0 x 100

A0 = Absorbencia del DPPH Al = Absorbencia del Extracto + DPPH
AO0=0.672 + 0.066.
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Figura 13. Reaccion colorimétrica del extracto acuosos frente al radical DPPH.

7.3.4. Radical ABTS 2,2 -azinobis-(3-etilbenzotiazolin-6- sulfénico)

La capacidad para capturar radicales libres de los extractos fue determinada
utilizando como referencia la capacidad de atrapar el radical acido 2,2 -azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6- sulfénico) (ABTS). Estos ensayos se realizaron con la
metodologia de Okoh (2015). En este ensayo, la molécula ABTS se convierte en su
radical catidnico por adicion de persulfato de sodio o potasio. Este radical es de
color azul y absorbe a una longitud de onda de 734 nm.

Preparacion del radical y extractos

El reactivo ABTS se prepard a una concentracion de 7 mM utilizando como diluyente
al metanol. Una vez disuelto el ABTS, se tomaron 25 mL y se mezclaron con 25 mL
de persulfato de potasio disuelto en agua, a una concentracion de 2.45 mM. La
formacion del radical se dejo por 24 h en refrigeracién y oscuridad, después de las
24 h, la absorbancia del radical se midio y se ajust6 a 0.62.

Metodologia

Se prepardé acido galico a una concentracion de 0.0032 mg /ml. Con este reactivo
se realizd una curva de calibracion a diferentes concentraciones: 0-1.6 ug de acido
galico.

Tabla 9. Preparacion de la muestra.

Muestra 500 pL
ABTS 1500 pL
Reposo por 5 minutos
Lectura a 515 nm
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7.4. Elaboracion de las nano particulas del extracto acuoso y observacion
morfolégica por Microscopia Electrénica de Barrido.

El extracto acuoso obtenido mediante maceracién, se mezclé con diferentes
concentraciones de material de pared en relacion a los solidos del extracto
(1:1,1:2,1:3), siendo los materiales de pared el maltodextrina y caseinato de sodio.

La solucién se filtrd, utilizando papel filtro de 2.5 micras como requerimiento para
secar en el equipo Nano spray dryer B 90.

Las condiciones de secado fueron las siguientes: Spray 70%, Temperatura 97 °C,
Presion 32 mbar.

Posteriormente se analizaron las capsulas del extracto, utilizando el microscopio
electronico de barrido JSSM- 7600F, donde se utilizaron diferentes aumentos X1,000,
X2,000 y X5,000 con una resolucién de 2.00 kV Lei.

Figura 14. Microscopio electrénico de barrido JSSM- 7600F.

7.4.1. Contenido de polifenoles en las capsulas del extracto acuoso
Los polifenoles totales de las capsulas se cuantificaron, metodologia de Taga et al.
(1984), con algunas modificaciones, a una longitud de onda de 750 nm.

Preparacion de las muestras
La muestra del extracto pulverizado, se prepard a una concentraciéon de 10 mg.

La muestra de las capsulas de extracto, se prepard a una concentracion de 10 mg.
29



La muestra de Maltodextrina, se preparo a una concentracion de 10 mg

7.4.2. Espectrometria infrarroja del extracto acuoso

El extracto y las capsulas del extracto (1:2) se sometieron a analisis de
espectrofotometria de infrarrojo, para la identificacion de grupos funcionales
presentes. Se utilizé un equipo IFTR (Vertex 70), empleando una longitud de onda
600 — 4000 cm™" en el cual se colocaron pequefias muestras de los extractos secos
obtenidos.

7.4.3. Tamano de particula

El tamafo de particula, se analizé con el Nano Particle Analizer SZ-100, donde
primero se estudid un estandar para verificar su funcionamiento, mediante la
metodologia de Horiba (2009)

Metodologia
1) 120 mL de KCI se prepararon a una concentracion 0.01M.

2) En un matraz se afiadieron 25 g de 50 % de concentrado de LUDOX,
posteriormente la disolucion de KCI se agrego hasta llegar a 125 g.

3) En la celda de plastico se adicionaron 15 gotas del estandar de 30 nm.

4) 10 mL de la disolucién de KCI/LUDOX se filtraron con filtro de 2.5 um,
posteriormente y se utilizd el equipo SZ-100 con las condiciones mostradas en la
Tabla 10.

Tabla 10. Condiciones de medicion.

Temperatura 25°C
Particula LUDOX (1.45-0.000 i)
Medio de dispersion Agua
Celda Plastico
Tipo de distribucion | Monodisperse Narrow

Se analizé el tamafio de particula del extracto acuoso y de la formulacion 1:2 con
maltodextrina, se tomd una disolucion con 1 mg muestra /mL de agua, se utilizo el
equipo SZ-100 con las condiciones mostradas en la Tabla 11.
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Tabla 11. Condiciones de medicion para el extracto acuoso.

Temperatura 25°C
Particula Mezcla organica (Software)
Medio de dispersion Agua
Celda Plastico
Tipo de distribuciéon Monodisperse Narrow

7.5. Emulsiéon y estabilidad del aceite

Para la elaboracién de la emulsién, se utilizd la siguiente formulacion: 50 g de agua
destilada, 1 g de maltodextrina, 0.20 g de aceite y 0.08 g tween 80, esta mezcla se
agité por 20 min a 35 °C, empleando la técnica de Aldemar Gordillo (2014)
modificada, donde se utilizé el Ultrasonicador VCX 500, a una temperatura de 10
°C, una amplitud de 25% por 10 min.

Figura 15. Ultrasonicador VCX 500.
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Figura 16. Formacion de la emulsion por la fuerza soénica. a) Inicio, b) después de
10 min.

La estabilidad de la emulsion se midi6 empleando las técnicas mostradas por
Nauman et al. (2017), utilizando como respuesta el tamafio de particula con el Nano
Particle Analizer SZ-100. Las pruebas de estabilidad consistieron en centrifugaciéon
y ciclo de congelacién-descongelacion.

Las condiciones del equipo fueron las siguientes:

Temperatura 25°C
Particula Mezcla organica (Software)
Medio de dispersion Agua
Celda Plastico
Tipo de distribuciéon Monodisperse Narrow

7.5.1. Centrifugacion
Las emulsiones seleccionadas se centrifugaron en la centrifuga Velaquin (modelo
80-2) a 3.500 rpm durante 5,10,15 min.

7.5.2. Ciclo de congelacién y descongelacion.
Se realiz6 un ciclo de congelacidén-descongelacion para las emulsiones entre - 15y
25 °C.
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7.6. Elaboracion de las nano particulas de aceite y microscopia electrénica
de barrido

La emulsion obtenida mediante el ultrasonicador se pulverizé en el Nano spray dryer
B 90. Las condiciones de secado fueron las siguientes: Spray 70%, Temperatura 95
°C, Presion 32 mbar.

Posteriormente se analizaron las capsulas del aceite, utilizando el microscopio
electronico de barrido JSM- 7600F, donde se emplearon las siguientes condiciones
diferentes: SEI MAG 2000x, HV:15.0 kV, WD:24.00mm.

7.6.1. CG-MS del aceite

El aceite esencial fue analizado en el cromatégrafo de gases Agilent Technologies
7890A GC System, acoplado a masas con las siguientes condiciones: se inyectaron
2 uL de muestra a una velocidad de inyeccion de 50.00 uL, usando helio como gas
acarreador con un flujo de 1 mL/min, con una relacion dividida (Split 5:1), usando
una columna DB-5 ms: 1897-60013 (325°C: 60 m X 250 ym X 0.25 pm), para el
horno un temperatura inicial de 40 °C durante 10 min, seguida de una rampa de 3
°C/min hasta alcanzar 140 °C por 20 min, otra de 3 °C/min hasta los 220 °C por 5
min y una mas de 10 °C/min hasta llegar a 260 °C por 5 min. El espectro de masas
a una velocidad de 1 mL/min con una energia de 69.922 eV, con una temperatura
de fuente masas de 230 a 250 °C y del cuadrupolo de 150 °C a 200 °C, en modo
SCAN y un intervalo de masas de 33.0 a 600.0 m z*'

Figura 17. Cromatografo de gases Agilent Technologies 7890A GC System.

33



7.6.2. Contenido de terpenos en las capsulas

El protocolo describe un ensayo rapido, a pequefia escala y de alto rendimiento para
aproximar el contenido total de terpenoides en el tejido vegetal, capsulas o aceite.
Utilizando un monoterpeno, el linalool como reactivo estandar con acido sulfurico
(H2SO0a).

Se realiz6 la prueba de Ghorai et al. (2012) para la medicion de terpenos totales de
la muestra de aceite y de las capsulas de aceite con un estandar, en este caso,
linalool.

Se preparé una concentracion de 100 yL de linalool en 1 ml de cloroformo,
posteriormente se tomaron alicuotas de (0, 55.5, 111, 166, 332 pL), agregandole
3ml de cloroformo a cada una, se agitaron en Vortex y reposaron 3 min. Se
agregaron 100 pL de H2SO4 concentrado sin agitar, posteriormente se dejaron
incubar a 1 h en obscuridad. Después de la hora, se desechd con cuidado el
sobrenadante sin que el precipitado se disolviera, el precipitado se disolvié en 3 mi
de metanol al 95% (v/v) y se agito en un Vortex por 1 min. Después se midi6 la
muestra en el espectrofotometro de UV- Visible a 538 nm.

Las muestras se prepararon de la siguiente manera: 20 yL de aceite esencial,
0.001g de capsulas de aceite y 0.001g de maltodextrina se colocaron en 3 ml de
cloroformo. Se agitaron en Vortex y reposaron 3 min; se agregaron 100 puL de H2SO4
concentrado sin agitar, posteriormente se dejaron incubar a 1 h en obscuridad.
Después de la hora se desecho con cuidado el sobrenadante, sin que el precipitado
se disolviera, ya que debio de disolverse en 3 ml de metanol al 95% (v/v) y agitando
en el Vortex por 1 min. Después se midié la muestra en el espectrofotometro de UV-
Visible a 538 nm.

Figura 18. Curva de calibracién para cuantificacion de Terpenos.
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Figura 19. a) Extraccion de los terpenos de las diferentes muestras. b) Terpenos
disueltos en metanol después de la extraccion.

7.6.3. Espectrometria infrarroja del extracto aceite y capsulas

El aceite esencial y las capsulas se sometieron a analisis de espectrofotometria de
infrarrojo, para la identificacion de grupos funcionales presentes. Se emple6 un
equipo IFTR (Vertex 70), empleando una longitud de onda 600 — 4000 cm™ en el
cual se colocaron las muestras.

7.7. Elaboracion de la pelicula
Las pruebas para la formulacion de pelicula se hicieron por triplicado, a tres de ellos
se adicionaron las capsulas del extracto con maltodextrina.

Para la realizacion de la pelicula en un matraz de Erlenmeyer se agregoé 0.1 g de
alginato de sodio, 0.050 g de Agar-Agar, 0.070 g de alcohol polivinilico y goma
arabiga 0.07 g en 98 ml de agua desionizada.

Esta mezcla se llevé a una parrilla de calentamiento, a una temperatura de 90 °C
por 30 min, hasta observarse homogenizado; después de alcanzar la temperatura
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ambiente, se adiciond 0.5 g del extracto acuoso encapsulado con maltodextrina a
uno de los matraces.

Figura 20. Calentamiento preparacion de muestra para pelicula.

Una vez homogenizado la mezcla, se llevo a filtrado con ayuda de un embudo y
gasas. Se vertieron 30 ml de la mezcla ya filtrada a las cajas Petri y se llevo al horno
durante un periodo de 24 h.

Figura 21. Filtrado del homogenizado de pelicula.

7.7.1. Pruebas en peliculas

Las peliculas se secaron durante 24 h en un horno a una temperatura de 43°C, una
vez secas se desprendieron de la caja Petri y se recortaron en laminas de 1x3 cm.
Con un micrometro digital se midio el espesor de las peliculas en milimetros.
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Figura 22. Secado en horno por un periodo de 24 h y peliculas formadas.

7.7.2 Determinacion de solubilidad en agua de las peliculas elaboradas

Se recortaron las peliculas en trozos de 2 X 2 cm; se colocaron a peso constante;
posteriormente se colocaron en tubos de ensayo con 10 mL de agua desionizada,
se agitaron a 100 rpm por 15 min a una temperatura de 34°C. Transcurrido el tiempo
se centrifugaron a 3000 rpm durante 10 min, se decanté el sobrenadante y los tubos
con la pelicula, se colocaron en un horno a 90 °C por 24 h. Se pesaron de nuevo
los tubos y con la siguiente ecuacion, se determind el porcentaje de masa total
soluble.

wWi1l-Ww2

) 100

%TSM = ( Wi

Donde W1 y W2 son la masa seca inicial antes de las pruebas y la masa seca final
después de la prueba.

7.7.3. Determinacion de polifenoles y terpenos en las peliculas

La elaboracion de las peliculas se realizé la metodologia anterior donde se adiciono
a cada caja petri 25 ml de la solucion filmogénica y 5 ml de los extractos con las
siguientes concentraciones: para el extracto acuoso fueron 15 mg/ml, para las
capsulas del extracto acuoso fueron 30 mg/ml, para el aceite emulsionado fueron 1
mg/ml y para las capsulas de aceite fueron 2 mg/ml. Posteriormente las peliculas se
secaron durante 24 h en un horno a una temperatura de 43°C, una vez secas se
desprendieron de la caja Petri y se recortaron en laminas de 1x3 cm.
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La determinacioén de polifenoles se realizé con la técnica de Taga et al. (1984), con
algunas modificaciones, a una longitud de onda de 750 nm.

La determinacion de terpenos se realizé con la técnica de Ghorai et al. (2012), a
una longitud de onda de 538 nm.

Figura 23. a) Reaccion colorimétrica de polifenoles presentes en la pelicula, b)
Reaccion colorimétrica de terpenos presentes en la pelicula.

7.8. Inflamacién

Se utilizaron 30 ratas macho Wistar, con un peso de 250 a 300 g, de 6 a 7 semanas
de edad, procedentes del bioterio de la Universidad Nacional Autbnoma de México
campus Juriquilla, Querétaro. Las ratas fueron mantenidas en jaulas individuales de
90 cm de largo y 50 cm de ancho, con una temperatura constante de 22°C + 2 °C,
humedad ambiental de 40-60% y ciclos de luz-oscuridad de 12 horas. Los animales
tuvieron libre acceso al agua y a la comida.

Se dividieron seis grupos, en los cuales, a uno de ellos se administré una solucién
de dexametasona en la zona peritoneal, en dosis de 2 mg/Kg, se suministraron via
oral canular los extractos acuosos a 15 mg/kg, capsulas del extracto acuoso a 30
mg/kg, emulsion del aceite a una concentracién de 100 mg/Kg, capsulas del aceite
a 200 mg/kg y de Maltodextrina 15mg/kg (Brand et al., 2002). Se utilizé el método
del edema auricular inducido por carragenina. Los animales fueron anestesiados
con ketamina y xilacina (20 y 10 mg/kg) via intraperitoneal, respectivamente.
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Después de 30 min, se inyectaron 0.01 mL de A-carragenina al 1% en solucién
salina en la superficie de la oreja izquierda de cada grupo de ratas Wistar. La
derecha, utilizada como control, recibié el vehiculo (solucién salina).

La medicion de la inflamacion se realizé mediante el uso de un micrometro digital
durante un periodo de 6 h; cada hora se realizé la medicion del edema registrado
en milimetros. Posteriormente se midio a las 24, 48 y 72 h (Winter et al., 1962;
Pitsillides,2004).

Derecha

Izquierda

Figura 24. Edema auricular en ratas Wistar.

Se calculé la actividad antiinflamatoria con la siguiente formula:

mm de la extremidad a evaluar — mmde la extremidad sin inflamar
mm que aumenta la extremidad durante la inflamacion maxima

Actividad antiinflamatoria = (1 - ) X 100

Después de la ultima medicion, los animales fueron sacrificados utilizando una dosis
de pentobarbital sédico (100 mg/kg) via intraperitoneal, posteriormente cuando el
animal estuvo sedado se extrajo sangre del corazén con una jeringa de 10 ml y
fueron colocados en tubos Tubo BD Vacutainer® para posteriormente centrifugar a
3500 rpm por 10 min y obtener el suero, el suero obtenido se refrigero a -20 °C.

Se tomaron muestras de tejido de oreja donde se indujo el edema utilizando una
perforadora de 6 mm didmetro, se pesaron y guardaron en RNA Later a -20 °C.
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8. Resultados y discusion

Métodos de extraccion

La obtencién del aceite de esencial de las hojas de cedron por el método de
hidrodestilacidn directa present6 un rendimiento de 0.87%, para el extracto acuoso
se obtuvo 1.779 + 0.444 g por cada 100 g de hojas, para el extracto etandlico se
obtuvo 1.7973 + 0.23 g por cada 100 g de hojas y para el agua florar se obtuvo 0.5
L por cada 100 g de hojas.

Pruebas Antioxidantes
Polifenoles totales

Se realiz6 las mediciones de polifenoles totales utilizando la metodologia de Taga
et al. (1984), para la obtencién de la curva de calibracion (Figura 25) se utilizé acido
galico como estandar obteniendo una R? = 0.9979. Las absorbancias obtenidas de
cada uno de los extractos (acuoso, etandlico y agua florar) se sustituyeron en la
ecuacion lineal obteniendo los siguientes resultados mostrados en la Tabla 12.

y =0.0418x + 0.0007
0.8 R*=0.9979

0 15 20 25
ug de Acido Galico

Figura 25. Curva de calibracion para cuantificacion de polifenoles totales.
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Tabla 12. Resultado obtenido en equivalentes de acido galico.

Muestras Absorbancia ug de acido
(750 nm) galico

Extracto 0.697 17.375 862 mg

acuoso (M1) equivalentes
acido galico /
g Extracto

Extracto 0.500 11.952 1.328P mg

etanolico (M2) equivalentes
acido galico /
ml Extracto

Agua  Floral 0.120 2.862 0.028¢ mg

(M3) equivalentes
acido galico /
ml Extracto

Los resultados fueron analizados mediante prueba estadistica Tukey (p=0.05).

Se observa que el extracto acuoso de cedron, fue el que obtuvo una mayor cantidad
de mg equivalentes de acido galico, debido a que los polifenoles son solubles en
agua, comparando con los resultados obtenidos por Ricco et al (2010) donde el
utiliza el método de infusion sin pulverizar el obtuvo 30,80 + 1,29 mg acido tanico /
g material seco, por lo cual la temperatura de pulverizacién no influyo sobre la
eficiencia en la extraccion, debido a que existen presencia de compuestos
polifendlicos después del proceso de pulverizacion.

Flavonoides

Se realizé las mediciones de flavonoides utilizando la metodologia de Dewanto
(2002), para la obtencién de la curva de calibracion (Figura 26) se utilizé quercetina
como estandar, donde se tomaron las siguientes concentraciones (35,20, 15, 10, 5,
0 ug) para la construccién de la curva obteniendo una R*=0.9991. Las absorbancias
obtenidas de cada uno de los extractos (acuoso, etandlico y agua florar) se
sustituyeron en la ecuacién lineal obteniendo los siguientes resultados mostrados
en la Tabla 13.
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Figura 26. Curva de calibracién para cuantificaciéon de Flavonoides.

Tabla 13. Resultados obtenidos en equivalentes de quercetina.

Muestras Absorbancia ug de
(415 nm) Quercetina
Extracto 0.463 12.476 62.382 mg
acuoso (M1) equivalentes
Quercetina /
g Extracto
Extracto 0.500 3.655 0.038° mg
etandlico (M2) equivalentes
Quercetina /
ml Extracto
Agua Floral 0.120 2.862 0.008¢ mg
(M3) equivalentes
Quercetina /
ml Extracto

Los resultados fueron analizados mediante prueba estadistica Tukey (p=0.05)

Los resultados obtenidos en la cuantificacion de polifenoles totales y flavonoides
tienen una relacidon, ya que los flavonoides deben de presentarse en menor
proporcion que los polifenoles totales, dado que los flavonoides pertenecen a este
grupo de polifenoles totales.
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DPPH

Se utilizd6 el acido ascorbico como control positivo, el cual obtuvo el mejor
rendimiento entre inhibicion y concentracién utilizada, siendo para este 10.6 ug para
inhibir el 50 % del radical DPPH; para el extracto acuoso 24.04 ug y para el extracto
etandlico 40 ug. En el caso del agua floral, no mostro ningun tipo de inhibicién frente
el radical DPPH. Los extractos con mayor cantidad de polifenoles, ocuparon
concentraciones mas bajas para llegar IC 50.

En el caso del aceite esencial se realizé una curva de calibracion (Figura 27) donde
observo que para inhibir el radical DPPH ocupa 5.95 plL.

0.8
y =-0.0601x + 0.7114

: R*=10.9982
0.6
0.5

0.4
0.3
0.2

)

bsorbancia (515 nm

a
©
-

0 1 2 3 4 5

uL de Aceite esencial

Figura 27. Curva de inhibicién del radical DPPH con el aceite esencial.

ABTS

Se realizé una curva de inhibicién del radical ABTS utilizando como estandar al
acido galico (Figura 28) partiendo de las siguientes concentraciones (1.63,1.47,
0.98, 0.65, 0.49, 0.32,0.163 y 0 ug) obteniendo una inhibicién del 50% del radical
ABTS a una concentracién de 1.29 ug de acido galico, mientras que para el extracto

43



acuoso se ocupan 64.17 ug, extracto etandlico 80 ug, en el caso del agua floral, no
mostro ningun tipo de inhibicion frente el radical ABTS.

0.7

0.6
_ y =-0.2343x + 0.6149
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o
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Figura 28. Curva de inhibicion del radical ABTS con acido galico.

y=-0.1717x + 0.7381
R*=0.9989

0.4

absorbancia (734 nm)

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3

uL Aceite esencial

Figura 29. Curva de inhibicién del radical ABTS con aceite esencial.

De acuerdo a todo lo dicho anteriormente afirmamos que la capacidad antioxidante
esta relacionada a la concentracion de polifenoles. En el caso del aceite esencial se
realizé una curva de calibracion (Figura 29) dénde observo que para inhibir el radical
ABTS ocupa 1.34 uL. Por lo visto anteriormente se decidié trabajar con el extracto
acuoso y el aceite esencial debido a su alta capacidad para inhibir los radicales
DPPH y ABTS.
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Elaboracion de las nano particulas del extracto acuoso y observacion
morfolégica por Microscopia Electrénica de Barrido.

Se observo que al introducir 3 veces mas el caseinato de sodio, la viscosidad
aumenté y fue un mayor tiempo de secado. El material que mostré6 un mejor
rendimiento fue la maltodextrina, obteniéndose un 90 % de rendimiento en la

formulacién 1:2 en 6 h.

Tabla 14. Rendimientos de material secado.

Maltodextrina | 1:1 100ml en 1:2 100 ml en 1:3 100 ml en
5h 6h 7h
promedio 1.03+£0.15 2.29+0.18 3.03+0.15
solo
extracto 100 | Caseinatode | 1:1 100ml en 1:2100 ml en 1:350 ml en
ml en 5h Sodio 5h 6h 6h
0.843 +0.06 promedio 1.33£0.17 2.20+0.18 1.43 £0.208

En la Figura 31 se observan las formas de las particulas, que se obtienen utilizando
el equipo Nano spray dryer.

En la micrografia del extracto acuoso (Figura 30) mostré algunas particulas
esféricas, haciendo satelitismo en particulas Shrivelled, donde el tamafio promedio
fue de 4 micras.

Figura 30. Microfotografia del extracto acuoso.

45



Figura 31. Diferentes tipos de particula obtenidas por Nano spray dryer (tomadas
por BUCHI Labortechnik).

En la Figura 32 se observd que en las muestras en las que se utilizé caseinato de
sodio, morfologias de Shrivelled y cenosphere de tamafios de 4 micras a 600 nm.
La formulacion de 1:2 de maltodextrina mostré particulas esféricas solidas de 3.5
micras a 200 nm.

Figura 32. Microfotografias de las muestras (resolucion 2.00kV): a) caseinato de
sodio 1:1, b) caseinato de sodio 1:2, ¢) caseinato de sodio 1:3, d) maltodextrina
1:1, e) maltodextrina 1:2, f) maltodextrina 1:3.
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Se utilizé el programa Image j para el analisis de tamafo de particula de las capsulas
de la formulacién 1:2 de maltodextrina, obteniendo la siguiente distribucion Figura
33, teniendo una media de 1220.27 nm + 678.300. Realizando una prueba de
confiabilidad de Sharpiro—Wilk, se detecta que la distribucién tiende a la normalidad.
De acuerdo al tamafo obtenido de las capsulas, estas se encuentran en la
clasificacién de particulas finas.
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Figura 33. Diferentes tipos de tamafo de particula obtenidas por Nano spray
dryer.

Contenido de polifenoles en las capsulas del extracto acuoso

Se realizé las mediciones de polifenoles totales en las capsulas utilizando la
metodologia de Taga et al. (1984), para la obtencion de la curva de calibracién
(Figura 25) se utilizé acido galico como estandar, las absorbancias obtenidas de
cada uno de las muestras (extracto acuoso, capsulas de extracto y maltodextrina)
se sustituyeron en la ecuacion lineal de la Figura 25 obteniendo los siguientes
resultados mostrados en la Tabla 15.

Tabla 15. Resultado obtenido en equivalentes de acido galico.

Muestras

Absorbancia
(750 nm)

ug de acido
galico

Extracto acuoso

0.432

10.320

1.032°2

mg
equivalentes
acido galico / g
Extracto

Capsulas de
extracto

0.250

5.964

0.596P

mg
equivalentes
acido galico / g
capsulas

Maltodextrina

0.010

0.230

0.023°¢

mg
equivalentes
acido galico / g
Maltodextrina

Los resultados fueron analizados mediante prueba estadistica Tukey (p=0.05)
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Se observd que las capsulas obtenidas contienen compuestos polifendlicos
manteniendo la relacion utilizada 1:2 con el extracto sin encapsular, dado que el
material de pared no reacciono con el reactivo de Folin.

Espectroscopia infrarroja del extracto acuoso

Al comparar el espectro reportado por Delgado et al. (2015) en muestras de
propbleos se observaron algunas sefales similares, que corresponden a las
siguientes frecuencias (Tablas 16-18)

[ Extractc acuoso

100.0

oD 5

9.0
3176

transmitancia(%)

97 5

T T T T T T T T T T
t=ula} 1000 1500 2000 2500 2000 2500 =000

longitud de onda {cm™ ')

Figura 34. Espectro de FTIR del extracto acuoso.

Tabla 16. sefiales FTIR obtenidas y su asignacion.

Frecuencia de Frecuencia Asignacion
delgado et al. obtenida cm
(2015) cm™!
3000-3307 3176 Hidroxilo y aminas
1456-1600 1593 Flavonoides y
anillos aromaticos
1365-1380 1361 Grupo CHs de
flavonoides
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En las sehales de transmitancia, mostradas en la Figura 34, se observo la
posibilidad de poseer nucleo polifendlico en los extractos, debido a la sefal que
presenta en la region 1593 cm™' de grupos aromaticos, con presencia de una banda
asociada a grupos hidroxilo.

En los espectros obtenidos del material de pared Figura 36 y del material
encapsulado Figura 35, se observa una mayor area de transmitancia en la
combinacién de material de pared y extracto, resaltado el pico de 1593 cm
asociado a anillos aromaticos, ausente en el espectro de maltodextrina.

[——Extracto acuoso con maltodextrina 1-2]

100

=]
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transmitancia(%)
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T T T T T T T T T T T T T T 1
500 1000 1500 2000 2500 2000 2500 2000

longitud de onda (cm™')

Figura 35. Espectro de FTIR del extracto acuosos con maltodextrina 1:2.
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Figura 36. Espectro de FTIR de maltodextrina.
Tabla 17. Sefiales de FTIR.
Frecuencia, Tipo de senal Tipo de enlace Asignacion
cm!
3335 Alargamiento O-Hy N-H Hidroxilo y aminas
2917 Alargamiento C-H Grupos de CH2 de
asimeétrico saturacién
2849 Alargamiento simétrico C-H Hidrocarbonos.
1699 Vibracién de flexion C=0 Lipidos, Flavonoides
asimétrica y aminoacidos
1661 Vibracion de C-Oy C-OH Lipidos y alcoholes
alargamiento (C-O) y terciarios
flexion (C-OH)
1513 Alargamiento Compuestos Flavonoides y anillos
aromaticos aromaticos
1450, 1580 Vibracion de flexién C-H de grupos CH2 | Flavonoides y anillos
y CHs. Aromaticos aromaticos
1369 Vibracién de flexion C-H Grupo CHs de
flavonoides
1269 Vibracion de flexién O-Hy C-CO Hidrocarburos,
(O-H) y d flexion Ester.

asimétrica (C-CO)
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Tabla 18. Senales de FTIR.

Frecuencia, Tipo de senal Tipo de Asignacion
cm enlace
1088 Vibracion de alargamiento | C-C y C-OH Flavonoides y

(C-C) y flexion (OH) alcoholes
secundarios
1043 Alargamiento (C-C)y =C-0O-C, C- | Alcoholes primarios
flexion (C-OH) CyC-OH

881 Estiramiento asimétrico C-C-O Alcoholes primarios y

secundarios

Tamano de particula

El tamafio de las nanocapsulas es uno de los parametros de mayor importancia, ya
que determina la aplicacion y destino del biocompuesto formulado (Gan et al. 2005)

En la Figura 37 se muestra tamafo de particula obtenido para el estandar 30 nm
/Ludox fue de 30.9 nm, por lo cual el equipo Nano Particle Analizer SZ-100 se
encuentra calibrado. Posteriormente se realizé la medicion del tamano particula del
extracto el cual fue 242.2 + 18.7nm (Figura 38) y para el extracto encapsulado se
obtuvo de 113 + 9.6 nm, donde se puede observar que el material de pared
(maltodextrina) reduce el tamano de particula.

Figura 37. Tamario de particula de estandar 30 nm /Ludox.
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Figura 38. Tamafo de particula del extracto

De acuerdo al tamafo obtenido de las capsulas disueltas en agua, estas se
encuentran en la clasificacion de nanoparticulas.

Estabilidad de la emulsion

Se realizaron diferentes procesos mecanicos para verificar la estabilidad de la
emulsién obtenida por ultrasonido, utilizando como parametro el tamafo de micela
dada por el equipo Nano Particle Analizer SZ-100, obteniendo los siguientes
resultados mostrados en las Tablas (19-21) (Din et al. 2015).

Tabla 19. Tamaro de micela con y sin emulsion.

Muestra Tamafo de micela(nm)
Sin Emulsién 2318.01 + 2809.17°
Emulsion 183.50 + 29.62°

Los resultados fueron analizados mediante prueba estadistica T Student (p=0.05).
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Centrifugacion

Tabla 20. Tamaro de micela en el ciclo de centrifugacion.

Muestra Tamario de micela(nm)
Emulsién 183.50 + 29.622
5 Minutos 211+ 97.21°
10 Minutos 231+ 134.78°
15 Minutos 162 + 19.88°

Los resultados fueron analizados mediante prueba estadistica Tukey (p=0.05)

Congelacién

Tabla 21. Tamafo de micela en el ciclo de congelacion y descongelacion.

Muestra Tamafo de micela(nm)
Ciclo de congelacién-descongelacion 294 57+19.67°
Sin Emulsion 2318.01 £ 2809.17°
Emulsion 183.50 + 29.62°

Los resultados fueron analizados mediante prueba estadistica T Student (p=0.05)

Se observé una eficiencia alta en la estabilidad de la emulsién, debido a que no
hubo diferencia significativa entre cada uno de los tratamientos y soélo existio
diferencia cuando se comparé el tamafio de micela (nm) antes y después de
emulsionar el aceite. Por lo cual se reitera que los procesos de ultrasonido tienen
muchas aplicaciones potenciales en la industria de alimentos, debido a que se
puede obtener un menor tamano de particula y mayor estabilidad que las
emulsiones convencionales. De acuerdo al tamano obtenido de las micelas, estas
se encuentran en la clasificacion de nanomicelas.

Elaboracion de las nano particulas de aceite y microscopia electrénica de
barrido

Por cada 50 ml de emulsion pulverizada se obtuvieron 0.831 + 0.039 g. En la
micrografia de las capsulas de aceite (Figura 39) mostré algunas particulas
esféricas, haciendo satelitismo en particulas Shrivelled, donde el tamafio vario de 4
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a 0.5 micras. De acuerdo al tamano obtenido de las capsulas de aceite esencial,
estas se encuentran en la clasificacion de particulas finas y gruesas (diametros
inferiores a 2.5 ym se denominan particulas finas, mayores a 2.5 particulas
gruesas).

SEI MAG! 2000 x. i 0kﬁNb§2’?fa?nﬁf.‘;* e N oS

Figura 39. Microfotografias de las muestras: a) capsulas de aceite, b) Zoom de un
cuadrante de la micrografia anterior.
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Figura 40. Diferentes tipos de tamaro de particula obtenidas por Nano spray dryer.
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Utilizando el programa Image J se midio el tamafo de particula para elaborar un
histograma, donde nos muestra la distribucion de la Figura 40, teniendo una media
de 1.876 + 0.960 um. Realizando una prueba de confiabilidad de Sharpiro-Wilk se
encuentrd que la distribucion tendié a una normalidad.

CG-MS del aceite

Se observa que la Crisantenona y D-Limoneno (Tabla 22), son los componentes
mayoritarios del aceite. El contenido de cariofileno, citral, espatulenol, éxido de
cariofileno, a-curcumeno y a-pineno coinciden con los componentes obtenidos
Hawary et al. (2011) en hojas de Lippia citriodora cultivadas en Egipto.

Figura 41. Cromatograma de gases del aceite esencial de Cedron (Aloysia
citriodora).

Carnat et al. (1999) reporta en hojas de cedron, provenientes de Chile, la siguiente
composicién y que tiene como mayor componente al geranial (23.5%), neral
(17.6%), oxido de cariofileno (6.3%), 1,8.cineol (5.7%) y citronelol (5.3%).
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Tabla 22. Composicion quimica de compuestos volatiles del aceite esencial del
cedron.

Componentes Tiempo de Retencion (min) | abundancia
Canfeno 31.264 1.77
Cariofileno 52.701 2.95
cis Carveol 46.687 1.749
Citral 41.684 1.2
Crisantenona 47.948 15.105
D-Limoneno 30.903 11.79
Espatulenol 68.681 5
Oxido de cariofileno 68.905 1.388
Santolina triene 31.007 410
a-Bergamotene 59.325 1.74
a-curcumeno 58.063 5.01
a-Gurjunene 59.89 4.89
a-Pineno 31.079 3.36
B-Cuvebene 58.193 1.35
y-Cadineno 68.024 1.263
d-Cadineno 73.087 1.868

Cariofileno es capaz de modular los procesos inflamatorios (Zamora-Burbano et al.,
2016).El alfa-pineno es un anti-inflamatorio a través de PGE1, inhibiendo (COX-2)
(Russo, 2011).
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Contenido de terpenos en las capsulas

Se realizo la técnica de Ghorai et al. (2012) para la medicion de terpenos totales de
la muestra de aceite y de las capsulas de aceite, utilizando como estandar al terpeno

linalool obteniendo la siguiente curva de calibracion (Figura 42).

En la tabla 23 se puede observar las capsulas obtenidas contienen compuestos
terpenicos, dado que el material de pared obtuvo un falso positivo se realizo la resta
entre las absorbancias de las capsulas de aceite y maltodextrina, obtenido como

resultado que cada mg de capsulas contiene 5.489 uL de Linalool.

1.6
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1.2

0.8

0.6

0.4

Absorbancia (538 nm)

0.2
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Tabla 23. Resultados de terpenos.

Muestra ML Linalool
Aceite (20uL) 15.514
Capsulas de aceite (1mg) 10.951
Maltodextrina (1mg) 5.462
y = 0.0503x - 0.0849 °
R?=0.9915
[
L)
L)
5 10 15 20 25 30
uL Linalool

Figura 42. Curva de calibracion de linalool.
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Espectrometria infrarroja del extracto aceite y capsulas

[ Aceite esencial |
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Figura 43. Espectros de FTIR del aceite de cedrén.

Bafiuelos-Valenzuela et al. (2015) compararon diferentes espectros de diversos
aceites entre ellos Linalool, Timol, Limoneno y Terpineno, al comparar el espectro
del aceite de cedron (Figura 43) muestran sefales en las bandas 500 a 1005 cm',
donde se asocian con grupos aromaticos C =C y C-H. Los valores de 1159 a 1233
cm-' correspondieron al éster de C-O, lo cual coincidié con lo sefialado por Delgado
et al. (2015). Las frecuencias de 1580-1600 cm™' corresponden a grupos aminos
presentes en carvacrol, timol, y terpineno. Los valores 2800 y 2900 cm
corresponden a vibraciones simétricas de grupos CHs alifatico, presentes en los
estandares y el aceite de cedron, las frecuencias de 3300 a 3400 cm’
correspondieron a grupos hidroxilo (O-H) en los grupos aromaticos.
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Figura 44. Espectros de FTIR de maltodextrina.
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Figura 45. Espectros de FTIR de capsulas de aceite.

Los espectros obtenidos del material de pared, Figura 44 y de las capsulas de aceite
Figura 45, se observa un area mayor de transmitancia en las capsulas, resaltado el
pico de 937 cm™' donde incrementd, asociado a anillos aromaticos.
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Inflamacion

Las Figuras (46-47) muestra los resultados de la medicion del edema en mm, donde
se observdé un aumento significativo en el tamafio de la oreja inyectada con
carragenina, comparado con la inyectada con vehiculo de solucion salina,
alcanzandose el mayor nivel de edema a la primera hora de seguimiento,
disminuyendo a partir de la hora.

En los resultados de la Tablas 24-27 muestran el gran potencial de dexametasona
para desinflamar, siendo el mejor tratamiento a la 6, 24 y 48 h, y el tratamiento que
obtuvo una menor actividad fue maltodextrina en todas las mediciones.

Tabla 24. Actividad antiinflamatoria de los diferentes tratamientos a las 6 h.

Tratamiento Actividad antiinflamatoria
Dexametasona 88.48+3.97°
Maltodextrina 70.39+3.978P
Extracto acuoso 75.57+4.59%
Capsulas de extracto acuoso 70.754+3.55P
Aceite 83.739+3.972°
Capsulas de aceite 70.715+3.55P

Los resultados fueron analizados mediante prueba estadistica Tukey (p=0.05)

Tabla 25. Actividad antiinflamatoria de los diferentes tratamientos a las 24 h.

Tratamiento Actividad antiinflamatoria
Dexametasona 99.2509+3.81°
Maltodextrina 69.230+7.40P
Extracto acuoso 81.681+12.55
Capsulas de extracto acuoso 71.3836+8.76°
Aceite 82.723+13.712b
Capsulas de aceite 81.200+6.972°

Los resultados fueron analizados mediante prueba estadistica Tukey (p=0.05)
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Tabla 26. Actividad antiinflamatoria de los diferentes tratamientos a las 48 h.

Tratamiento Actividad antiinflamatoria
Dexametasona 91.13+6.71°
Maltodextrina 68.609+4.78P
Extracto acuoso 77.01+£9.53%
Capsulas de extracto acuoso 75.471+7.362°
Aceite 76.117+6.552°
Capsulas de aceite 74.620+10.042b

Los resultados fueron analizados mediante prueba estadistica Tukey (p=0.05)

Tabla 27. Actividad antiinflamatoria de los diferentes tratamientos a las 72 h.

Tratamiento Actividad antiinflamatoria
Dexametasona 92.50+3.812b
Maltodextrina 70.47+3.88°
Extracto acuoso 95.47+£10.47°
Capsulas de extracto acuoso 80.943+11.973be
Aceite 95.426+12.092
Capsulas de aceite 74.8314.22b°

Los resultados fueron analizados mediante prueba estadistica Tukey (p=0.05)

Los extractos administrados tuvieron un efecto en la actividad antiinflamatoria
debido a que obtuvieron un valor mayor que el vehiculo (maltodextrina), tendiendo
a parecerse al control positivo dexametasona.

En el extracto acuoso y aceite a las 72 h obtuvieron un mejor rendimiento que
dexametasona, al realizar la prueba de Tukey. Esto pudiera deberse a la forma en
la cual fue suministrada el farmaco dexametasona, el cual fue suministrado via
intraperitoneal teniendo un rapido efecto antiinflamatorio y un menor tiempo de
residencia, al contrario, cuando se suministran los extractos acuosos y terpenicos
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via canular estos tuvieron un mayor tiempo de actividad antiinflamatoria debido al
tiempo que tarda en metabolizarse los compuestos. Uno de estos compuestos son
los flavonoides se encuentran presentes generalmente en combinaciones con
azucares en forma de glicosidos, que son mas solubles que las correspondientes
agliconas, y que pueden necesitar una hidrdlisis enzimatica de la porcion glicidica
mediante glicosidasas bacterianas o humanas antes de la absorcion.

La actividad antiinfalamatoria del aceite esencial puede estar asociada, al contenido
de cariofileno que es capaz de modular los procesos inflamatorios (Zamora-Burbano
et al., 2016).El alfa-pineno es un anti-inflamatorio a través de PGE1, inhibiendo
(COX-2) (Russo, 2011).

La actividad antiinfalamatoria del extracto acuosos puede estar asociada, al
contenido verbascosido (es un feniletanoides ) presente en hojas de cedrén.
Speranza et al., (2009) realizo estudios en células THP-1 (leucemia mielomonocitica
humana) donde muestran una disminucion significativa en la expresion y actividad
de iINOS y O2 extracelular cuando las células fueron tratadas con verbascosido.

Capsulas de Extracto
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Figura 46. Edema auricular en ratas Wistar.
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Figura 47. Edema auricular en ratas Wistar
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Tabla 28. Pesos del tejido auricular de los diferentes tratamientos.

Tratamiento Peso de tejido de | Peso de tejido de
oreja izquierda | oreja derecha (g)
(9)
Dexametasona 0.0193 £ 0.00086 | 0.0160 + 0.0007
Maltodextrina 0.0249 + 0.0022 0.0174 £ 0.0019
Extracto acuoso 0.0218 £ 0.008 0.0171 £ 0.0021
Capsulas de extracto acuoso 0.0236 £ 0.0065 0.017 £ 0.0021
Aceite 0.0203 + 0.0042 0.0176 £ 0.0012
Capsulas de aceite 0.02128 £ 0.0024 | 0.0179 £ 0.0011

En la Tabla 28 se mostrd los resultados del peso del tejido de oreja, donde se
observd un incremento en el tejido de la oreja izquierda de cada tratamiento
comparandolo con la oreja derecha, este incremento se puede deber a la
inflamacion provocada por carragenina.

Elaboracion de la pelicula

Al realizar las pruebas de espesor en las peliculas se obtuvieron como resultado:
0.027+ 0.005 mm grosor de la pelicula sin capsulas de extracto y 0.026 £ 0.003 mm
de grosor de la pelicula con capsulas de extracto, obteniendo mediciones similares
para ambas peliculas. Los resultados obtenidos de la solubilidad de estas peliculas
fueron los siguientes valores: 92.18 + 0.23 para la pelicula sin capsulas de extracto
y 94.35 + 0.56 para la pelicula con capsulas de extracto, estos resultados estan
expresados en % de solubilidad.

La concentracion de polifenoles de las peliculas con el extracto acuoso y capsulas
fueron los siguientes: 41.813 + 2.310 y 6.633 + 1.885 expresados en ug
equivalentes acido galico / mg pelicula. Al determinar la concentracion de terpenos
para las peliculas con el aceite emulsionado y capsulas se obtuvieron los siguientes
valores 6.038 £ 0.803 y 2.895 + 0.235 expresados en pL equivalentes linalool / mg
pelicula.
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Se observé que el secado no elimina los compuestos que contienen las peliculas,
comparando los resultados de las peliculas tratadas con extractos y las que no se
observa un aumento en la concentracion de los de polifenoles y terpenos
respectivamente.
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9. Conclusion

Con el extracto acuoso de hojas de A. citriodora se obtuvo el contenido mayor de
polifenoles y presento la actividad antioxidante mas alta frente a los radicales ABTS
y DPPH.

Al comparar el aceite esencial con el extracto acuoso, el primero obtuvo una mayor
actividad antioxidante frente a los radicales ABTS y DPPH. En éste se identificaron
16 componentes volatiles, siendo los mayoritarios la crisantenona (15.105%), D-
limoneno (11.79%), a-curcumeno (5.01%), espatulenol (5%) a-gurjunene (4.89%),
santolina triene (4.10%), a-pineno (3.36%), cariofileno (2.95%), oxido de cariofileno
(1.38%) y citral (1.2%).

Se logro la encapsulacion tanto del extracto acuoso como del aceite esencial de
hojas de cedrdn, ya que las capsulas presentaron un tamano éptimo con 1220.27
nm + 678.300 nm y 1876 + 960 nm, respectivamente. Por su tamafo y
caracteristicas son nanoparticulas y particulas finas para el extracto acuoso y
particulas finas para el aceite esencial.

Se obtuvieron peliculas a base de polimeros y extractos de cedrén con propiedades
antioxidantes, estas peliculas pueden dar lugar a envases biodegradables o
recubrimientos comestibles, que podrian minimizar o prevenir procesos oxidativos
en el organismo ya que pueden prolongar la vida util de los compuestos
antioxidantes.

Durante el proceso inflamatorio en el modelo de edema auricular en ratas, a las 72
h se observd una alta actividad antiinflamatoria tanto del extracto acuoso como del
aceite esencial de cedrén, ya que mostraron un valor mayor al ejercido por la
solucion vehiculo (maltodextrina) y al control positivo (dexametasona).
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