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RESUMEN

RESUMEN

Como parte de un proyecto multidisciplinario, enfocado a la integracion de
monografias tipo OMS que permitan la regulacion de los recursos herbolarios en
México, el presente trabajo de investigacion describe el estudio quimico y
farmacologico de la especie medicinal Arracacia tolucensis (H. B. K.) Hemsl. var.
multifida (S. Watson) Mathias & Constance (Umbelliferae), planta ampliamente
utilizada en la medicina tradicional mexicana como agente carminativo, estimulante
digestivo y para tratar la blenorragia.

El estudio quimico del extracto organico obtenido a partir de las partes aéreas,
permitio el aislamiento de once metabolitos secundarios pertenecientes a la categoria de
las cumarinas. Las estructuras moleculares de estos compuestos corresponden a la
isoimperatorina (1), el ostol (2), la suberosina (3), el 8-MOP (4), la herniarina (5), la
escoparona (6), la umbeliferona (7), la dihidrooxipeucedanina (8), el 5-MOP (9), la 7-
metoxi-6-hidroxi cumarina (10) y la 6-metoxi-7-hidroxi cumarina (11). En todos los
casos, las estructuras se establecieron con base en evidencias de tipo espectroscépico y
espectrométrico.

Por otra parte, el andlisis del aceite esencial de la planta, obtenido por
hidrodestilacion, mediante la técnica de Cromatografia de Gases acoplada a
Espectrometria de Masas, permitio establecer que la composicién esta dada por los
compuestos suberosina (3), ostol (2), 8-MOP (4), 5-MOP (9), alcohol bencilico (12),
terpinen-4-ol (13) y a-cadineno (14), principalmente. Los componentes 2 y 3 fueron los
mas abundantes.

La evaluacion toxicoldgica de la especie, conducente a establecer su inocuidad,
se realiz6 mediante la evaluacion de la toxicidad aguda utilizando el método de Lorke y
la determinacidn del potencial mutagénico siguiendo la metodologia descrita por Ames.
Posteriormente, las pruebas de eficacia realizadas permitieron determinar el potencial
antiespasmadico y antibacteriano, tanto del extracto integro como del aceite esencial. El
estudio sobre el mecanismo de accion de las cumarinas 2 y 7 permitio establecer que el
complejo CaM-PDE1 puede constituir un blanco de accioén de la relajacion de la
musculatura lisa provocada por estas cumarinas.

Finalmente, se desarrollaron los métodos para cuantificar e identificar los
principios activos mayoritarios, responsables en gran medida, de las propiedades

farmacoldgicas de la especie vegetal.
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ABSTRACT

ABSTRACT

As a part of our ongoing research on Mexican medicinal plants, the aim of the
present investigation is to generate the scientific information concerning safety,
efficacy, and quality control of the species Arracacia tolucensis (H. B. K.) Hemsl. var.
multifida (S. Watson) Mathias & Constance (Umbelliferae). The aerial parts of this
plant are used in Mexican traditional medicine as carminative agent and for the
treatment of gastrointestinal disorders, among others.

Fractionation of an organic extract of the species led to the isolation of eleven
known coumarins characterized as isoimperatorin (1), osthol (2), suberosin (3), 8-MOP
(4), herniarin (5), scoparone (6), umbelliferone (7), dihydrooxipeucedanin (8), 5-MOP
(9), 7-methoxy-6-hydroxy coumarin (10) and 6-methoxy-7-hydroxy coumarin (11). The
compounds were identified by spectral means. CG-EM analysis of the essential oil
prepared by hydrodestillation indicated that the oil was composed mainly by suberosin
(3), osthol (2), 8-MOP (4), 5-MOP (9), benzylic alcohol (12), terpinen-4-ol (13) y a-
cadinene (14). The results of the chemical study allowed the establishment of identity
and composition tests by means of HPLC analyses.

Next, the extract and the essential oil were preliminary evaluated in order to
determine their safety and efficacy. The toxicity studies of the extract were realized by
the Lorke and Ames tests. To determine the efficacy its possible spasmolytic and
antimicrobial effects were assessed. The results obtained revealed that the extract and
the essential oil showed a concentration dependent inhibition of the induced or
spontaneous contractions of the guinea-pig ileum.

The action of the coumarins 2 and 7 on bovine brain calmodulin was evaluated.
The results obtained showed that these coumarins inhibited the ability of calmodulin to
activate the CaM sensitive PDE1. Therefore, this protein might participate in the
relaxatory effect provoked by 2y 7.

The results obtained in this investigation will be used to integrate a
pharmacopeia monograph following OMS protocols.

Xii



ANTECEDENTES

I. ANTECEDENTES

1.1 ASPECTOS BOTANICOS, ETNOBOTANICOS Y QUIMICOS DEL
GENERO ARRACACIA

La familia Umbelliferae, constituida por mas de 3.000 especies Yy
aproximadamente 300 géneros, se encuentra distribuida de manera cosmopdlita,
principalmente en zonas templadas (Constance, 1971; Menglan et al., 2005).

Desde el punto de vista quimico, las umbeliferas son ricas en metabolitos
secundarios, principalmente de las categorias de las cumarinas, poliacetilenos,
flavonoides, fenilpropanoides y monoterpenoides; los ultimos dos grupos de
constituyentes son particularmente abundantes en las esencias de estas plantas (Estevez-
Braun y Gonzélez, 2002; Menglan et al., 2005; Wannissorn et al., 2005).

La familia tiene una gran importancia econémica al constituir la fuente de una
gran variedad de vegetales de alto valor nutritivo (apio, hinojo, zanahoria), condimentos
de amplio uso en la culinaria global (comino, cilantro, eneldo, perejil, etc.) y plantas
ornamentales (Eryngium giganteum, Ferula spp., Heracleum spp., etc.). Asimismo,
muchas especies son altamente apreciadas en la medicina tradicional por sus
propiedades curativas, principalmente para el tratamiento de trastornos
gastrointestinales de diversa etiologia, infecciones de la piel ocasionadas por bacterias y
hongos, enfermedades respiratorias y padecimientos cardiovasculares (Yiu-Cheong et
al., 2003; Hisamoto et al., 2004; Sarker y Nahar, 2004). Entre los géneros mas
valorados en la medicina verndcula se encuentran Ligusticum, Apium, Angelica,
Arracacia y Peucedanum, entre otros (Menglan et al., 2005; Sarker y Nahar, 2004) .

El género Arracacia comprende alrededor de 38 especies que se distribuyen
desde México hasta Sur América incluyendo los paises Bolivarianos (Bolivia, Perd,
Ecuador, Venezuela y Colombia). Las especies pertenecientes a este género
generalmente son bienales o perennes. Sus tallos son angostos, erectos y se desarrollan
de una raiz o un tubérculo. Las hojas son alternas, pecioladas y trenado-pinnadas,
provistas de una vaina ensanchada que abraza al tallo (Figura 1a). Las inflorescencias
presentan una umbela caracteristica. Las flores son uniformes, con el caliz muy
reducido y una corola con cinco pétalos de punta encorvada hacia adentro. El fruto
presenta varias clases de espinas, ganchos, pelos o tubérculos (Figura 1b; Webb, 1981;
Constance y Affolter, 1995; Knudsen et al., 2001; Menglan et al., 2005).



ANTECEDENTES

Figura 1. Caracteristicas morfolégicas generales del género Arracacia. (a) Arracacia
tolucensis, (b) Inflorescencias y flores de A. tolucensis (Ejemplar de herbario, Instituto
de Biologia, UNAM).

Arracacia tolucensis (H. B. K.) Hemsl. var. multifida (S. Wats.) Mathias &
Constance [sindnimos: Arracacia dugesii Coult. & Rose (Coulter y Rose, 1900),
Arracacia multifida, y Velaea tolucensis (Martinez, 1989)], conocida por su nombre
Néhuatl como “acocotli” y popularmente con los nombres de “cominos rasticos”,
“hierba del o0so” y “neldo” (Figura 2), ha sido usada, al igual que Arracacia
atropurpurea (Lehm.) Benth. & Hook y Prionosciadium mexicanum (Vatke)
S. Watson, como agente carminativo y estimulante digestivo (Martinez, 1989; Sociedad
Farmacéutica de México, 1904; Bye, 2005, Constante, 1971), para tratar la blenorragia
y para aliviar el dolor que proviene de causa fria (Argueta, 1994).

Esta hierba perenne es endémica de México y se desarrolla de manera natural en
altitudes de entre 2250 y 2950 metros sobre el nivel del mar. Se encuentra localizada
principalmente en las montafias de la Sierra Madre, aunque también la podemos
encontrar desde Durango hasta Hidalgo y Oaxaca.

De acuerdo a la revision bibliografica efectuada en el curso de la presente
investigacion, solo las especies Arracacia vaginata y A. nelsonii han sido investigadas
desde el punto de vista fitoquimico. Los metabolitos aislados en estos estudios (Figura
3) incluyen: piranocumarinas (Delgado y Gardufio, 1987), monoterpenoides y
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fenilpropanoides (Calderon y Rios, 1975). Dentro de las piranocumarinas obtenidas de
la especie A. nelsonii destacan, por sus propiedades bioldgicas, las kelactonas (-)-
isosamidina y (+)-suksdorfina, que poseen actividades antiretrovirales e inhibitorias de

la agregacion plaquetaria (Huang et al., 1994; Thastrup et al., 1985).

-

Figura 2. Arracacia tolucensis (H. B. K.) Hemsl. var. multifida (S. Watson) Mathias &

Constance (Umbelliferae).
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Figura 3. Metabolitos aislados a partir del género Arracacia.

Posteriormente, en el estudio que precede al presente trabajo, Figueroa (2004) se
describi6 el aislamiento y caracterizacion de las cumarinas isoimperatorina (1), ostol

(2), suberosina (3), 8-metoxipsoraleno (8-MOP; 4), herniarina (5), escoparona (6),
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umbeliferona (7) y dihidrooxipeucedanina (8; Figura 4), a partir de un extracto
antimicobacteriano de la especie Arracacia tolucensis (100 % de inhibicion sobre el
crecimiento de Mycobacterium tuberculosis Hz; RV). La investigacion se realizd en el
marco de un proyecto de caracter internacional conducente a la obtencion de principios
activos de plantas de zonas éaridas. Este proyecto (“Bioactive Agents from Dryland
Biodiversity of Latin America”) estaba patrocinado por varias agencias
gubernamentales de los Estados Unidos de América y finalizd en Julio del afio 2003.
Las cumarinas 1-3 fueron los principios activos responsables de la actividad
antimicobacteriana del extracto integro de la planta contra M. tuberculosis. Los
compuestos se evaluaron mediante un ensayo de tipo fluorimétrico, especificamente, el
Microplate Alamar Blue Assay (MABA). La actividad comprobada se muestra en el
Cuadro 1y, como se puede apreciar, los compuestos fueron menos potentes que el
control positivo (rifampina), por lo tanto, es factible que el efecto antimicobacteriano
del extracto se deba a una accion sinérgica de las cumarinas o que el efecto de las
cumarinas esté favorecido por la presencia de otros constituyentes presentes en el

extracto.

Cuadro 1. Actividad antimicobacteriana de los productos naturales aislados a partir de

la especie A. tolucensis.

Concentracién Minima Inhibitoria (CMI)
Compuesto

(ng/mL)
isoimperatorina (1) 64
ostol (2) 32
suberosina (3) 16
rifampina® 0.1

& Control positivo
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Figura 4. Metabolitos secundarios aislados de la especie A. tolucensis.
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Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA'Y OBJETIVOS

Un estudio reciente, acerca del estado del conocimiento de las plantas
medicinales utilizadas en el mundo, revel6 que se cuenta con datos etnomédicos de
aproximadamente 14.317 especies, incluidas en 3.703 géneros y 272 familias. Las
especies analizadas representan el 5.2 % del total de plantas identificadas en el mundo
y, muchas de ellas, se han utilizado tradicionalmente en numerosas culturas desde
épocas inmemoriales (Cordell y Quinn-Beattie, 2005; Cordell y Colvard, 2005). Es mas,
de acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), las especies analizadas son
utilizadas por el 80 % de la poblacion mundial, principalmente la de los paises en vias
de desarrollo para el tratamiento primario, a veces Unico, de las enfermedades mas
comunes que afectan a nuestra urbe (Houghton, 2001; WHO, 2001; Facheux et al.,
2003).

A pesar de que los medicamentos herbolarios han jugado un papel muy
importante en el cuidado de la salud alrededor del mundo y, en particular en los paises
en vias de desarrollo, s6lo una cantidad relativamente pequefia de éstos han sido
estudiados con la finalidad de incorporarlos a los sistemas oficiales de salud publica
(Farnsworth et al., 1985; Cordell y Quinn-Beattie, 2005; Cordell y Colvard, 2005). Por
ello, en 1978, la OMS en la reunion de Alma-Ata, recomendé a los paises miembros
que los medicamentos tradicionales de mayor uso fueran incorporados en sus sistemas
oficiales de salud publica (WHO, 1978). Como consecuencia de esta reunion, en 1991,
la OMS elabor6 un documento con una serie de normas y procedimientos para la
determinacion de la eficacia, inocuidad y control de calidad (pureza, identidad y
composicion) de plantas medicinales. En 1998 se publicé una nueva version mas
completa de este documento bajo el nombre de “Quality Control Methods for Medicinal
Plant Materials”. Ambos documentos se realizaron con la finalidad de facilitar el trabajo
de las autoridades sanitarias de regulacion de medicamentos en los paises miembros, asi
como de las industrias involucradas en el desarrollo, evaluacion y registro de los
denominados medicamentos herbolarios (WHO, 1998).

Posteriormente, en 1999, la OMS public6 un documento técnico con 28
monografias de plantas medicinales selectas utilizadas en todo el mundo. Estas primeras
monografias de plantas medicinales, elaboradas por un grupo numeroso de cientificos,
incluyen los aspectos relacionados con el control de calidad de la droga cruda (pruebas
de identidad, pureza y composicién), descripcion de los usos tradicionales,
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investigacion farmacoldgica y clinica, posologia, contraindicaciones y reacciones
adversas potenciales. En el afio 2001, se publicoé un segundo volumen con 30
monografias adicionales bajo el mismo formato. Este conjunto de trabajos han
representado un modelo ideal para la elaboracion de monografias similares a nivel
mundial (WHO, 1999, 2001).

Ante la gran demanda de plantas medicinales a nivel global y la necesidad de
establecer normas adecuadas para garantizar su calidad, seguridad y eficacia, muchos
paises europeos, asiaticos y los Estados Unidos de América, estan invirtiendo una gran
cantidad de recursos econdmicos para la investigacion integral de las plantas de mayor
uso terapeutico, incluyendo aspectos clinicos, toxicolégicos, quimicos, botanicos y
farmacologicos (Cordell y Colvard, 2005). De tal forma que asociaciones como la
Farmacopea Herbolaria Americana (AHP) en los Estados Unidos y la Cooperativa
Cientifica Europea de Fitoterapia (ESCOP) en Europa, han comenzado a elaborar sus
propias monografias bajo el formato de la OMS. Estas monografias han sido de utilidad
para la regulacion de los productos herbolarios en muchos paises del mundo,
disminuyendo asi, los problemas tan comunes de adulteracion y/o sustitucion (con otras
plantas o farmacos), contaminacion (por microorganismos, plaguicidas, metales toxicos,
otras especies, etc.) y variacion en la composicion de las plantas medicinales destinadas
al comercio local o global (Artiges, 1991; Bonati, 1991; Bauer 1999).

La investigacion requerida para elaborar una monografia tipo OMS es
multidisciplinaria y consta de varias fases: la primera etapa consiste en el estudio de los
aspectos etnobotanicos y antropoldgicos. La segunda requiere de la caracterizacion
quimica, estudios de control de calidad y estandarizaciéon de la droga, asi como, la
identificacion del o los principios activos. Finalmente, la tercera etapa implica los
estudios toxicoldgicos, farmacolégicos y clinicos, conducentes a determinar la
seguridad y eficacia de las plantas (ESCOP, 1996, 1997, 1999).

En nuestro pais, el uso de las plantas medicinales se remonta a épocas
ancestrales y, al igual que en otras regiones del mundo, el consumo de plantas
medicinales en el México actual se ha incrementado notablemente en todos los sectores
sociales, ain en los mas privilegiados, otrora usuarios de los medicamentos de patente.
El Instituto Nacional Indigenista (INI) estima que existen mas de 3.500 especies con
propiedades medicinales utilizadas por una gran parte de la poblacién para tratar

numerosos padecimientos (Lozoya, 1993; Bye y Linares, 1983).
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El uso indiscriminado de plantas medicinales durante la década de los noventas
y lo que va del siglo XXI, ha conllevado a un comercio, a veces ilegal, y explotacion
exagerados de estos recursos. La falta de regulacion de los productos herbolarios ha
ocasionado una sobre explotacion de las materias primas, al punto tal que muchas
especies vegetales se encuentran en peligro de extincion (Hersch, 1996). En
consecuencia urgen politicas para la conservacion y desarrollo sostenible de plantas
medicinales. Asimismo, la carencia de un reglamento apropiado para el registro y
control de calidad de las plantas medicinales, ha conllevado a una practica, cada vez
mas frecuente, de adulteracion y sustitucion de materias primas, poniendo en riesgo la
salud ya mermada del consumidor.

En este panorama, en 1998, se publicé el primer Reglamento de Insumos para la
Salud en donde se indican las condiciones para el registro, autorizacion y venta que
deben de cumplir los remedios herbolarios (DOF, 1998). Posteriormente, en 1999, se
anex0 al reglamento la lista de plantas prohibidas para la elaboracion de tisanas,
infusiones y aceites vegetales comestibles (DOF, 1999). Con todos estos avances en la
legislacién mexicana, en el afio 2001, la Secretaria de Salud publicé la primera edicion
de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos (FHEUM), como una
necesidad de referentes para estos productos y como una respuesta a la propuesta de la
OMS (FHEUM, 2001).

Sin embargo, y a pesar de que dicha Farmacopea fue realizada por un conjunto
de expertos, las monografias de especies autéctonas resultaron muy limitadas en
cantidad, contenido y calidad, ya que desafortunadamente no se cuenta con la
informacion suficiente para integrarlas correctamente y las autoridades sanitarias no
cuentan con la infraestructura fisica y humana requeridas para desarrollar la
investigacion que permita la integracion de estos documentos. Por lo tanto, las
autoridades dependen de las universidades y otros centros de investigacion del pais para
realizar este trabajo (Frenk et al., 2005).

Considerando entonces la necesidad en México de integrar las monografias que
permitan la regulacion de sus recursos herbolarios, recientemente, el Consejo Nacional
de Ciencia y Tecnologia (CONACyT) otorgd a la Facultad de Quimica-Instituto de
Biologia un proyecto Sectorial (C01-018) con la finalidad de realizar la investigacion
cientifica necesaria para integrar las monografias tipo OMS de especies medicinales

selectas.
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Con base en lo antes expuesto, el objetivo general del presente trabajo de

investigacion es realizar el estudio quimico y farmacoldgico de la especie Arracacia

tolucensis var. multifida con la finalidad de establecer algunos parametros de eficacia,

inocuidad y calidad de la droga cruda. Esta informacion permitira generar la

informacion cientifica necesaria para la elaboracion de su monografia tipo OMS.

Para el cumplimiento de este objetivo general se plantearon los siguientes

objetivos particulares:

Determinar el potencial mutagénico y la toxicidad aguda mediante la prueba de
Ames y el método de Lorke, respectivamente, con la finalidad de establecer, de
manera inicial, la inocuidad de la especie.

Evaluar el potencial farmacoldgico del extracto organico y aceite esencial de A.
tolucensis, mediante la evaluacion de su efecto sobre las contracciones
espontaneas e inducidas en ileon aislado de cobayo y la evaluacion de su
potencial antibacteriano frente a una bateria de microorganismos, con la
finalidad de contribuir al conocimiento de la eficacia de la planta.

Establecer los principios activos de la especie.

Establecer los compuestos marcadores y perfiles cromatograficos, tanto del
aceite esencial como de los extractos integros de A. tolucensis, con la finalidad
de establecer las pruebas de identidad de la especie.

Desarrollar un método analitico que permita cuantificar los principios activos de

la especie.
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I11. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 ENSAYOS DE INOCUIDAD

3.1.1 EVALUACION DE LA TOXICIDAD AGUDA

La evaluacion de la inocuidad del extracto organico obtenido a partir de A.
tolucensis se determind de acuerdo al procedimiento establecido por Lorke (1983). El
ensayo correspondiente se realiz6 empleando ratones macho cepa ICR (20-25 @)
mantenidos en un bioterio con 18 horas de ayuno. La toxicidad aguda del extracto se
determind en dos fases: en la primera se emplearon dosis Unicas de 10, 100 y 1000
mg/Kg de peso, mientras que en la segunda se emplearon dosis Unicas de 1600, 2900 y
5000 mg/Kg de peso. Cada dosis se evalud por triplicado y la via de administracién
empleada fue la oral. Como control se utilizd un grupo de ratones administrado con
solucion salina isoténica por la misma via. En las dos fases, los animales se observaron
durante 14 dias. Al término del ensayo, todos los animales sobrevivientes se
sacrificaron por dislocacién cervical, con la finalidad de realizar una diseccién en el
abdomen del animal que permitiese aislar los érganos vitales (higado, rifién, corazon,
estomago) y asi registrar posibles alteraciones. Los animales que fallecieron en el
transcurso del experimento también fueron sometidos al mismo analisis post-morten. La
DLso (dosis que produce la mortalidad del 50 % de los animales evaluados) se
determin6 mediante la metodologia descrita por Lorke (1983).

3.1.2 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD MUTAGENICA

La mutagenicidad del extracto se determind de acuerdo al disefio experimental
previamente establecido por Ames (Ames et al., 1975; Maron y Ames, 1983) sobre las
cepas TA 98, TA 100 y TA 102 de Salmonella typhimurium. En el Cuadro 2 se indican

las caracteristicas mas importantes de las cepas estudiadas.

3.1.2.1 PREPARACION DEL HOMOGENADO DE LA FRACCION S9

La evaluacion de la activacion metabdlica de S. typhimurium se realizé en

presencia de la fraccion S9, a través del conteo de las colonias revertantes de histidina

11
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(His). La preparacion de esta fraccion se realizo de la siguiente manera: a cinco ratas
macho cepa Wistar (200 g) se les administrd, via intraperitoneal, una dosis Unica de 500
mg/Kg de peso del carcinégeno Aroclor 1254. Al cabo del quinto dia de la
administracion, previo ayuno, los animales se sacrificaron por dislocacion cervical.
Acto seguido, se realizé una diseccién en el abdomen para remover el higado. Estos se
colocaron en una solucion estéril de KCI 0.15 M y se sometieron a lavados sucesivos.
Posteriormente, se transfirieron a un homogenizador con 150 mL de una solucién de
KCI 0.15 M. La mezcla se agité suavemente. EI homogenado se centrifugd a 8700 rpm
durante 10 minutos. El sobrenadante resultante se congel6 a -80 °C en alicuotas de
1 mL. La concentraciéon de proteinas se determind de acuerdo al método de Lowry y

colaboradores (Lowry et al., 1951).

Cuadro 2. Caracteristicas de las cepas de S. typhimurium utilizadas en el ensayo de

mutagenicidad.

S. typhimurium

TA 98 TA 100 TA 102
Revertantes de
histidina/placa 30-50 120-200 240-320
Condiciones de aerobio, 37 °C aerobio, 37 °C aerobio, 37 °C
incubacion ’ ’ '
Mutéageno s/S9 acido picrolénico _N-etilen-N- mitomicina C
nitrosoguanidina
mitomicina C
Mutageno ¢/S9 2-aminoantraceno ciclofosfamida 2-
aminoantraceno
Mutacién en el . . his G428
operdn de histidina his D3052 his G46 (pAQ1L)

3.1.2.2 PREPARACION DE LAS PLACAS DE AGAR

Las placas de agar se prepararon colocando 25 mL del medio Vogel-Bonner

(Apéndice I) en cada caja de Petri.

12
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3.1.2.3 PREPARACION DE LOS TUBOS DE INOCULO

Los tubos de in6culo se prepararon con un medio de agar suave compuesto por:
agar 0.6 %, NaCl 0.6 %, L-histidina 0.5 mM y D-biotina 0.5 mM. El medio resultante se
esteriliz6 en autoclave a 121 °C y 21 Ib/cm?, durante 15 minutos. Por Gltimo, 2 mL del

medio se vertieron en tubos de ensayo de 13 x 100 mm estériles.

3.1.2.4 BIOENSAYO DE MUTAGENICIDAD

a) Preparacion del inéculo: a partir de un cultivo de reserva, la bacteria S.
typhimurium se sembré en caldo Oxoid® y el cultivo se mantuvo en agitacién a
37 °C, durante 16 horas.

b) Preparacion de la fraccion S9: el bioensayo de mutagenicidad se realizd
empleando una fraccion S9 al 4 %. A 1 mL del homogenado se adicion6 1 mL de
buffer de cloruros, 23 mL de buffer de fosfatos, 60 mg de glucosa-6-fosfato y 26 mg
de B-NADP (Apéndice 1). La solucion resultante se esterilizd por filtracion

utilizando membranas Acrodisc® de 0.45 um.

c) Evaluacién y preparacion de las muestras: la evaluacion del potencial mutagénico
se efectud de acuerdo a la metodologia que se describe a continuacion: 100 uL del
indculo de S. typhimurium, 20 uL de la muestra de prueba a las concentraciones
finales de 1000, 500 y 250 pg por caja y 500 uL de agua y/o fraccion S9 se
adicionaron a cada tubo de agar suave a 45 °C. La suspension se homogenizd y se
vertio sobre la superficie de las placas de agar VVogel-Bonner. Una vez preparadas
las cajas, se preincubaron durante 10 minutos a temperatura ambiente. Transcurrido
este tiempo, las cajas se invirtieron e incubaron por 48 horas a 37 °C. EI nimero de
colonias revertantes de histidina se determind mediante el conteo de las colonias
sobre la superficie de agar, utilizando un contador de colonias modelo Fisher. Como
control positivo se utilizaron 10 puL de los mutagenos indicados en el Cuadro 2.
También se realizaron controles de medio y disolvente (DMSQO) empleado para

solubilizar las muestras.
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3.2 ENSAYOS DE EFICACIA

3.2.1 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

La actividad antimicrobiana del extracto y del aceite esencial se determiné
empleando el bioensayo de difusion en agar (Mitscher et al., 1972, 1987; NCCLS,
1997, 2003; Alderman y Smith, 2001) contra bacterias Gram positivas [Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) y Bacillus subtilis (ATCC 6633)] y Gram negativas
[Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 10536) y
Salmonella typhi (ATCC 9992)]. Todos los microorganismos fueron proporcionados
por el Cepario de la Facultad de Quimica, UNAM. Como medio de cultivo se utilizd
agar Mueller-Hinton. Este agar se rehidratd de acuerdo con las indicaciones de la casa
comercial y se esteriliz6 en una autoclave a 121 °C y 15 Ib/cm?, durante 20 min.

Los ensayos correspondientes se efectuaron en las placas de agar Miueller-
Hinton, previamente preparadas afadiendo 10 mL de agar, inoculado con 20 pL del
microorganismo de prueba, ajustado al estandar turbidimétrico de McFarland al 0.5%
(1 x 108 células/mL) en cada caja de Petri. Una vez solidificado el agar en las placas, se
colocaron seis discos de papel filtro (6 mm de diametro/disco) en forma equidistante en
cada placa (Figura 5). Dos discos contenian 5 uL del antibidtico adecuado a una
concentracion mayor a la concentracion critica inhibitoria (CCIl) determinada
previamente (Cuadro 3; Apéndice Il); dos contenian 5 uL de DMSO (control
negativo); y los dos ultimos 100, 250, 500, 750 6 1000 ug de la muestra a evaluar. Las
cajas se preincubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente y luego se incubaron
por 24 horas a 37 °C. Todas las determinaciones se realizaron por cuadruplicado. Para

disolver las muestras se utiliz6 DMSO.
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ay d: discos impregnados con el

control de disolvente

by c: discos impregnados con el

antibidtico de referencia

e y f: discos impregnados con la

muestra de prueba

Figura 5. Ensayo antimicrobiano de difusion en agar.

Cuadro 3. Concentraciones criticas inhibitorias (CCI) de los antibidticos empleados

como controles positivos.

Concentracion
Microgrr%?artl)i;mo de Control (+) (ugC/:dCi:SICO) utiIi;:Sdaz; ce)n el
(ug/disco)

Star)(fR/JrOézgcggg ;;)reus Amikacina 0.11 0.15
B("j‘a‘f_il_”(‘:’é %UGb?fg)is Vancomicina 0.07 0.10
Pseuo(lgmr?gsgggginosa Gentamicina 0.18 0.20
'ii’:‘_‘ggqgsgzl)' Gentamicina 0.04 0.05
S?X‘jrogél gigg’g)hi Ciprofloxacina 0.01 0.015

15



PARTE EXPERIMENTAL

322 EVALUACION DEL POTENCIAL ANTIESPASMODICO DEL
EXTRACTO Y ACEITE ESENCIAL DE A. tolucensis SOBRE LA INHIBICION
DE LA CONTRACCION ESPONTANEA E INDUCIDA EN ILEON AISLADO
DE COBAYO

3.2.2.1 AISLAMIENTO DEL ILEON

Para la obtencion del tejido se utilizaron cobayos macho (200-250 g), en ayuno
de 24 horas con libre acceso de agua. Los animales se sacrificaron utilizando una
camara saturada de éter etilico. Posteriormente, se realizo una diseccion en el abdomen
que permitio el aislamiento del ileon (10-12 cm). El ileon aislado se limpid con solucidn
salina (0.9 %) y se cortd en segmentos de 1 a 1.5 cm. Los segmentos se colocaron en
una solucion Tyrode, preparada con la siguiente composicion (mM): NaCl 149.2, KCI
2.7, MgCl, - 6H,0 2.1, CaCl, 3.6, NaH,PO, 0.4, NaHCO3; 11.9 y glucosa 5.0. La
solucion se prepar6é con agua destilada, el pH se ajustdé a 7.4 y se mantuvo

constantemente burbujeada con una mezcla gaseosa de O,/CO, (95:5) a 37 °C.

3.2.2.2 MONTAJE DE LA PREPARACION Y SISTEMA DE REGISTRO

Para determinar el efecto sobre la contraccion espontanea e inducida del extracto
organico y aceite esencial, se empled un sistema de registro isométrico vertical para
tejido aislado (Figura 6). Para ello, los segmentos de ileon se colocaron en una camara
de incubacion con 10 mL de solucion Tyrode burbujeada constantemente con una
mezcla gaseosa de O,/CO, (95:5) a una temperatura de 37 °C que se mantuvo mediante
un bafio recirculador. En estas condiciones, el tejido se sujetd de un extremo al piso de
la camara y, del otro, a un transductor de fuerza Grass FT O3E conectado a un poligrafo
MP100 Manager Biopac System. Los datos se obtuvieron mediante el software
Acgknowledge® version 3.7.3.

El tejido se sometio a una tension inicial de 1 g y se estimuld con 100 puL de
carbacol (1x10™ M), en tres ocasiones y en intervalos de 30 min. Posterior a cada
estimulo, el tejido se lavo tres veces con solucién Tyrode con intervalos de 10 min entre

cada lavado para permitir su recuperacion.
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W=

Dispositivo
de registro

37°C

Bafio para
6érgano aislado

Solucién
Tyrode

Figura 6. Sistema de registro isométrico vertical para tejido aislado.
3.2.2.3 EVALUACION DEL EFECTO ANTIESPASMODICO

Para evaluar el efecto antiespasmodico del extracto organico y del aceite
esencial de A. tolucensis, en primer lugar, se adicion6 a la preparacion 100 uL de la
concentracion de un espasmaégeno [acetilcolina (1 x 10 M), histamina (1 x 10° M),
serotonina (1 x 10* M) y BaCl, (1 x 102 M)], en experimentos independientes,
registrandose la actividad durante un periodo de tres minutos. La actividad registrada se
consider6 como el 100 % de respuesta. Al cabo de los tres minutos, los tejidos se
lavaron con la solucion Tyrode, en tres ocasiones y con intervalos de 10 min entre cada
lavado, para permitir su recuperacion. Posteriormente, se adiciond a la preparacion 100
pL de la muestra a evaluar a las concentraciones finales de 3, 10, 30, 100, 300 y 1000
ug/mL y el tejido se incubd durante 10 min. La respuesta obtenida posterior a cada

adicion de la muestra a evaluar corresponde al efecto generado por la misma sobre las
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contracciones espontaneas del ileon. Después de la incubacion, se adicionaron
nuevamente 100 uL del mismo espasmdgeno agregado inicialmente y la respuesta se
registrd durante tres minutos. Como control positivo se utiliz6 papaverina, conocido
agente antiespasmaddico de origen natural. Para disolver las muestras se utilizd agua
destilada y trazas de tween 80.

El célculo de la Clsp (concentracion inhibitoria necesaria para disminuir la
respuesta farmacologica en un 50 %) para antagonizar una respuesta fija del
espasmogeno de prueba y/o las contracciones espontaneas del tejido se realiz6 a partir
de las curvas concentracion-respuesta (SigmaPlot version 9.0) mediante un analisis de
regresion no lineal (modelo de efecto maximo o Ecuacion de Hill). Los resultados se
analizaron mediante un andlisis de varianza (ANADEVA) de una via en el software

SigmasStat version 3.10, considerando diferencias significativas para una p<0.05.

3.3 ESTUDIO FITOQUIMICO DE A. tolucensis

3.3.1 MATERIAL VEGETAL

Las partes aéreas de la especie Arracacia tolucensis (H. B. K.) var. multifida,
utilizadas en el presente estudio, fueron recolectadas en el Sur del Valle de México,
Distrito Federal, el 27 de septiembre de 1999 (lote 1) y el 18 de enero del 2004 (lote 2).
La identificacion y clasificacion de la especie estuvo a cargo del Dr. Robert Bye
(Instituto de Biologia, UNAM). Las muestras de herbario (voucher: Bye y Morales
27040, lote 1; Bye 33821, lote 2) fueron depositadas en el Herbario Nacional (MEXU),
Instituto de Biologia, UNAM.

3.3.2 PROCEDIMIENTOS GENERALES

3.3.2.1 ANALISIS CROMATOGRAFICOS

La Cromatografia en Columna Abierta (CCA) se realizd en columnas de vidrio
de diferentes capacidades empacadas con gel de silice (Kieselgel 60 Merck, tamafio de
particula 0.063-0.200 nm, malla de 70-230 um ASTM).

Los andlisis Cromatograficos Cualitativos en Capa Fina (CCF) y de tipo

preparativo (CCFP) se realizaron sobre placas de aluminio y/o vidrio de 0.25 mm de
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grosor recubiertas con gel de silice (60 Fzs4 Merck, malla de 3.5-7.0 um ASTM) de
diferentes dimensiones, de acuerdo a las técnicas convencionales y empleando diversos
sistemas de elucion (Ettre y Kalasz, 2001). Como agente revelador se empleé una
solucion de sulfato cérico amoniacal. Para desarrollar el color fue necesario calentar a
110 °C durante 1 minuto.

La Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia (CLAE) se realiz6 en un
cromatografo marca Waters (Millipore Corp., Waters Chromatography Division
Milford, MA, EUA) equipado con un detector de UV Dual 2487. El control del equipo,
la adquisicion de datos, el procesamiento y manipulacion de la informacion se
realizaron utilizando el programa de software Millennium 2000 (Waters). Los andlisis
se realizaron a temperatura ambiente.

La Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM) se
realizd en un cromatégrafo marca JEOL modelo JMS-AXSOCCHA. La columna
utilizada fue del tipo 5% fenil-metil silicén HP, con una longitud de 30 my 0.32 mm de
didmetro. Se emple6 helio como gas acarreador con un flujo de 1 mL/min. La
temperatura de la columna se programé de 150 a 300 °C, con una velocidad de
calentamiento de 10 °C/min. La temperatura del eyector y detector se ajusto a 275 °C.
El voltaje para el registro de los espectros de masas utilizado fue de 70 eV. Las masas se
registraron en un rango de 33 a 800 uma.

3.3.2.2 CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS NATURALES

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns y se reportan
sin corregir.

Los espectros en el infrarrojo (IR) se midieron en un espectrofotdémetro modelo
599-B de rejilla Perkin Elmer, utilizando las técnicas de pastilla de KBr o pelicula.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Proténica (RMN'H) y de
Carbono 13 (RMN™C) se registraron en un aparato Varian VXR-300S a 300 (*H)/75
(**C) MHz o Varian Unity Inova a 400 (*H)/100 (**C) MHz, empleando CDCl; como
disolvente y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los desplazamientos
quimicos se expresan en ppm.

Los Espectros de Masas se generaron por la técnica de Impacto Electrénico
(EMIE) por introduccién directa a 70 eV y un barrido de 33 a 700 unidades de masa-

carga (m/z) por segundo, en un espectrometro de masas HP 5890 (serie II).
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El registro de los espectros se efectud en la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion (USAI), Facultad de Quimica, UNAM.

3.3.2.3 PREPARACION DEL ACEITE ESENCIAL DE A. tolucensis

La preparacion del aceite esencial a partir de 1.0 Kg del material vegetal seco y
molido de la especie A. tolucensis se realiz6 mediante un proceso de hidrodestilacion de
acuerdo a las especificaciones de la FHEUM (2001) y la OMS (WHO, 1998; Figura 7).
Posteriormente, la esencia fue extraida del hidrodestilado mediante una particion con
CH,CI, (3 x 500 mL). Al cabo de este proceso, el disolvente se elimind por una

destilacion al vacio para generar 4 g de un aceite amarillo.

Figura 7. Equipo para la obtencion de aceites esenciales por hidrodestilacion directa.
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3.3.2.4 PREPARACION DEL EXTRACTO ORGANICO DE A. tolucensis

El material vegetal seco y molido de las partes aéreas de A. tolucensis (2.0 Kg)
se extrajo mediante un proceso de maceracion, utilizando una mezcla de CH,Cl,-MeOH
(1:1) a temperatura ambiente. El extracto organico resultante se filtr6 y concentr6 a

presion reducida.

3.3.3 FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR

El extracto organico seco (160 g) obtenido en el inciso anterior se sometid a un
fraccionamiento preliminar mediante una CCA, utilizando como adsorbente 1.0 Kg de
gel de silice y como fase movil hexano, hexano con cantidades crecientes de acetato de
etilo y acetato de etilo-MeOH (1:1). Este proceso genero siete fracciones primarias (Fi-
F;). En el Cuadro 4 se resume el proceso cromatografico correspondiente al

fraccionamiento preliminar del extracto total de A. tolucensis.

Cuadro 4. Fraccionamiento preliminar por CCA del extracto total de A. tolucensis.

. . FRACCIONES
FASE MOVIL | PROPORCION | ELUATOS SEUNIDAS | CLAVE
Hex-AcOEt 9:1 1-27 1-26 Fi
8:2 28-51 27-41 F,
7:3 52-79 42-47 Fs
1:1 80-90 48-62 Fa
3.7 91-101 63-88 Fs
AcOEt 102-108 89-103 Fe
ACOEt-MeOH 1:1 109 104-109 Fr

3.3.4 AISLAMIENTO, PURIFICACION E IDENTIFICACION DE LA
ISOIMPERATORINA (1), EL OSTOL (2) Y LA SUBEROSINA (3) A PARTIR
DE LA FRACCION PRIMARIA F;

De la fraccion primaria F; (Cuadro 4), cristalizaron de manera espontanea 500

mg de un solido cristalino incoloro, con un punto de fusion de 104-106 °C, idéntico en

todos sus aspectos a una muestra auténtica de la isoimperatorina (1).
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El andlisis por CCF de la fraccion primaria F1, utilizando como fase movil una
mezcla de CH,Cl,-MeOH (95:5), permitio evidenciar la presencia de dos componentes
mayoritarios. Posteriormente, la resolucion de esta fraccion mediante la técnica de
CLAE permitié la purificacion del ostol (2; 100 mg) con un tg de 12.61 min y la
suberosina (3; 30 mg) con un tg de 19.50 min. La identificacion de ambos productos se

realizd por comparacion con muestras auténticas.

3.35 AISLAMIENTO DE LA ISOIMPERATORINA (1, EL 8-
METOXIPSORALENO (4), LA HERNIARINA (5) Y LA ESCOPARONA (6) A
PARTIR DE LA FRACCION PRIMARIA F,

Con la finalidad de aislar los compuestos presentes en la fraccion primaria F,
(Cuadro 4) se realizd un analisis cromatografico por CCA sobre gel de silice (170 g)
utilizando como fase moévil CH,Cl, y mezclas de CH,Cl,-MeOH, incrementando
gradualmente la polaridad. Esta metodologia gener6 cinco fracciones secundarias, F.-
F,.v. La resolucion de la fraccion secundaria F,.;; mediante CCFP, utilizando como
sistema de elucion CH,Cl,-MeOH (9:1), permiti6 el aislamiento de 17 mg de un sélido
blanco con punto de fusion de 143-145 °C identificado como la escoparona (6) por
comparacion con una muestra auténtica.

La separacion de los constituyentes presentes en la fraccion secundaria F,.yy; se
realiz6 mediante un andlisis cromatografico por CLAE. Este procedimiento permitio la
purificacion de tres productos mayoritarios (1, 4 y 5) identificados como la
isoimperatorina (1; 50 mg) con un tg de 18.76 min, el 8-MOP (4; 70 mg) con un tg de
20.48 min y la herniarina (5; 10 mg) con un tg de 21.94 min, por comparacion con

muestras auténticas.

3.3.6 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LA UMBELIFERONA (7)Y LA
DIHIDROOXIPEUCEDANINA (8) A PARTIR DE LA FRACCION PRIMARIA
Fa

El analisis cromatografico de la fraccion primaria F4 (Cuadro 4) se realizd
mediante una CCA sobre gel de silice (300 g). El proceso de elucion se llevo a cabo con
un gradiente de polaridad a base de CH,Cl,-MeOH. Este proceso gener6 ocho

fracciones secundarias Fa.-Favi. La resolucion de la fraccion Fapy, mediante la
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aplicacion de sucesivas CCFP [sistema de elucion CH,Cl,-MeOH (9:1)], permitid el
aislamiento de 35 mg de la umbeliferona (7), como un sélido verdoso claro con un
punto de fusién de 230-232 °C.

Posteriormente, el estudio de la fraccion secundaria F4.v, mediante una CCFP,
utilizando como sistema de elucion CH,Cl,-MeOH (95:5), permitié la purificacion de
25 mg de la dihidrooxipeucedanina (8), como un solido amarillo claro con punto de
fusion de 134-135 °C.

3.3.7 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DEL 5-METOXIPSORALENO (5-
MOP; 9), LA 7-METOXI-6-HIDROXI CUMARINA (10) Y LA 6-METOXI-7-
HIDROXI CUMARINA (11) A PARTIR DE LA FRACCION PRIMARIA F5

El fraccionamiento secundario de la fraccion primaria Fs (Cuadro 4), mediante
una CCA [450 g de gel de silice; fase moévil: hexano-CH,Cl, (1:0) — (0:1) y CH.Cl.-
MeOH (1:0) — (0:1)]. Este proceso condujo a la obtencion de siete fracciones
secundarias, Fs.- Fs.vi1. El anélisis cromatografico por CLAE de la fraccion secundaria
Fs.i permitio el aislamiento y la purificacion de 12 mg de la 6-metoxi-7-hidroxi
cumarina (11; tg 9.49 min) como un soélido cristalino blanco con punto de fusién de 230-
232 °C.

Finalmente, la separacion de los constituyentes individuales presentes en la
fraccion secundaria Fs.yy;, mediante CCFP, utilizando como sistema de elucién una
mezcla binaria de CH,Cl,-MeOH (95:5), permitio el aislamiento del 5-MOP (9, 20 mg;
punto de fusién 187-188 °C) y la 7-metoxi-6-hidroxi cumarina (10, 25 mg; punto de
fusién 178-180 °C).

3.4 ENSAYOS DE IDENTIDAD Y COMPOSICION
3.4.1 ESTABLECIMIENTO DE LOS PERFILES CROMATOGRAFICOS

El andlisis cromatografico cualitativo por CLAE del extracto total y aceite
esencial de A. tolucensis se realizé6 empleando una columna Nova-Pak® Silica (Waters,

tamarfio de particula de 6 um), de 3.9 mm de didmetro interno y 300 mm de longitud. La

elucion se realizo empleando un sistema isocratico con una mezcla ternaria constituida
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por hexano-CH,Cl,-AcOEt (80:7:13). La velocidad de flujo fue de 0.6 mL/min. La

longitud de onda utilizada para la deteccién de los compuestos fue 285 nm.

3.4.2 ANALISIS POR CG-EM DEL ACEITE ESENCIAL DE A. tolucensis

El andlisis de los constituyentes presentes en el aceite esencial obtenido a partir
de A. tolucensis, se realizd por CG-EM. La identificacion de los compuestos
mayoritarios presentes en el aceite esencial se realizé mediante la técnica de coelucion
con muestras adquiridas comercialmente y por comparacion de los espectros generados
por los compuestos con aquellos de la biblioteca del equipo o de muestras auténticas. La
cuantificacion de los constituyentes se realizd mediante la medicién de las areas bajo la

curva de cada pico.

343 DESARROLLO DEL METODO ANALITICO PARA LA
CUANTIFICACION DE LA ISOIMPERATORINA (1), EL OSTOL (2), EL 8-
MOP (4) Y EL 5-MOP (9) POR CLAE

El desarrollo del método analitico por CLAE para la cuantificacion de cuatro de
los constituyentes mayoritarios presentes en el extracto organico de A. tolucensis, se
realizd con dos lotes de material vegetal. El método se desarrollo inicialmente con el
objetivo de optimizar las condiciones instrumentales necesarias para lograr la méxima
resolucion y separacion de los constituyentes presentes en el extracto. Estos analisis se
realizaron utilizando una columna empacada con gel de silice Nova-Pak® Silica marca
Waters, con un tamafio de particula de 6 um. El didmetro interno es de 3.9 mmy la
longitud de 300 mm. La concentracion de la muestra utilizada en estos analisis fue de
0.25 mg en un volumen inyectado de 50 uL. La elucién se realiz6 con una mezcla
ternaria constituida por hexano-CH,Cl,-AcOEt (80:7:13). La velocidad de flujo fue de
0.6 mL/min. La longitud de onda utilizada para la deteccion de los compuestos fue 285

nm.

3.4.4VALIDACION DEL METODO ANALITICO

La validacion del método analitico se realiz6 con base en los criterios

establecidos por las guias de la Société Francaise Sciences et Techniques
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Pharmaceutiques (SFSTP; Hubert et al., 1999) y las guias de Harmonizacién Tripartita
referentes a la Validacion de Métodos Analiticos (ICH Q2A, 1998; ICH Q2B, 1998).

Los parametros de calidad evaluados del método analitico desarrollado previamente

fueron los siguientes:

a)

b)

Especificidad/Selectividad: para evaluar la especificidad/selectividad se
registraron los espectros de absorcién al visible (UV) de tres diferentes
muestras, una correspondiente al blanco [CH,Cl, 100%], otra al extracto
orgéanico o matriz de trabajo y, la ultima, al extracto organico enriquecido con
5 ng/ul de los estandares. La matriz de trabajo se preparé disolviendo 5 mg del
extracto en 1 mL de CHCl,.

Linealidad y exactitud: para evaluar la linealidad del método y sistema se utilizo
un cromatégrafo de liquidos marca Waters, acoplado a un detector UV Dual
modelo 2487. La linealidad del sistema se determind construyendo una curva de
calibracién (concentracién contra absorbancia) de acuerdo al siguiente
procedimiento: 1 mg de estandar [isoimperatorina (1), ostol (2), 5-MOP (9) y 8-
MOP (4)] se disuelven en 10 mL de CH,Cl, (0.1 mg/mL). A partir de la solucion
anterior, se prepararon las disoluciones necesarias para que 1 mL de la misma
contenga entre 0.00075 y 0.025 mg del estandar a cuantificar. El area de las
sefiales (ABC) correspondientes a cada estandar utilizado, en cada réplica, se
graficd con respecto a la concentracion del estandar en cada solucion. El célculo
de los parametros estadisticos se realizd mediante un analisis de regresion lineal
simple. Los pardmetros obtenidos se compararon con los siguientes criterios:
b=0,m=0,r>0.99yr?>>0.98 (USP XXIV). La evaluacion de la exactitud del
metodo se realiz6 utilizando el método analitico desarrollado en el inciso 3.4.3.
Para ello, se realiz6 la adicion de diferentes concentraciones de los compuestos a
evaluar (0.04-0.024 mg) en 50 uL de la matriz de trabajo. Se evaluaron tres
réplicas por concentracion para asi obtener los valores correspondientes del
ABC. Estos valores se intrapolaron en las curvas de calibracion desarrolladas
para evaluar la linealidad del sistema. Los resultados obtenidos fueron
analizados para determinar sus parametros estadisticos (b =0, m=0,r>0.99 y

r? > 0.98) mediante un anélisis de regresion lineal simple.
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c)

Precision: la precision se evalu6 midiendo la repeticién (repetibilidad) y
reproducibilidad del método analitico. La repetibilidad se establecio mediante el
analisis de seis réplicas de una solucidn estandar, la cual contenia 0.25 mg de la
matriz de trabajo. Los resultados obtenidos bajo estas condiciones
experimentales se analizaron mediante la prueba estadistica ANADEVA
utilizando el estadistico de Fischer (F). Por otra parte, la reproducibilidad del
método se evalu6 mediante el analisis de seis réplicas de una misma solucién
estandar preparada como se describe en el parrafo anterior. EI analisis se efectu6
en dos diferentes dias y por dos diferentes analistas.

3.5 ENSAYOS ADICIONALES

3.5.1 EFECTO DE LOS PRODUCTOS NATURALES SOBRE LA ENZIMA
PDE1 DEPENDIENTE DE CALMODULINA (CaM)

La actividad sobre la PDE1 en presencia de CaM se determind de acuerdo al

procedimiento descrito por Sharma y colaboradores (Sharma y Wang, 1979; Sharma,

1997) y se describe a continuacion:

a)

b)

Preparacion de la mezcla de reaccion: una disolucion que contiene 0.015
unidades de fosfodiesterasa de cerebro de bovino (PDE1, Sigma), 1 uL de
calmodulina (CaM, Sigma), 0.3 unidades de 5’-nucleotidasa de veneno de
Crotalus atrox (Sigma) y 30 nM de la proteina albumina sérica bovina (ASB,
Boehringer Mannheim), en 1 mL de buffer TRIS-HCI constituido por TRIS-HCI
135 mM, acetato de magnesio 16.8 mM, imidazol 135 mM y CaCl, 2.5 mM, a
pH de 7, fue incubada durante 30 min a 30 °C.

Realizacion del ensayo: en una placa de ELISA con 96 pozos (con una
capacidad de 250 uL por pozo) se adicionaron 10 uL del compuesto a evaluar
[disuelto en una mezcla binaria de acetonitrilo-agua (1:1)] a las concentraciones
finales de 1, 2, 4, 7, 13, 20, 32, 50 y 60 nM. Posteriormente, se adicionaron 40
uL de la mezcla de reaccion y la placa se incubd durante 30 min a 30 °C. Al
término de este periodo de incubacion, a cada pozo se adicionaron 10 uL de

AMP ciclico 10.8 mM cada 10 segundos y la placa se incub6 a temperatura
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ambiente durante 15 min. Transcurrido este tiempo, se adicion6 a cada pozo 190
uL de una soluciéon de verde de malaquita y molibdato de amonio, con la
finalidad de estimar el contenido de fosforo inorganico de manera colorimétrica.
Como control positivo se utilizd a la clorpromazina un inhibidor especifico de la
CaM. Los valores de absorbancia obtenidos fueron intrapolados a una curva
estandar de fosfato monobasico de potasio (Sigma), tomando las alicuotas
necesarias para obtener once concentraciones diferentes en un intervalo de 0.1 a
3 nM. La absorbancia de las muestras se determino a 655 nm utilizando un
lector de placas de ELISA, marca BIO-RAD modelo 680.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Con base en el uso medicinal tradicional de varias especies del género Arracacia
(Martinez, 1989; Bye, 2005), Arracacia tolucensis var. multifida se seleccion6 para la
elaboracion de una monografia tipo OMS, con la finalidad de promover a nivel oficial su

uso racional.

Para integrar la monografia de una planta medicinal de acuerdo a los lineamientos
de la OMS, es necesario realizar una investigacion de caracter multidisciplinaria, orientada
a determinar, en primera instancia, su eficacia e inocuidad y, posteriormente, sus
parametros de calidad. De tal forma que la primera parte de esta investigacion se refiere a
los estudios conducentes a determinar la inocuidad y eficacia de la droga cruda; y la
segunda parte describe el estudio quimico de las partes aéreas de la planta con la finalidad
de establecer los principios activos y los criterios de calidad de la droga cruda, incluyendo
los ensayos de identidad y composicién, todo ello, siguiendo los lineamientos establecidos
por la OMS y la FHEUM.

4.1 ENSAYOS DE INOCUIDAD

4.1.1 EVALUACION DE LA TOXICIDAD AGUDA DEL EXTRACTO ORGANICO

DE A. tolucensis

La evaluacion de la toxicidad aguda del extracto organico de A. tolucensis se realiz
mediante la metodologia descrita por Lorke (1983). Este ensayo tiene la ventaja de que
requiere pocos animales de experimentacion y los resultados se obtienen en un periodo de
tiempo relativamente corto. De manera adicional, permite observar algunos sintomas de
toxicidad en los animales de una manera sencilla.

El ensayo se realiz6 en dos fases: en la primera se administraron tres dosis del
extracto (10, 100 y 1000 mg/Kg) y los animales se mantuvieron en observacion durante 14
dias. Como no se observé ningun deceso y en las necropsias no se apreciaron alteraciones
morfologicas externas o de los 6rganos vitales, se repitio el estudio con un segundo grupo

de animales, utilizando un intervalo de dosis mayor que las iniciales (1600,
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2900 y 5000 mg/Kg). Al segundo dia de esta segunda etapa fallecieron cuatro animales,
uno a la dosis de 2900 mg/Kg Yy tres a la de 5000 mg/Kg (Cuadro 5). La necropsia de estos
cuatro animales no mostro alteracién de los 6rganos vitales ni dafios visibles. El resto de los
animales sobrevivieron los 14 dias del experimento sin problema alguno y los estudios

post-morten no revelaron efecto toxico alguno.

Cuadro 5. Evaluacion de la toxicidad aguda de la especie A. tolucensis.

Fase 1 Fase 2 DLs,
Dosis (mg/Kg) Dosis (mg/Kg) (mg/Kg)
10 100 1000 1600 2900 5000
0/3 0/3 0/3 0/3 1/3 3/3 2852

Durante las dos fases de la determinacion se monitore6 el peso de los animales. Los
resultados de este andlisis revelaron que los animales tratados no experimentaron un
aumento o disminucion significativo de peso corporal con respecto al grupo control
(Gréficas 1y 2).

Al cabo de los experimentos, la DLsy se determiné mediante el calculo de la media
geométrica de las dosis de 1600, 2900 y 5000 mg/Kg, siguiendo el procedimiento descrito
por Lorke (1983). El valor de DLs calculado fue de 2852 mg/Kg, por lo tanto, de acuerdo
con los criterios de Lorke, este extracto se puede considerar poco toxico.

4.1.2 EVALUACION DEL POTENCIAL MUTAGENICO DEL EXTRACTO
ORGANICO DE A. tolucensis

Para determinar el potencial mutagénico del extracto integro de la especie A.
tolucensis se utilizé la metodologia clasica de Ames (Ames et al., 1975; Maron y Ames,
1983). Esta prueba se fundamenta en la deteccion de productos capaces de provocar la
reversion de la mutacion en el operdn de la histidina (His) de distintas cepas de Salmonella
typhimurium (TA 98, TA 100, TA 102, TA 104, etc.), disefiadas especialmente a través de
procedimientos genéticos altamente especificos. Estas cepas son auxoétrofas al aminoacido

histidina (His -) y por lo tanto, no pueden sintetizar dicho aminoacido. El crecimiento

29



RESULTADOS Y DISCUSION

normal, asi como, la formacion de colonias bacterianas, no se observara en ausencia de la

His.
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Gréfica 1. Variacion del peso corporal de los ratones durante la Fase 1.
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Gréfica 2. Variacion del peso corporal de los ratones durante la Fase I1.

30



RESULTADOS Y DISCUSION

Las distintas mutaciones en el operon de His de las bacterias constituyen blancos
especificos para mutagenos que causan dafio en el ADN por diversos mecanismos, de tal
forma que algunas mutaciones adicionales proximas a estos puntos, pueden ocasionar una
restauracion de la funcionalidad de los genes e inducir la capacidad para sintetizar His.
Estas nuevas celulas bacterianas mutantes (His +) pueden crecer en ausencia de His y
formar colonias, por este motivo, la prueba de Ames es conocida también como un ensayo
de reversion (Ames et al., 1975; Maron y Ames, 1983).

Una modificacion del ensayo original de Ames consiste en incorporar al medio de
cultivo bacteriano un extracto de células de mamifero, ademas del supuesto mutageno vy, la
cepa bacteriana de prueba. Esta modificacion permite evaluar el efecto del metabolismo
celular animal sobre el mutageno potencial y asi establecer su posible mutagenicidad en un
sistema bioldgico mas complejo. El sistema celular mas utilizado es la denominada fraccion
S9, que se obtiene a partir de un homogenizado de higado de ratas previamente tratadas con
un potente inductor de los citocromos P-450, el Aroclor 1254 (Ames et al., 1975; Maron y
Ames, 1983). Esta fraccion asi tratada, puede ocasionar la formacion de mutagenos a partir
del extracto o sustancia de prueba, mimetizando asi las condiciones que pudiesen

presentarse en un organismo vivo que consuma estos productos.

Los resultados obtenidos para la evaluacion del extracto organico de la especie A.
tolucensis nos muestran que el extracto no provocd la reversion de la mutacion de las cepas
evaluadas de S. typhimurium (TA 98, TA 100 y TA 102), ya que las mismas no fueron
capaces de crecer en un medio minimo sin el suplemento de His. En las Gréficas 3-5 se
ilustra el comportamiento del crecimiento bacteriano en presencia del extracto, con y sin la

fraccion S9 del homogenizado de rata.
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Efecto mutagénico del extracto organico de A. tolucensis
cepa TA 100

400 - .
B Sin S9

350 1 | Con 59

300 4
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150 4
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50 A

0 1000 500 250
Conc. Extracto (ug)

Gréfica 3. Ensayo de mutagenicidad del extracto organico de A. tolucensis por el método

inducidas por los mutagenos ciclofosfamida y N-etilen-N-nitrosoguanidina fueron 407.7 +
34.0y 4692.0 + 571.8, respectivamente.

Efecto mutagénico del extracto organico de A. tolucensis

cepa TA 102
400
B Sin S9
350 - m Con S9

300
250 A

200

Revertantes His +

150

100

50

0 1000 500
Conc. Extracto (ug)

Gréfica 4. Ensayo de mutagenicidad del extracto organico de A. tolucensis por el método
fraccion S9. La bacteria fue incubada con el
extracto a las concentraciones de 0, 1000, 500 y 250 pg. ElI niamero de revertantes His +
espontaneas fueron 199.1 + 21.6 (@) y 201.7 £ 26.2 (::). El nUmero de revertantes His +
inducidas por los mutagenos mitomicina C y 2AA fueron 3636.2 + 291.1 y 3356.0 + 452.2,
respectivamente.
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Efecto mutagénico del extracto orgénico de A. tolucensis
cepa TA 98
80

70 4 B Sin S9
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Gréfica 5. Ensayo de mutagenicidad del extracto organico de A. tolucensis por el método

extracto a las concentraciones de 0, 1000, 500 y 250 pg. ElI namero de revertantes His +
espontaneas fueron 43.3 + 3.3 () y 44.1 + 6.1 (). El nimero de revertantes His +
inducidas por los mutagenos &cido picrolénico y 2AA fueron 254.6 + 27.6 y 3636.2 +
291.1, respectivamente.

4.2 ENSAYOS DE EFICACIA

Las pruebas de eficacia realizadas en este estudio consistieron en la determinacion
del potencial antiespasmddico y antibacteriano del extracto integro y aceite esencial
preparados a partir de las partes aéreas de la planta. Como se indicd en la seccion de
antecedentes, la especie se usa en las practicas médicas populares como un agente
carminativo, estimulante del apetito y contra la blenorrea (Martinez, 1989; Bye, 2005), por
lo tanto, es probable que la planta contenga principios activos con propiedades
espasmoliticas y antisépticas. Para demostrar esta hipétesis, se realizaron dos conjuntos de
evaluaciones farmacoldgicas: en la primera se determiné el supuesto efecto antmicrobiano
contra una bateria de microorganismos Gram positivos y negativos, empleando el método
de difusion en disco en cajas de Petri (Mitscher et al., 1972, 1987; NCCLS, 2003,
Alderman y Smith, 2001). Posteriormente, se establecio el efecto antiespasmaédico del
extracto organico y aceite esencial mediante una serie de experimentos in vitro, utilizando

el modelo del ileon aislado de cobayo (Williamson et al., 1996).
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4.2.1 EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA DEL EXTRACTO
ORGANICO Y ACEITE ESENCIAL DE A. tolucensis

Aunqgue previamente se comprobd que la especie A. tolucensis tiene efecto contra
Mycobacterium tuberculosis (Figueroa, 2004), agente etioldgico de la tuberculosis, en el
presente estudio se decidio ampliar los estudios de eficacia incrementado la bateria de
microorganismos de prueba. Los microorganismos seleccionados son causantes de
enfermedades infecciosas en diversos organismos. Las infecciones de la piel causadas por
el género Staphylococcus son una de las mas frecuentes tanto en el hombre como en
animales, ya que ésta especie contiene patdégenos comunes para ambos; Pseudomonas
aeruginosa es el agente causal de enfermedades como dermatitis y otitis externa;
Salmonella typhi y Escherichia coli destacan entre los principales agentes causales de
gastroenteritis y fiebres entéricas, respectivamente, ademas de ocasionar septicemias e
infecciones urinarias. Bacillus subtilis es uno de los principales patogenos relacionado con

intoxicaciones por el consumo de alimentos contaminados (Romero, 1994; Eloff, 1998).

Para determinar el efecto antibacteriano se midié el efecto del extracto y aceite
esencial sobre el crecimiento de microorganismos Gram positivos y negativos (S. aureus,
B. subtilis, P. aeruginosa, E. coli y S. typhi). Este efecto se cuantificé midiendo los halos de
inhibicidén generados alrededor del disco impregnado con una cantidad conocida de la
muestra de prueba. Los resultados obtenidos se compararon con los halos de inhibicion
formados por el control positivo seleccionado con base en la susceptibilidad de cada
microorganismo de prueba (NCCLS, 1997, 2003). La concentracion del antibidtico control
empleada fue mayor a la CCI con la finalidad de garantizar la difusion de la cantidad de

antibiotico necesaria para inducir un halo de inhibicion significativo.

El estudio del efecto antimicrobiano permitié evidenciar que el extracto integro
inhibe el crecimiento de las bacterias Gram positivas S. aureus y B. subtilis con CCI de
49.6 y 138.5 ug/disco, respectivamente. Por otra parte, el aceite esencial inhibié el
crecimiento tanto de las bacterias Gram positivas, como de las Gram negativas E. coli, P.
aeruginosa y S. typhi (Cuadro 6). Estos resultados se encuentran en armonia con el efecto

antimicobacteriano previamente demostrado por el extracto (Figueroa, 2004).

34



RESULTADOS Y DISCUSION

Cuadro 6. Concentraciones criticas inhibitorias (CCI) del extracto y aceite esencial de A.

tolucensis.
Concentracion Critica Inhibitoria
Microorganismo de prueba (ng/disco)
Extracto organico Aceite esencial

Staphylococcus aureus® 49.6 251.8
Bacillus subtilis® 138.5 498.8
Pseudomonas aeruginosa® > 1000 750.9
Salmonella typhi* > 1000 750.6
Escherichia coli® > 1000 739.3

Controles positivos: *Amikacina, “Vancomicina, *Gentamicina, “Ciprofloxacina

4.2.2 EVALUACION DEL POTENCIAL ANTIESPASMODICO DEL EXTRACTO
Y ACEITE ESENCIAL DE A. tolucensis SOBRE LA INHIBICION DE LA
CONTRACCION ESPONTANEA E INDUCIDA EN ILEON AISLADO DE
COBAYO

Para determinar el efecto antiespasmodico del extracto y aceite esencial se
realizaron dos tipos de experimentos. En el primero se evalu6 el efecto de los preparados
sobre la inhibicion de la contraccion espontanea del ileon de cobayo (Figura 8). En el
segundo se determin0 la accion del aceite y el extracto sobre las contracciones inducidas
por diferentes agentes espasmdgenos [acetilcolina (1 x 10 M), histamina (1 x 10° M),
serotonina (1 x 10* M) y BaCl, (1 x 10 M); Figura 9]. La finalidad de este segundo
grupo de experimentos fue iniciar el estudio del probable modo de accion tanto del aceite

como del extracto integro.

De acuerdo a los resultados que se ilustran en el Cuadro 7, el aceite induce una
inhibicion significativa y dependiente de la concentracion de las contracciones espontaneas
del ileon de cobayo. Esta relajacion provocada por el aceite esencial, si bien fue importante,
resultd un tanto menor que la de la papaverina, alcaloide utilizado como control positivo
(Gréfica 6).
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Figura 8. Registro representativo del efecto de la a) papaverina, b) aceite esencial y c)

extracto organico sobre las contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo.

Cuadro 7. Concentraciones inhibitorias medias (Clso) y efecto maximo a la concentracion
de 10° ug/mL (Ema [10® pug/mL]) obtenidos para el extracto organico, aceite esencial y

papaverina sobre las contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo.

Muestra evaluada | Clso (ug/mL) + EEM | Emax (10° pg/mL) + EEM

Extracto organico 1153.1 + 753.5 46.7« £ 4.1
Aceite esencial 116.4 £ 23.2 86.5+ + 3.8
Papaverina® 35.0 +31.4 100.0* + 0.0

#Control positivo, *existe diferencia significativa de p<0.05 con respecto al control
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Figura 9. Registro tipico representativo del efecto del a) blanco de disolvente, b) extracto
organico y c) aceite esencial sobre las contracciones inducidas por los espasmogenos de

prueba sobre el ileon aislado de cobayo.
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Grafica 6. Curvas de concentracion-respuesta que muestran el efecto relajante sobre las
contracciones espontaneas del ileon aislado de cobayo de la papaverina ( V), aceite esencial

(®) y extracto organico (e).

El efecto antiespasmadico del extracto y aceite esencial se evalu6é también después
de un tratamiento inicial del tejido con acetilcolina, histamina, serotonina y BaCl,, en
experimentos separados. La seleccion de acetilcolina, histamina y serotonina como
agonistas se debe a que los mismos desencadenan los procesos de transduccion de sefiales
que involucran a los receptores membranales acoplados a las proteinas G. Estos agonistas,
al unirse a su receptor, promueven la hidroélisis del fosfatidil-4,5-difosfato (PDP) por accion
de la fosfolipasa C vy, asi, generar diacil glicerol (DG) y 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3).
Este ultimo promueve la liberacion de calcio, necesario para la contraccion del musculo liso
gastrointestinal (Figura 10; Lecci et al., 2002; Williamson et al., 1996; Katzung, 1992,
2002; Kating y Trevor, 1998; Samuelsson, 1991). El cloruro de bario se utilizd para
corroborar la posible interferencia de los dos preparados en el transporte y/o metabolismo
de calcio en la célula muscular, debido a que el bario, de manera similar al calcio, activa las
proteinas contractiles del musculo (Webb, 2003). Asimismo, se sabe que el cloruro de bario

ocasiona una despolarizacion de la membrana celular del musculo, originando la activacion
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de los canales de calcio voltaje-dependientes, con el subsiguiente aumento de la entrada de
calcio a la célula. El aumento intracelular de la concentracion de calcio provoca también un
incremento de la liberacién de calcio del reticulo sarcoplasmico (REL) (Van Den Broucke
y Lemli, 1982; Capasso et al., 1991). Cualquier producto que interfiera con esta secuencia

de eventos provoca una relajacion de la musculatura lisa gastrointestinal.

acetilcolina, serotonina, etc

i3 Ca? l
E receptor

gL
HH""H T IR

PKC (activa) (inactiva)

Rho-cinasa | ATP

: MLC
! MLCP (activa) «— (inactiva)

Ca?*/CaM —> MLCK (activa)

!

actina+ MLCP | Y MLC
(contraccion) (relajacion)

Figura 10. Transduccién de sefales en el musculo liso visceral.

Los tratamientos con el aceite y el extracto organico de A. tolucensis provocaron un
efecto antagdnico significativo de las contracciones inducidas por los espasmogenos
seleccionados (Cuadro 8; Gréfica 7). La accion sobre las contracciones provocadas por

serotonina fue la mas importante; este neurotransmisor es relevante para la regulacion de la
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motilidad coldnica, secrecion de HCI, agua y electrolitos, asi como, la relajacion del tono
fundal, por mencionar algunas (Foxx-Orenstein et al., 1996; Spiller, 2002; Baxter et al.,

1991).

Cuadro 8. Concentraciones inhibitorias medias (Clso) y efecto maximo a la concentracién
de 10° ug/mL (Ema [10° pg/mL]) obtenidos para el extracto organico, aceite esencial y

papaverina sobre las contracciones inducidas en ileon aislado de cobayo por los diferentes
espasmogenos.

Muestra Clso (ng/mL) £ EEM

evaluada acetilcolina histamina serotonina BaCl,
(1 x 10" M) (1x10°M) | (1x10*M) | (1x10°M)

Extracto

rac 38.7+123 53.4 +32.5 152+51 27.8+5.0
organico
e?ecﬁéfil 30.0+28 23.7+5.0 111+15 154 +4.9
Papaverina® 127+41 128+43 90+18 113+32
Emax (10° pg/mL) + EEM
E;‘;;ﬁfég 97.2% + 1.1 98.2¢+0.7 | 99.7%+01 | 99.3%+0.5
e?ecr?ggl 98.8% + 0.6 984%+04 | 98.8%+01 | 98.9%+05

Papaverina® 100.0« £ 0.0 100.0« £ 0.0 100.0%« £ 0.0 | 100.0% +0.0

& Control positivo, * existe diferencia significativa de p<0.05 con respecto al control

El conjunto de resultados recién descritos sugiere que los preparados de
A. tolucensis provocan su efecto relajante de la musculatura lisa a través de un mecanismo
inespecifico que involucra la inhibiciéon de la entrada de calcio a la célula. También es
posible que el modo de accidon involucre una inhibicion de los procesos de transduccion de
sefiales regulados por el ién calcio o de las proteinas que participan en el proceso de

contraccion.
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Graéfica 7. Curvas concentracion-respuesta que muestran el efecto inhibitorio del extracto
organico, aceite esencial y papaverina de las contracciones inducidas por los espasmogenos
a) acetilcolina (1 x 10™* M), b) histamina (1 x 10 M), c) serotonina (1 x 10 M) y d)
BaCl, (1 x 102 M).
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4.3 INVESTIGACION FITOQUIMICA DE LA ESPECIE Arracacia tolucensis
(H. B. K.) Hemsl. var. multifida (S. Wats.) Math. & Const. (Umbelliferae)

Con la finalidad de completar el estudio quimico de la especie y establecer los
parametros de identidad y composicion para el control de calidad de la droga cruda, se
realizd una reinvestigacion quimica del material vegetal proveniente de una nueva recolecta
de la planta. Para ello, el extracto organico (160 g) se sometié a un fraccionamiento
primario mediante una CCA utilizando gel de silice como fase estacionaria, como se indico
en la parte experimental. Este proceso permitié la obtencién de siete fracciones primarias
(Cuadro 4).

De la fraccién F; cristalizé de manera espontanea un compuesto identificado como
la isoimperatorina (1). De manera adicional, la purificacion por CLAE (Figura 11) de la
fraccion primaria F; (1.5 g) permitid el aislamiento de dos cumarinas identificadas como el
ostol (2) y la suberosina (3), con un rendimiento en relacion al peso seco del material
vegetal de 0.005 y 0.0015 %, respectivamente.

El fraccionamiento por CCA de la fraccion F, (2.0 g) generd cinco fracciones
secundarias. De la fraccion secundaria F,.;; se purifico, mediante una CCFP, la escoparona
(6) con un rendimiento del 0.00085 %. La purificacion por CLAE de la fraccion Fo.
(Figura 12), permitié el aislamiento de tres cumarinas identificadas como el 8-MOP (4), la
herniarina (5) y la isoimperatorina (1). Los rendimientos de estos compuestos en relacion al
peso seco del material vegetal son los siguientes: 0.0035, 0.0005 y 0.0275 %,
respectivamente.

La resoluciéon de la fraccion primaria F, mediante CCA y CCFP permiti¢ el
aislamiento de las cumarinas umbeliferona (7) y dihidrooxipeucedanina (8) con un
rendimiento de 0.00175 y 0.00125 %, respectivamente.

Por ultimo, la purificacion de los compuestos presentes en la fraccion Fs se realizd
mediante el empleo de las técnicas cromatograficas convencionales (CCA, CCFP y CLAE).
Este proceso permitio el aislamiento de tres cumarinas adicionales identificadas como la 6-
metoxi-7-hidroxi cumarina (11; Figura 13), el 5-MOP (9) y la 7-metoxi-6-hidroxi
cumarina (10). Los rendimientos de estos compuestos en relacion al peso seco del material

vegetal son los siguientes: 0.0006, 0.001 y 0.00125 %, respectivamente.
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Figura 11. Cromatograma de la fraccion primaria F;. Condiciones de analisis: Detector
UV, 270 nm. Sistema de elucion: Hex-CH,Cl,-AcOEt (75:25:5). Flujo de 0.5 mL/min.
Concentracion 0.1 mg/50 pL. Pico: 2 (tr 12.61 min) y 3 (tg 19.50 min).
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Figura 12. Cromatograma de la fraccion secundaria F.;;;. Condiciones de analisis:
Detector UV, 270 nm. Sistema de elucién: CH,Cl,-MeOH (99:1). Flujo de 0.35 mL/min.
Concentracion 0.1 mg/50 pL. Pico: 1 (tr 18.76 min); 4 (tg 20.48 min) y 5 (tg 21.94 min).

43



RESULTADOS Y DISCUSION

11

AU

e L — g L B B Ly B
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00
Minutes

Figura 13. Cromatograma de la fraccién primaria Fs.;. Condiciones de analisis: Detector
UV, 270 nm. Sistema de elucion: Hex-CH,Cl,-AcOEt (40:30:30). Flujo de 0.5 mL/min.
Concentracion 0.25 mg/50 pL. Pico: 11 tg (9.49 min).

4.3.1 ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LAS CUMARINAS AISLADAS DE A.

tolucensis

De manera general, la elucidacion estructural de los compuestos obtenidos en el
presente estudio se realizd mediante la aplicacion de métodos espectroscopicos Yy
espectrométricos.

De las once cumarinas obtenidas a partir de A. tolucensis en la presente
investigacion, los compuestos 1-8 se identificaron mediante la comparacion de sus
constantes fisicas y espectroscopicas con aquellas de muestras auténticas. En consecuencia,
en la presente seccién se discutiran Gnicamente la elucidacion estructural de las cumarinas
sencillas, 7-metoxi-6-hidroxi cumarina (10) y 6-metoxi-7-hidroxi cumarina (11) y de la

furanocumarina, 5-MOP (9).
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4311 ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LA 7-METOXI-6-HIDROXI
CUMARINA (10) Y LA 6-METOXI-7-HIDROXI CUMARINA (11)

Los productos 10 y 11 se aislaron como sélidos blancos con puntos de fusién 178-
180 °C y 230-232 °C, respectivamente. Los espectros en el IR de los dos compuestos
presentan bandas de absorcién asociadas a grupos carbonilo de a-pirona (1721 cm™),
dobles enlaces (1603, 1250, 1075 y 836 cm™) y grupos fenélicos (3284 cm™). La EMIE
permitié determinar la formula molecular de cada compuesto como CyoH;QO,. Esta férmula
permite siete grados de instauracién. El ion molecular observado en una relacion de masa-
carga (m/z) de 192 uma (pico base), sugiere que estos productos son isdmeros estructurales.

Los espectros de RMN (Cuadros 9 y 10) de los productos 10 y 11, al igual que los
de la escoparona (6), presentaron el perfil tipico de una cumarina simple sustituida en las
posiciones C-6 y C-7 (Estevez-Braun y Gonzalez, 2002). La principal diferencia entre los
espectros de RMN de los productos 10 y 11 con respecto a los del producto 6, radica en la
presencia de sefiales para un grupo hidroxilo (64 ~ 6.1) y un solo grupo metoxilo (o4 ~
3.98), en lugar de los dos grupos metoxilo observados en los espectros de la escoparona (6).
En consecuencia, la diferencia entre 10 y 11 consiste en la ubicacion de los grupos metoxilo
e hidroxilo en el anillo carbociclico. En el caso del compuesto 11, los cuadros de
conectividad observados en el espectro NOESY para los hidrogenos en C-5 (H-5/CH30-6 y
H-4) y C-8 (H-8/OH-7) permitieron confirmar que los grupos metoxilo e hidroxilo se
encontraban en las posiciones C-6 y C-7 del ndcleo base, respectivamente (Figura 14). Por
el contrario, en el caso del compuesto 10, las correlaciones observadas en el espectro
NOESY para los hidrégenos en C-5 (H-5/H-4 y OH-6) y C-8 (CH30O-7/H-8) son
congruentes con la ubicacion del grupo hidroxilo en C-6 y el grupo metoxilo en C-7.

Estas observaciones permitieron caracterizar a los productos 10 y 11 como la 7-

metoxi-6-hidroxi cumarina y la 6-metoxi-7-hidroxi cumarina, respectivamente.
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Cuadro 9. Datos espectroscopicos observados en los espectros de RMN 'H de las
cumarinas escoparona (6), 7-metoxi-6-hidroxi cumarina (10) y 6-metoxi-7-hidroxi

cumarina (11).

POSICION escoparona (6) 7—metoxij6—hid roxi 6—metoxij7—hid roxi
cumarina (10) cumarina (11)
3 6.29 (d, J=9.3 Hz) 6.27 (d, J =9.6 Hz) 6.29 (d, J =9.6 Hz)
4 7.63(d, J = 9.5 Hz) 7.60 (d, J = 9.6 Hz) 7.59 (d, J = 9.6 Hz)
5 6.86 (s) 6.85 () 6.97 (s)
8 6.85 (S) 6.92 (s) 6.84 (s)
CH;0-6 3.93(s) 3.96 (s) -
OH-6 - - 5.54 (sa)
CH;0-7 3.96 (s) - 3.98 (s)
OH-7 - 6.15 (sa) -

Cuadro 10. Datos espectroscopicos observados en los espectros de RMN °C de las
cumarinas escoparona (6), 7-metoxi-6-hidroxi cumarina (10) y 6-metoxi-7-hidroxi

cumarina (11).

POSICION escoparona (6) 7-metoxij6-hidroxi 6-met0xij7-hid roxi
cumarina (10) cumarina (11)

2 161.38 161.47 160.50

3 113.57 113.40 113.98

4 143.26 143.31 143.29

4a 111.43 111.48 111.04

5 107.96 107.44 107.4

6 150.04 150.23 149.28

7 146.35 149.65 143.29

8 100.03 103.17 99.34

8a 152.86 150.23 149.28

CH;0-6 - - 52.44
CH;0-7 56.36 56.39 -
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Figura 14. Espectro NOESY de la 6-metoxi-7-hidroxi cumarina (11) mostrando las

correlaciones sefaladas en la estructura.

4.3.1.2 ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE LA FURANOCUMARINA 5-MOP (9)

El analisis detallado de los espectros de RMN del producto 9 permitié establecer
que es una furanocumarina lineal (lvie, 1978; Harkar et al., 1984). Este compuesto se
obtuvo como un solido blanco, con un punto de fusion de 187-188 °C. El ién molecular en
el EMIE del producto natural corresponde a la férmula Cy12HgO4, la cual permite nueve
insaturaciones. El analisis detallado de los espectros de RMN (Cuadros 11 y 12) del
compuesto 9, mostrd que estos son muy similares a los del 8-MOP (4), difiriendo
fundamentalmente en los desplazamientos quimicos atribuibles a la porcion furano [0y 7.02
(dd, J=1.0, 2.4, H-3") y 7.59 (d, J = 2.4, H-2")] , y en las correlaciones observadas en el
espectro NOESY para los hidrégenos en C-3 (H-3/H-4), C-4 (H-4/0OCHj3), y en C-3’ (H-
3’/H-2’; Figura 15). Estas son consistentes con la presencia del metoxilo en C-5y el anillo
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de furano fusionado entre C-6 y C-7. Por lo tanto, el compuesto se caracterizé como el 5-
MOP (9).

Cuadro 11. Datos espectroscopicos observados en los espectros de RMN 'H de las
cumarinas 5-MOP (9) y 8-MOP (4).

POSICION 8-MOP (4) 5-MOP (9)
3 6.30 (d, J = 94 Hz) 6.27 (d, J = 9.78 Hz)
4 7.7(d,J = 9.2 Hz) 8.15 (dd, J = 0.66, 9.78 Hz)
5 7.36 (5) -
8 - 7.14 (dd, J = 0.68, 1.0 Hz)
2’ 7.70 (d, J = 2.0 Hz) 7.59 (d, J = 2.4 Hz)
3’ 6.83 (d, J = 2.0 Hz) 7.02 (dd, J = 1.0, 2.4 Hz)

CH;O- 4.31(s) 4.27 (s)

Cuadro 12. Datos espectroscopicos observados en los espectros de RMN 2C de las
cumarinas 5-MOP (9) y 8-MOP (4).

POSICION 8-MOP (4) 5-MOP (9)

2 160.45 161.25

3 114.75 112.54

4 144.32 139.28
4a 116.47 106.39

5 112.88 149.55

6 126.11 112.65
147.66 158.36

8 132.79 93.84
8a 144.76 152.69
2’ 146.63 144.78

3 106.71 105.03
CH,O- 61.34 60.10
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Figura 15. Vista parcial del espectro NOESY del 5-MOP (9) mostrando las correlaciones

sefialadas en la estructura.

4.3.2 COMPOSICION DEL ACEITE ESENCIAL OBTENIDO DE LAS PARTES
AEREAS DE A. tolucensis

El andlisis por CG-EM del aceite esencial, preparado a partir de las partes aereas de A.
tolucensis por hidrodestilacion, permitio la identificacion de siete metabolitos secundarios
que constituyen el 45.8 % del total del aceite esencial (Figura 16; Cuadro 13). La
identificacion de los compuestos alcohol bencilico (12), terpinen-4-ol (13) y a-cadineno
(14) se realiz6 por coelucién con muestras auténticas adquiridas comercialmente. Los
productos 2, 3, 4 y 9 se identificaron por coelucién con las cumarinas obtenidas
previamente del estudio del extracto integro. Asi mismo, se realiz6 la comparacion de los
espectros de masas de los compuestos presentes en la esencia con aquellos de los

compuestos de referencia incluidos en la biblioteca de datos del equipo. Los resultados de
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este andlisis permitieron identificar a las cumarinas ostol (2; 21.69 %) y suberosina (3;

10.65 %), como los componentes mayoritarios presentes en la esencia de A. tolucensis.

Cuadro 13. Compuestos identificados en el aceite esencial de A. tolucensis por

cromatografia de gases.

tr COMPOSICION (%)/ FORMULA
(min) MOLECULAR

HO,
alcohol bencilico (12) 9.13 \—Q 3.20/C;HgO
terpinen-4-ol (13) 11.66 >7<:>7 2.54/C1yH150

a-cadineno (14) 16.24 2.16/Cy5Hy,

COMPUESTO ESTRUCTURA

5-MOP (9) 23.27 / N 1.98/C1,Hg0,

8-MOP (4) 23.46 3.54/C,Hg0,
\O O o]
ostol (2) 24.18 21.69/Cy5H1603
)\A
(o]
suberosina (3) 24.84 10.65/C15H1604
X
J
o o o
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Figura 16. Cromatograma del aceite esencial de A. tolucensis obtenido por cromatografia

de gases.
4.4 CRITERIOS DE CALIDAD

Los criterios de calidad que se aplican a las drogas crudas involucran los ensayos de
identidad, pureza y composicion (FHEUM, 2001; WHO, 1998).

4.4.1 ENSAYOS DE IDENTIDAD Y COMPOSICION

Los ensayos de identidad permiten la identificacion oficial de las drogas crudas.
Cuando se conoce la composicién quimica de las drogas es posible establecer su (s)
compuesto (s) marcador (es) y perfil (es) cromatografico (s), que a menudo constituyen las
pruebas de identidad mas utilizadas. Los compuestos marcadores son sustancias
qguimicamente definidas o grupos de sustancias de utilidad analitica, aunque idealmente
deberian de constituir a los principios activos. Otras pruebas de identidad importantes son
las boténicas, tanto macroscopicas como microscopicas. Estas Ultimas son importantes

cuando las drogas crudas se expenden en mezclas.
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En el presente trabajo se establecieron los perfiles cromatograficos por CLAE de un
extracto integro provenientes de dos recolectas de la planta.

El perfil de los extractos organicos, asi como, del extracto enriquecido con los
compuestos 1, 2, 4y 9 se indica en la Figura 17 y se obtuvo por ensayo Yy error. Desde el
punto de vista analitico, este perfil tiene las ventajas siguientes: el tiempo de corrida es
corto y las fases utilizadas, (estacionaria y movil), son econdmicas. Este analisis permitid
establecer que la isoimperatorina (1), el ostol (2), el 8-MOP (4) y el 5-MOP (9) constituyen
los compuestos marcadores para la identificacion de la especie A. tolucensis (Cuadro 14).

4.50 7 9
4.00 r ‘
3.50 1
3.00

2.50

AU

2.00

1.50

1.00

0.50 7

000 400 800 1200 1600 2000 2400 2800
. Minutos
— Extracto organico, Lote 1, 0.1 mg/50 uL

Extracto organico, Lote 2, 0.1 mg/50 pL

Extracto enriquecido con 0.1 mg/50 uL de los compuestos 1, 2, 4y 9
Figura 17. Cromatograma de los extractos organicos de A. tolucensis (lote 1 y 2) obtenido
por CLAE. Fase movil: sistema isocratico ternario constituido por hexano-CH,Cl,-AcOEt
(80:7:13), velocidad de flujo 0.6 mL/min. Fase estacionaria: columna Nova-Pak® Silica
(Waters, tamafio de particula de 6 um), de 3.9 mm de didmetro interno y 300 mm de

longitud.
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Cuadro 14. Compuestos identificados en los extractos organicos de A. tolucensis (lote 1y
2) por CLAE.

tr COMPOSICION (%) tr COMPOSICION (%)

COMPUESTO (min) Lote 1 (min) Lote 2
isoimperatorina (1) 6.78 6.81 6.56 8.57
ostol (2) 9.14 6.17 9.05 10.93
5-MOP (9) 11.01 27.79 10.88 19.13
8-MOP (4) 13.02 33.02 12.63 27.40

4.4.1.1 ENSAYOS DE COMPOSICION

Los ensayos de composicion permiten determinar cuantitativamente el contenido de
principios activos y/o marcadores. Este parametro resulta fundamental no sélo para la
calidad de las drogas crudas, sino también para la elaboracion de preparados
estandarizados. En el presente estudio se desarroll6 un método por CLAE, tomando como
base los perfiles establecidos durante el desarrollo de las pruebas de identidad.

Una vez desarrollado el método de analisis, de manera general, para la valoracion
cuantitativa de una sustancia o un grupo de sustancias mediante CLAE, es necesario, en
primer lugar, determinar el area bajo la curva (ABC) de los picos generados por una serie
de soluciones de concentraciones conocidas del analito, en este caso de las cumarinas
isoimperatorina (1), ostol (2), 8-MOP (4) y 5-MOP (9), que al ser los principios activos de
la planta son los marcadores adecuados. Los resultados derivados de esta determinacion
permiten la construccion de las curvas de calibracién, que seran de utilidad para determinar
la concentracion de la muestra (s) objeto (s) de anélisis. Si el método de deteccion de los
componentes seleccionados presentes en el extracto implica la espectroscopia UV, es
necesario establecer sus maximos de absorcion a una longitud de onda determinada,
mismos que deben ser especificos para los analitos elegidos.

Una vez establecido el procedimiento para cuantificar los principios activos, el
método debe de ser validado. Las caracteristicas tipicas de la validacion son: linealidad,

precision, exactitud y especificidad.
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4.4.2 VALIDACION DEL METODO

4.4.2.1 SELECTIVIDAD

La selectividad del método propuesto se demostré mediante la obtencién de los
espectros de absorcion al UV-Visible del extracto organico de la especie A. tolucensis y del
extracto enriquecido con los compuestos de interés. Los resultados se ilustran en las

Figuras 18 y 19.
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Figura 18. Espectros UV obtenidos a partir del extracto organico de A. tolucensis.
Detector: PDA 996. Fase movil: Hex-CH,Cl,-AcOEt (80:7:13). Tiempos de retencion,
Amax: (—) 6.968 min, 249.8 nm (1), (—) 9.344 min, 256.9 nm (2), (—) 11.616 min, 248.7
nm (9) y () 13.510 min, 249.8 nm (4).

Como se puede observar en la Figura 19, la adicion de 0.01 mg de los analitos 1, 2,

4y 9 a una muestra que contenia 0.1 mg del extracto organico, produjo un incremento de la

absorbancia sin modificar los maximos de absorcion. Estos resultados nos indican que el
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incremento de la respuesta se debe Unicamente a la presencia de las cumarinas 1, 2, 4 y 9.

Por lo tanto el método es selectivo.
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Figura 19. Espectros UV del extracto organico enriquecido de A. tolucensis. Detector:
PDA 996. Fase mdvil: Hex-CH,Cl,-AcOEt (80:7:13). Tiempos de retencion, Amax: (—)
6.968 min, 249.8 nm (1), (—) 9.344 min, 256.9 nm (2), (—) 11.616 min, 248.7 nm (9) y

() 13.510 min, 249.8 nm (4).
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4.4.2.2 LINEALIDAD Y EXACTITUD

La linealidad del sistema se determind construyendo cuatro curvas de calibracion,
una para cada compuesto, en un rango de concentraciones entre 0.002 a 0.2 pg/uL, de
acuerdo a las normas establecidas en las guias de la SFSTP e ICH, es decir, considerando la
relacion entre la respuesta y la concentracion del analito en la muestra (Hubert et al., 1999;
ICHQ2A, 1998; ICHQ2B, 1998).

Los compuestos utilizados como estandares durante el desarrollo del método
analitico fueron previamente aislados de la misma especie y tienen una pureza del 99 %, de
acuerdo a los anélisis espectroscopicos realizados. Los resultados de las curvas de
calibracién se resumen en el Cuadro 15. El ajuste de los datos experimentales se realizo
mediante una regresion lineal simple. El calculo de los coeficientes de regresion se realizo

mediante el programa SigmaStat.

Cuadro 15. Andlisis de varianza de las curvas de calibracion de las cumarinas 1, 2, 4y 9.

ECUACION DE LA

COMPUESTO REGRESION LINEAL R’ F
isoimperatorina (1) AlB:;Z: 4111%;863?(’)?( * 1 10336.551
ostol (2) A'iggzllgfgg%;gf * 1 11537.737
8-MOP (4) A51§53§§98§‘$.91'?ff ¥ 0.098 2573.820
5-MOP (9) ABC = -245015.251 + 0.999 3639.282

152849796.643x
F (00s.1.4) = 224.583. En todos los casos n=6

Para evaluar si las ecuaciones anteriores describen adecuadamente la relacion entre
las dos variables (concentracion y absorbancia) y, si se pueden utilizar como lineas de
prediccion y estimacion, se realizé un analisis de varianza de la regresion lineal para cada
curva. Como se desprende de los resultados indicados en el Cuadro 15, el parametro F
(estadistico de Fischer), calculado para cada regresion, supera su valor critico

(F (0.05.1,4= 224.583), por lo tanto, la variacion en la respuesta se encuentra explicada por
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los modelos propuestos. Posteriormente, las pruebas de hipotesis relativas a los coeficientes
de regresion demostraron que las pendientes de las rectas de las regresiones obtenidas son
diferentes a cero y las ordenadas al origen tienen los siguientes valores: 41378.633 (1),
126389.712 (2), 658409.435 (4), -245015.251 (9).

Finalmente, los coeficientes de determinacién (R?) calculados para los compuestos
1, 2, 4y 9 (Cuadro 15) indican que los datos de la variable Y (ABC) correlacionan en un
100, 100, 99.8 y 99.9 %, respectivamente, con los valores de la variable aleatoria X
(concentracion). Con base en las evidencias presentadas anteriormente, se establece que el
metodo analitico propuesto es lineal en el intervalo de concentraciones establecido.

La exactitud del método analitico, es decir la correspondencia entre el valor de
concentracion obtenido experimentalmente y el de referencia, se evalué determinando el
recobro absoluto de los analitos 1, 2, 4 y 9 incorporados al extracto a tres concentraciones
diferentes (0.04, 0.032 y 0.024 pg/uL), en experimentos independientes. El recobro del
analito se calcula intrapolando la absorbancia de las muestras enriquecidas en las curvas de
calibracién construidas con los estandares seleccionados para determinar la linealidad del
sistema. A continuacién, se comparan los valores de concentracién calculados a partir de
las curvas con los valores agregados. Por ultimo, se realiza un analisis de regresion lineal
con las concentraciones de recobro para corroborar que la pendiente sea igual a 1 y el
intercepto cero con un nivel de confianza minimo del 95 % (Gréfica 8). Los resultados de
este analisis se resumen en el Cuadro 16. De estos resultados se infiere que el método

analitico es exacto.
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Concentracién encontrada (ug/uL)

T T T T T 1
-0.01 0.00 0.01 0.02 0.03 0.04 0.05

concentracién agregada (pg/plL)

Graéfica 8. Curva de linealidad y exactitud por recobro.

Cuadro 16. Recobro de las muestras estandar durante la determinacién de la linealidad y

exactitud del método analitico.

Concentracion Concentracion de analito obtenida por recobro (ug/uL)
de analito

adicionadaala | jsoimperatorina (1) ostol (2) 5-MOP (9) 8-MOP (4)

matriz (ug/uL)
0.040 0.040 0.041 0.040 0.040
0.040 0.040 0.040 0.040 0.040
0.040 0.040 0.040 0.039 0.040
0.032 0.032 0.032 0.032 0.032
0.032 0.032 0.032 0.032 0.032
0.032 0.032 0.032 0.032 0.032
0.024 0.024 0.024 0.024 0.024
0.024 0.024 0.024 0.024 0.024
0.024 0.024 0.024 0.024 0.024
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Linear Regression

Data source: Data 1 in Notebook?2

ABC =-0.00000336 + 1.001 x

N =48.000

R =1.000 Rsqr=1.000  Adj Rsqr = 1.000

Standard Error of Estimate = 0.000

Coefficient Std. Error t P Std. Coeff.
Constant  -0.00000336 0.0000446 -0.0755 0.940
Col1 1.001 0.00158 635.307 <0.001 1.000
Analysis of Variance:

DF SS MS F P

Regression 1 0.0108 0.0108 403614.918 <0.001
Residual 46 0.00000123 0.0000000267
Total 47 0.0108 0.000229

PRESS = 0.00000134
Durbin-Watson Statistic = 2.347 Passed
Normality Test: Failed (P =<0.001)

Constant Variance Test: Failed (P =<0.001)

4.4.2.3 PRECISION

La precision se define como el grado de concordancia entre los resultados analiticos
individuales y usualmente se expresa en términos de desviacidn estandar relativa (DER) o
coeficiente de variacion (CV). La precision se mide por el grado de reproducibilidad y/o
repeticion (repetibilidad) del método analitico bajo condiciones normales de analisis. De
acuerdo a los resultados indicados en el Cuadro 17, el método analitico es preciso (CV < 3
%), ya que los valores de CV (%), tanto entre analistas como entre dias de analisis, no
presentaron una variacion significativa.

Una vez demostrada la validez del método analitico, se procedié a cuantificar el
contenido de isoimperatorina (1), ostol (2), 8-MOP (4) y 5-MOP (9) presentes en dos lotes

diferentes de material vegetal. Los resultados obtenidos se indican en la Cuadro 18.
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Cuadro 17. Valores de precision del sistema.

Coeficiente de variacion (%o)

COMPUESTO 12 1 1P
isoimperatorina (1) 2.9 2.4 2.6
ostol (2) 2.7 3.0 2.9
5-MOP (9) 3.0 2.9 2.5
8-MOP (4) 2.7 2.3 2.7

12 dia uno, analista uno; 11? dia uno, analista dos; I° dia dos, analista uno

Cuadro 18. Cuantificacion de las cumarinas 1, 2, 4 y 9 por CLAE en los extractos

organicos (lote 1y 2) de A. tolucensis.

CANTIDAD DE ANALITO

COMPUESTO Lote 1 Lote 2
Hg % Hg %
isoimperatorina (1) 0.04 4.1 0.07 6.9
ostol (2) 0.13 12.9 0.30 30.1
5-MOP (9) 0.22 22.1 0.20 20.3
8-MOP (4) 0.17 16.7 0.15 15.3

4.5 RESULTADOS ADICIONALES

45.1 EFECTO DE LOS PRODUCTOS NATURALES SOBRE LA ENZIMA PDE1
DEPENDIENTE DE CALMODULINA (CaM)

En la presente investigacion no se evalu6 el efecto antiespasmoédico, ni
antimicrobiano de los productos aislados, debido a que estas propiedades se encuentran
bien documentadas en la literatura especializada para las cumarinas mayoritarias obtenidas
en este estudio (Hoult y Paya, 1996; Ojala et al., 2000; Estevez-Braun y Gonzéalez, 2002;
De Souza et al., 2005). En particular, los estudios sobre el ostol (2) son bastante extensos.
De tal forma que este compuesto provoca la relajacion del masculo liso gastrointestinal y
de las vias respiratorias (Teng et al., 1994; Chen et al., 2000; Li et al., 1993; Ko et al.,
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1992; Rizvi et al., 1979). De manera adicional, los posibles blancos de accién del efecto
antiespasmadico de algunos de estos productos han sido analizados. Asi, estudios
reportados en la literatura sobre el 5-MOP (9), el ostol (2), la umbeliferona (7), la
herniarina (5) y la escopoletina (11) permitieron evidenciar su efecto antagdnico sobre las
contracciones de la musculatura lisa gastrointestinal provocadas por acetilcolina, histamina,
cloruro de bario y KCI (Spiller, 2002). Estos resultados concuerdan con los obtenidos en la
presente investigacion para el extracto y aceite esencial de A. tolucensis. Finalmente, cabe
sefialar que el ostol (2) inhibe a las fosfodiesterasas del AMPc y GMPc en traquea (Teng et
al., 1994).

Entonces, con la finalidad de incrementar el conocimiento sobre el mecanismo
relajante de la musculatura lisa de estos productos, se investigd su efecto sobre la
calmodulina (CaM), proteina que juega un papel muy importante en la fase inicial de la
contraccion del musculo liso y en la transduccion de sefiales reguladas por calcio a nivel
celular. Cuando se incrementan los niveles intracelulares de este ion, se forma el complejo
Ca®*-CaM, el cual activa a la proteina cinasa de la cadena ligera de la miosina dependiente
de CaM (MLCK) promoviendo asi la fosforilacion de la serina 19 de las cadenas ligeras
regulatorias de miosina (RMLC). Esta fosforilacion provoca la interaccion de la actina y la
miosina, estimula la actividad de la ATPasa e induce la formacion de enlaces (0 puentes)
cruzados entre la miosina y la actina (Voet et al., 2002; Woodrum y Brophy, 2001),
promoviéndose asi la contraccion del masculo liso. La relajacion del masculo liso ocurre
cuando se elimina el estimulo contractil o por accion directa de una sustancia que estimula
la inhibicion del mecanismo contréctil (Figura 20); en cualquiera de estos casos, el proceso
de relajacion requiere de la disminucién de la [Ca®*]; y el incremento de la actividad de la
fosfatasa de la cadena ligera de la miosina (MLCP) (Webb, 2003).
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Figura 20. Mecanismo de relajacién del mdsculo liso visceral.

Los agentes relajantes de la musculatura lisa del tracto gastrointestinal actGan
promoviendo la formacion de AMPc y/o GMPc, mediante la estimulacion de receptores f3-
adrenérgicos y/o de la enzima guanilato ciclasa soluble (GCs), respectivamente, lo que trae
como consecuencia la activacién de la proteina cinasa dependiente de AMPc (PKA) y/o de
la proteina cinasa dependiente de GMPc (PKG). Ambas enzimas inducen la relajacion del
masculo liso debido, en primer lugar, a un decremento en la afinidad de union de la MLCK
por el complejo Ca**-CaM, probablemente por la activacién de la MLCP (Katzung, 1992,
2002; Carvajal et al., 2000) y, en segundo lugar, por la disminucién en la [Ca®*]; mediante

cualquiera de los siguientes mecanismos (Lucas et al., 2000; Makhlouf y Murphy, 1997):

a) Disminucion de la formacién de Ca** por inhibicién de la formacién de IP; y la
liberacion de Ca®* del REL dependiente de IP.
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b) Reduccién del flujo de Ca®* por inhibicion de canales de Ca®* voltaje-
dependientes tipo L, dafiando directamente la actividad del canal, o
indirectamente, por estimulacion de los canales de K*. Asi, la membrana se
hiperpolariza y los canales de Ca* se inactivan.

c) Incremento en el flujo de Ca** por activacién de dos canales iénicos: la bomba
Ca®*-ATPasa y el intercambiador Na**/Ca**.

d) Incremento en la captacién de los iones Ca®* en el REL, via la activacion de la

bomba ATPasa (mecanismo regulado Unicamente por la PKG).

Alternativamente, un mecanismo que involucra al neurotransmisor 0xido nitrico
(NO) ha sido estudiado por numerosos investigadores (Wendehenne et al., 2001; Kurjak et
al., 2001; Lecci et al., 2002). EI NO participa en la relajacion no adrenérgina-no colinérgica
(NANC) del musculo liso visceral actuando directamente sobre las células del masculo liso,
0 indirectamente, modulando los reflejos neuronales, por ejemplo, regulando
selectivamente la liberacion de neurotransmisores de las terminales nerviosas. EI NO
generado en las neuronas del sistema entérico, se difunde rapidamente a través de las
membranas de las células blanco, donde se une al grupo hemo de la enzima GCs e induce
un cambio conformacional que activa a la enzima para promover la sintesis del segundo
mensajero GMPc. EI GMPc produce relajacion muscular mediante la activacion de una
MLCP dependiente de GMPc. Esta enzima desfosforila a la RMLC la cual pierde su
actividad ATPasa y, en consecuencia, la formacion del complejo actina-miosina
indispensable para la contraccion muscular (Wendehenne et al., 2001; Holzer et al., 1997;
Olgart et al., 1997; Figura 21).
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Figura 21. Relajacion NANC del masculo liso visceral.

Para determinar el efecto de las cumarinas sobre la CaM se utilizd un ensayo
espectrofotocolorimétrico utilizando como enzima monitora la fosfodiesterasa dependiente
de CaM (PDEZ1). Esta enzima se utiliza comunmente para detectar nuevos inhibidores de la
CaM y en general, para demostrar la actividad de la CaM en estudios bioquimicos (Sharma
y Wang, 1979; Leung et al., 1984; Sharma, 1997).

El método espectrofotocolorimétrico utilizado para determinar la actividad
enzimatica de la PDE1 se basa en la cuantificacion del fosforo inorgénico generado a partir
de la hidrdlisis de AMPc en presencia de la 5’-nucleotidasa de Crotalus atrox (Figura 22).
La cantidad de fosforo cuantificado correlaciona directamente con la actividad del

complejo CaM-PDE1 formado.
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Figura 22. Hidrdlisis enzimatica del AMPc.

Los resultados de las determinaciones (Grafica 9) indican que las cumarinas ostol
(2) y umbeliferona (7) inhiben la actividad del complejo CaM-PDE1 de manera
dependiente de la concentracion. La umbeliferona (7) present6 la mayor actividad y, a la
concentracion de 32 nM, inhibid en un cien por ciento la actividad del complejo. Como se
aprecia también en la Gréfica 9, el efecto de esta cumarina fue mayor que el de la
clorpromazina, conocido inhibidor de la CaM empleado como control positivo (Ovadi,
1989; Hook y Means, 2001; Cantabrana et al., 1995). El ostol (2) también inhibid
significativamente la actividad enzimética de la PDE1 dependiente de la CaM. Estos
resultados indican entonces que la CaM podria constituir un blanco de accién en la

relajacion de la musculatura lisa provocada por estas cumarinas.
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Gréfica 9. Efecto de los compuestos 2 (e) y 7 (V) sobre la actividad enzimatica del
complejo CaM-PDEL1.
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V. CONCLUSIONES

5.1 El estudio quimico del extracto organico obtenido a partir de las partes aéreas de la
especie A. tolucensis permitid el aislamiento de once metabolitos secundarios
pertenecientes a la categoria de las cumarinas. Las estructuras moleculares de estos
compuestos corresponden a la isoimperatorina (1), el ostol (2), la suberosina (3), el 8-
MOP (4), la herniarina (5), la escoparona (6), la umbeliferona (7), la
dihidrooxipeucedanina (8), el 5-MOP (9), la 7-metoxi-6-hidroxi cumarina (10) y la 6-
metoxi-7-hidroxi cumarina (11). En todos los casos, las estructuras se establecieron con

base en evidencias de tipo espectroscopicas y espectrométricas.

5.2 El analisis del aceite esencial de la planta, mediante la aplicacion de la técnica de
cromatografia de gases acoplada a la espectrometria de masas, revel6 que la suberosina
(3) y el ostol (2) son sus constituyentes mayoritarios. Otros componentes caracterizados

en la esencia son el alcohol bencilico (12), el terpinen-4-ol (13) y el a-cadineno (14).

5.3 El aceite esencial y el extracto organico de la planta presentaron accién
antimicrobiana y antiespasmadica. Asi, el extracto organico inhibe significativamente el
crecimiento de las bacterias Gram positivas Staphylococcus aureus y Bacillus subtilis,
en tanto que el aceite esencial, el de las bacterias Gram positivas y Gram negativas
Salmonella typhi, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa. Las propiedades
antiespasmadicas quedaron de manifiesto al comprobarse que los preparados de la
planta inhiben las contracciones espontaneas e inducidas (acetilcolina, histamina,
serotonina y BaCl,) en ileon de cobayo. Estas propiedades pueden estar asociadas a los
usos medicinales que se le atribuyen a las especies del género Arracacia en México para
el tratamiento de padecimientos gastrointestinales e indudablemente constituyen
pardmetros de la eficacia de la planta.

5.4 La inocuidad del extracto organico de A. tolucensis se demostrd0 de manera
preliminar mediante la evaluacion de la toxicidad aguda en ratones de acuerdo al
metodo de Lorke. El valor de DLs, de 2852 mg/Kg calculado permite clasificar a la
planta como poco tdxica para animales de experimentacion. De manera adicional, los
resultados obtenidos en la prueba de Ames indican que el extracto no es mutagénico ya

gue no provoco la reversion de una mutacién puntual en varias cepas de S. typhimurium.
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5.5 Utilizando un ensayo espectrofotocolorimétrico para determinar la actividad
enzimatica de la PDEL basado en la cuantificacion del fosforo inorganico generado de
la hidrolisis de AMPc disefiado por Sharma y Wang. Se establecié que el ostol (2) y la
umbeliferona (7) interaccionan con el complejo CaM-PDEL. La interaccién de estas
cumarinas con la proteina calmodulina in vitro permite proponer que la proteina
constituye un blanco de accion a nivel molecular en el efecto relajante de la musculatura

lisa provocada por los dos productos naturales.

5.6 Se desarroll6 un método analitico por CLAE para cuantificar el contenido de las
cumarinas isoimperatorina (1), ostol (2), 8-MOP (4) y 5-MOP (9) en el extracto
organico de A. tolucensis. EI método se validdé de acuerdo a los criterios analiticos
convencionales y se comprobd que es selectivo, lineal, exacto y preciso en el rango de
concentraciones ensayadas. EI método desarrollado serd de utilidad para realizar las
pruebas de composicion e identidad de la especie, ya que las condiciones analiticas
utilizadas para el desarrollo de la prueba de composicion permitieron establecer, al

mismo tiempo, los perfiles cromatograficos para las pruebas de identidad.
5.7 La informacion cientifica generada a través de la presente investigacion aporta el

conocimiento para integrar una monografia de tipo OMS que indudablemente

contribuira al uso racional de A. tolucensis.
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V1. PERSPECTIVAS

6.1 Realizar la identificacion botanica microscépica de A. tolucensis var. multifida con
la finalidad de completar los ensayos de identidad de la droga cruda. En este sentido, el
equipo del Dr. Robert Bye en el Jardin Botanico de la UNAM tienen a su cargo esta

actividad.

6.2 Realizar los estudios fitoquimicos conducentes a explorar la composicion, eficacia,
identidad e inocuidad de la especie A. atropurpurea estrechamente relacionada desde el
punto de vista ethomédico con la especie A. tolucensis.

6.3 Realizar los estudios de toxicidad crénica de los preparados a base de A. tolucensis.

6.4 Establecer la naturaleza de la inhibicion del complejo CAM-PDEL provocada por

los compuestos 2y 7.
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1. ENSAYO DE MUTAGENICIDAD

- Sales de Vogel-Bonner (pH 7.4)

g
Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSQ, - 7H,0) 10
Acido citrico monohidratado 100
Fosfato de potasio dibasico anhidro (K,HPO,) 500
Fosfato de sodio y amonio NaHNH, (PO, - 4 H,0) 175
Agua destilada 670
- Agar Vogel-Bonner
A. Medio minimo de glucosa
g
Agar 15
Glucosa 20
Agua destilada 800
B. Medio de sales VVogel-Bonner
g
Sales de VVogel-Bonner 20 mL
Agua destilada 180 mL

- Esterilizar por calentamiento en autoclave los medios A 'y B a 121 °C durante 15
minutos. Posteriormente, mezclar ambos medios y vertir 25 mL de este medio en cada
caja de Petri.
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- Buffer de Cloruros

g
Cloruro de potasio 123 g
Cloruro de magnesio 814 g
Agua destilada 500 mL

- Esterilizar por filtracion utilizando membranas marca Acrodisc® de 0.45 pm.
Conservar en refrigeracion a 4 °C.

- Buffer de fosfatos (pH 7.4)

g
Fosfato de sodio dibasico (NaH,PO, - H,0) 276 ¢
Fosfato de sodio monobasico (Na;HPO,) 28.4 ¢
Agua destilada 500 mL

- Esterilizar por calentamiento en autoclave a 121 °C y 21 Ib/cm?, durante 15 minutos.
Conservar en refrigeracion a 4 °C.
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1. CURVAS DE ANTIBIOTICOS
A) Gram positivas

- Organismo de prueba: S. aureus, antibidtico: amikacina

Concentracion Zona de inzr:)irt])?c(ijc’?n ir%i?ig?c(ijgn Area
de antibidtico LogC inhibicion . . 9
(mm) estadndar corregida (mm)
(ng) (mm) (mm)

0.10 -1.00 9.33 15.83 9.04 2.31

0.25 -0.60 13.17 15.67 13.04 12.40

0.75 -0.12 18.00 15.50 18.04 36.25

1.00 0.00 19.83 15.17 20.21 50.47
promedio: 15.54 CClI (ug) 0.11

Concentracion Critica Inhibitoria
0.0 : : : ; - ‘
10 20 30 . 40..-7 50 60

_03 i
O y =0.0204x - 0.948
> .06 . R? =0.9492
o .
-

09 .

*
_12 i
Area (mm?)
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- Organismo de prueba: B. subtilis, antibidtico: vancomicina

Concentracion Zona de inzr:)irt])?c(ijc’?n ir%i?ig?c(ijgn Area
de antibidtico Log C inhibicion . . 2
(mm) estandar corregida (mm)
0.10 -1.00 12.83 17.83 12.63 10.97
0.25 -0.60 15.50 17.83 15.29 21.58
0.75 -0.12 19.50 17.33 19.79 47.55
1.00 0.00 21.33 17.50 21.46 59.74
promedio: 17.63 CClI (ug) 0.07

Concentracion Critica Inhibitoria

0.0 ; ; ; ; ‘ = . ‘
10 20 30 40 o 50--77 60 70

-0.3 1
O . y =0.02x - 1.1294
o -06 1 . PR R? =0.9615
(@) L
-

-0.9 |

*
-1.2 4
Area (mm?)
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B)

Gram negativas

- Organismo de prueba: P. aeruginosa, antibidtico: gentamicina

Concentracion

Zona de Zona de Zona de

de antibiotico = LogC | inhibicion | 'mhibicion | inhibicion 1 Area
(mm) estandar corregida (mm)
(ng) (mm) (mm)
0.10 -1.00 6.00 13.33 5.75 0.02
0.50 -0.30 11.50 13.50 11.08 6.46
1.00 0.00 14.67 12.67 15.08 20.63
1.50 0.18 17.17 12.83 17.42 32.59
promedio: 13.08 CClI (ug) 0.17
Concentracioén Critica Inhibitoria
0.5 -
0.0 ‘ ‘ >~ ‘ ‘ \
5 10 15__‘__,--—'20"' 25 30 35
0 .
g 051 y =0.0322x - 0.7619
- R? =0.8227
-1.0 ¢
-1.54
Area (mm?)
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- Organismo de prueba: E. coli, antibiotico: gentamicina

Concentracion Zona de inzr:)irt])?c(ijc’?n ir%i?ig?c(ijgn Area
de antibidtico LogC inhibicion . . 9
(mm) estandar corregida (mm)
(ng) (mm) (mm)
0.05 -1.30 6.00 20.00 5.88 0.00
0.10 -1.00 17.17 20.17 16.88 29.57
0.50 -0.30 23.17 19.83 23.21 74.03
0.75 -0.12 23.50 19.50 23.88 79.88
promedio: 19.88 CClI (ug) 0.04
Concentracién Critica Inhibitoria
0.0 . . . . . . . . :
10 20 30 40 50 60 70,80 90
05 e ”
o4 .
o e
o .15 ] y =0.0146x - 1.3535
3 R? =0.9856
-2.0 4
-2.5 4
-3.0-

Area (mm?)
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- Organismo de prueba: S. typhi, antibi6tico: ciprofloxacina

Concentracion Zona de inzr:)irt])?c(ijc’?n ir%i?ig?c(ijgn Area
de antibidtico LogC inhibicion . . 9
(mm) estandar corregida (mm)
(ng) (mm) (mm)

0.010 -2.00 11.33 17.83 12.25 9.77
0.025 -1.60 17.00 19.33 16.42 27.13
0.075 -1.12 22.83 19.00 22.58 68.75
0.100 -1.00 25.50 18.83 25.42 94.25
promedio: 18.75 CClI (ug) 0.01

Concentracion Critica Inhibitoria

0.0

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
-0.5 4

-10 | e %

. et e

Log C

-2.0 4--- .

y =0.0116x - 2.0112
-2.5 4 R? =0.9463

-3.0-

Area (mm?)
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