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RESUMEN

En el presente trabagjo se estudio el efecto de los extractos acuoso y organico,
obtenidos de las hojas de Magnolia grandiflora, sobre la presién arteria de ratas normo e
hipertensas por coartacion de la aorta, asi como también la identificacion de los principios

activos presentes en los extractos antes mencionados.

Por medio de una extraccién continua se obtuvieron los extractos acuoso y organico
de las hojas de Magnolia grandiflora. Se llevaron a cabo andlisis a la gota, estudio de
espectroscopia de infrarrojo y de ultravioleta visible, cromatografia de capa fina y de

liquidos de altaresolucién, paraidentificar compuestos activos en |os extractos.

El andlisis a la gota y la cromatografia en capa fina con reveladores quimicos
selectivos demostré la presencia de grupos amino, cetonas, acoholes, grupos
heterociclicos, esteroides, flavonoides, catequinas, amidas, xantinas, cafeina, iminas y
purinas, entre otros. En el espectro de infrarrojo se evidenciaron bandas caracteristicas de
los grupos hidroxilo, carbonilo, imina, amina, éter y arométicos. A través de la
cromatografia de liquidos de ata resolucion, fue posible establecer que el extracto
analizado contiene cafeina y tiramina, segiin comparacién con los tiempos de retencion de

los esténdares correspondientes a cafeinay tiramina.

Se empleo la transformada de Fourier para la obtencion de interferogramas
satisfactorios y en consecuencia de espectros satisfactorios. Permaneciendo constantes la
velocidad del espejo movil, la verticalidad del espejo respecto a la trayectoria del haz a lo
largo de todo d recorrido de 10 cm o més. La ventga de ésta es su dptica la cua hizo

posible lallegadaa detector de unaradiacién de mayor potencia

Los extractos se administron via intravenosa a ratas normo e hipertensas por
coartacion adrtica, previamente anestesiadas con pentobarbital sodico. Se registré lapresion
arterial de las mismas con un poligrafo Grass 7D (Grass Instruments Co., Quincy Mass,

USA). La administracion del extracto crudo en ratas normo e hipertensas produjo una



disminucién en la presién arterid que fue de magnitud semejante en ambos grupos
experimentales. Con € extracto acuoso fraccion | y con el extracto organico, se observo

aumento en la presion arterid.

La disminucion marcada de la presion arterial en ratas normo o hipertensas con la
administracion del extracto crudo, es debida posiblemente, a vulgarenol y 2-p-hidroxifenil-
2-hidroxi-etilamina, magnograndidlido, entre otros, presentes en dicho extracto, dado el
efecto vasodilatador que poseen.

El aumento de la presiéon arterial con la administracion del extracto organico en
ratas normotensas e hipertensas, es debida ala presenciade latiraminay cafeina, las cuaes

producen vasoconstriccion.



INTRODUCCION

La hipertension arterial es la enfermedad cronica esencia de mayor prevalencia
mundial. En México en el afio 2000, la prevalencia informada de la hipertension arterial
sistémica (HTAS), entre los 20 y 69 afios, fue del 30.05%, es decir, mas de 15 millones de
mexicanos, en dicho grupo de edad. Los estados del norte de la republica, acanzaron cifras
de prevaencia alin mayores. Lamentablemente, el 61% de los hipertensos detectados en la
encuesta naciona 2000(1), desconocian ser portadores del mal. El costo de su atencion en
términos econdémicos es multimillonario, y en genera, a tratarse de un padecimiento no
curable, sino Unicamente controlable, requieren generalmente de atencion médica y
tratami ento farmacoldgico de por vida (2).

Durante mucho tiempo los remedios naturales y sobre todo |as plantas medicinales,
fueron el principal e incluso el Unico recurso de que disponian las personas que las
empleaban con fines curativos, esto hizo que se profundizara en el conocimiento de las
especies vegetaes que poseen propiedades medicinales, ampliando sus experiencias en el
manejo de los productos que de ellas se extraen (3).

Muchas de las especies vegetales utilizadas entre los antiguos egipcios, griegos y
romanos pasaron a formar parte de la farmacopea medieval, que mas tarde se vio
enriquecida por el gporte de los conocimientos del Nuevo Mundo. Dichas plantas
medicinales y |os remedios que entonces utilizaban se siguen empleando hoy en dia (3).

A principio del siglo XX, el desarrollo de la quimica y el descubrimiento de
complejos procesos de sintesis organica desembocaron en la puestaen marcha, por parte de
laindustria farmacéutica, de una nueva produccion de medicamentos. Para la fabricacion de
muchos de ellos utilizaron los principios activos de determinadas plantas medicinales,
creyendo que las acciones imputables a dichas sustancias, se incrementarian a poderse

realizar tergpias donde la cantidad de principio activo es superior a la que posee la planta

3).

En lo que respecta d estudio de las plantas cuyos principios activos actlian en el

sistema cardiovascul ar podemos citar varios g emplos:



A nivel de corazon

Cardiotonicas: Espino blanco (Crataegus oxyacantha), muérdago (Viscum
album), arnica (Arnica montana), fenogreco o aholva (Trigonella foenum-
graecu L.), gordolobo (Verbascum thapsus) (3).

Antiarritmicas: Espino blanco (Crataegus oxyacantha), olivo (Olea
europaea), muérdago (Viscum album), marrubio (Marrubium wvulgare),
fumaria (Fumaria officinalis), melisa (Melissa officinalis L.) (3).
Vasodilatadoras coronarias: Espino blanco (Crataegus oxyacantha), olivo
(Olea europaea), muérdago (Viscum album), &rnica (Arnica montana), go
(Allium sativum), capuchina (Tropaeolum majus), fumaria (Fumaria
officinalis), agrimonia (Agrimonia eupatoria), vincapervinca (Vinca minor),
tila (T. Grandifolia Ehr.), zanahoria (Daucus carota), levadura de cerveza

(Saccharomyces cerevisiae) (3).

A nivel de los vasos sanguineos:

Hipotensores: Espino blanco (Crataegus oxyacantha), olivo (Olea
europaea), muérdago (Viscum album), amnica (Arnica Montana), ajo (Allium
sativum), agrimonia (Agrimonia eupatoria), grosellero negro (Ribes
nigrum), achicoria (Cichorium intibus), fenogreco o alholva (Trigonella
foenum-graecu L.), hisopo (Hyssopus officinalis), bolsa de pastor (Capsella
bursa-pastoris), fumaria (Fumaria officinalis), tila (T. Grandifolia Ehr.),
vincapervinca (Vinca minor) (3).

Hipertensores. Romero (Rosmarinus officinalis), regaliz (Glycyrrhiza

glabra L.), tomillo (Thymus vulgaris), salvia hidrastis (Hydrastis canadensis
L.) (3).

Antiateromatosos. Alpiste (Pallaris canariensis), go (Allium sativum),
muérdago (Viscum album), ortiga verde (Urtica dioica L), dcachofera
(Cynara scolymus), castaiio de indias (Aesculus hippocastanum), ginseng
(Panax ginseng), harpagofito (Harpagophytum procumbensL.) (3).

Toénico venoso y capilares. Bolsa de pastor (Capsella bursa-pastoris),



rusco (Ruscus aculeatus), castafio de indias (Aesculus hippocastanum),
hidrastis (Hydrastis canadensis L.), hemamelis (Hamamelis virginiani L.),
gingko biloba (Ginko biloba), grosellero negro (Ribes nigrum), vara de oro
(Solidago virga-aurea L.) (3).

Tonicos cerebrales: Gingko biloba (Ginko biloba), vincapervinca (Vinca
minor), eleuterococo (Eleuterococcus senticosus), arnica (Arnica montana),
g o (Alliumsativum) (3).

Antihemorrégicos. Alfalfa (Medicago sativa), cola de cabalo (Equisetum
arvense L.), vincapervinca (Vinca minor), gingko biloba (Ginko biloba),
ortiga verde (Urtica dioica L.), hidrastis (Hydrastis canadensis L.), bolsa de
pastor (Capsella bursa-pastoris), hipérico (Hypericum perforatum), castafio
de indias (Aesculus hippocastanum), hamamelis (Hamamelis virginiani L.),

arandano o mirtillo (Vaccinium myrtillus) (3).



MARCO TEORICO

1. PRESION ARTERIAL

1.1 DEFINICION

La presion arterial sistémica (PA), se define como la fuerza que soporta cada
centimetro cuadrado de la pared arterial (presién = fuerza / &ea). Es un fendmeno
fisiologico que esta determinado primordiamente por el gasto cardiaco y las resistencias
cardiovasculares sistémicas (PA = GC x RVS), sus unidades de medida en € sistema CGS
es el bar (dyn/cm?), pero en la préctica, las presiones se miden en milimetros de mercurio
(mmHg) o en centimetros de agua (cmH,0). Es un fenébmeno de reciente adquisicion
filogenéticaque requiere de un control organico muy complejo (4).

El gasto cardiaco se define como la cantidad de sangre que expulsa el corazén en un
minuto y la resistencia cardiovascular sistémica como la dificultad que enfrenta el paso de

lasangre por los vasos arteriales (5).

1.2 CONTROL DE LA PRESION ARTERIAL

Existen varios factores que contribuyen, a diferentes niveles y tiempos, a la
regulacion de la presion arterial. Los mecanismos nerviosos, hormonales y hemodindmicos
interactian para lograr la regulacion eficiente de la presion arterial a reaccionar a
perturbaciones extrinsecas capaces de influir en lafuncién cardiovascular. Algunos de ellos
surgen en cuestion de segundos a minutos, en tanto que otros sistemas alcanzan su
actividad méxima solo después de horas o dias (6-8). Los mecanismos reguladores a muy
corto plazo (agudos) actlian modificando la resistencia vascular periférica, la capacitancia
cardiovascular y la funcion o rendimiento cardiaco. Los mecanismos que regulan la presion
arterial alargo plazo estén intimamente vinculados con la regulacion del balance de sodio y
el volumen del liquido extracelular (7, 9-11). Los excesos o déficit del volumen
extracelular guardan intima relacion con el volumen sanguineo y de este modo, son

detectados por otros mecanismos de receptores cardiovasculares. Las seflales son



transmitidas a los rifiones que incitan alteraciones de la excrecion de sodio y agua, asi como

de una correccion de los desequilibrios del volumen extracelular.

En lafigura 1 se esquematiza de manera general las interacciones de varios mecanismos
gue intervienen en laregulacion de lapresion arterial

A

Pérdidasinsendbles Excrecion
Dieta (pid,repsiracién, heces) por orina Barorreflejos arterid es
d
+ - - Reflgjos auriculares
Sigema de renina-angi otend ha-aldosterona
Catecolaminas suprarrenal es Sistemas
. >
Vasopresina neuro-
Equilibrio neto de sodio Peptido natriurético auricular humoraes
y liquidos Factores endoteliales
| (6xido nitrico, endoteling)
l l
Volumen sanguineo €4—» ECFV PRESION Autorregulacion Resistencia
ARTERIAL ¢ periféricatotal
Presion Retorno Gasto Frecuenciay
Circulatoria Venoso cardiaco contractibilidad cardiacas
media
Cegpacitancia <

cardiovascular

Figura 1. Mecanismos nerviosos, humorales y hemodinamicos que intervienen en la

regulacion de la presion arterial. Clave: ECFV = volumen extracelular (Tomado de Vari
RC, Navar LG).

Se ha documentado ampliamente que la presion arterial se controla en multiples

niveles. Folkow y colaboradores (12) delinearon los tres niveles de control de la presion:

1) Nivel local 2) Nivel sistémico 3) Nivel central




En e primer nivel se ubica la regulacion local. Aqui participan todos los lechos
vasculares que regulan autométicamente e flujo que necesitan bajo un proceso denominado
autorregulacion. Debido a que la presion arterial es directamente proporciona a flujo
sanguineo, el control de éste, constituye un mecanismo regulador de la presion arterial.
Existen dos teorias que tratan de explicar ésta regulacion: una de €llas es la teoria
miogénica, lacua establece que cuando la presion sube, |0s vasos sanguineos se distienden
y las fibras musculares lisas que los rodean se contraen. Esto se debe a la capacidad
intrinseca del musculo liso para mantener constante el flujo sanguineo. L ateoria metabdlica
propone que la regulacion se lleva a cabo, aumentando o disminuyendo las resistencias
vasculares locaes mediante la sintesis y liberacién de sustancias vasoactivas de tipo
dilatador o constrictor, esto en respuesta a los requerimientos metabdlicos de los tejidos. Es
decir, si el requerimiento es mayor, se llevard a cabo una vasorelgjacion que permite el
aumento del flujo plasmatico hacia el tejido. Los vasodilatadores que participan en la
regulacion del tono vascular son bradicinina (Bk), acetilcolina (ACh), adenosina (ADO),
prostaglandinas (PGl, y PGE;) y éxido nitrico (NO). Las sustancias vasoconstrictoras son
compuestos tan diversos como la serotonina, angiotensina ll (Angll), prostaglandinas (PGs)
como el tromboxano A, (TXA;) y los endoperdxidos (PGG;), noradrenaina (NA),
adrenalinay endotelinas (12).

El segundo nivel de modulacién de la presion arteria es el sistémico, regido por los
centros cardio y vasoactivo del bulbo raguideo. El bulbo raquideo recibe informacion
proveniente de la periferia, através de los receptores, y responde, segin el estimulo, con la
produccién de neurotransmisores que modulan las respuestas vasculares. Los
barorreceptores adrticos y carotideos constituyen €jemplos tipicos de receptores sensibles a
los cambios de presion. Cuando hay disminucién al estiramiento de l0s vasos sanguineos,
es0s receptores envian su mensgje a bulbo raguideo, que responde con una descarga brusca
de noradrenalina que, a través de los receptores (3; produce aumento de la frecuencia
cardiaca y de la fuerza de contraccion, 1o que restaura los valores normales de presion

arterial. Este es el mecanismo regulador que interviene més répidamente (12).



Uno de los 6rganos que tiene un papel fundamental en el control de la presion
arteria son los rifiones. Guyton y colaboradores han descrito que existen dos determinantes
de la presion arterial y son, por un lado, laingesta de sal y agua, y por otro, la capacidad
rena de eliminarlos. Ademas, los rifiones también contribuyen a control fisiolégico de la
presion arterial através del sistema renina-angiotensina-aldosterona (13).

Independientemente del control eercido por e sistema nervioso y/o por la
regulacién hormonal, los rifiones pueden ejercer un mecanismo de regulacion de la presion
arteria y del volumen sanguineo, que es muy efectivo. Esto se fundamenta en la presion de
diuresis, cuando la presion arterial sobrepasa los limites normales, la excrecion de liquidos
del rifidbn aumenta, y esto hace que disminuya el flujo circulante hasta que se alcancen los
valores normales de presion arteria. La regulacion se puede gjercer también en sentido
opuesto, es decir, cuando la presion arterial disminuye, los rifiones disminuyen su excrecion
urinaria y esto permite incrementar €l volumen circulante hasta alcanzar nuevamente los
valores normales de presion arterial. Este tipo de regulacién es muy potente y contribuye al
control de la presion arterial a largo plazo. La capacidad de regulacion de la presion
arteria, a través del balance hidrico por parte del rifion es tal, que se dice que tiene una
gananciainfinita.

El nivel central del control de la presion arterial esta situado en el hipotdlamo. La
regulacion que egjerce el hipotdlamo es mediada fundamental mente a través de la actividad
autondmica y enddcring, asi como a través de su interaccion con €l sistema limbico. La
informacion externa que genera en e individuo reacciones de excitacion, temor, colera,
etc., llega a la corteza cerebral a través de los sentidos, después a sistema limbico y
finalmente a hipotalamo, que promueve las respuestas mediadas por €l sistema autbnomo y
prepara d individuo para actuar. La estimulacion eléctrica de la porcidn posterolateral
produce respuestas mediadas por el sistema nervioso simpatico, tales como, aumento de la
presion arterial y de la frecuencia cardiaca, mientras que, la estimulacion del hipotdlamo

anterior induce una respuesta parasimpética (12).



1.2.1 MECANISMOSEN EL SISTEMA NERVIOSO SIMPATICO

Desde hace decenios se ha planteado la participacion capital del sistema nervioso
simpatico tanto en la regulacion de la presion arterial como en la fisiopatologia de la
hipertension (14-19). Los barorreceptores captan los cambios en la presion arteria y las
sefiales que llegan d nucleo del fasciculo solitario y a otros centros del tallo encefélico,
modifican rdpidamente el tono simpético que se manifiestaen el &rbol cardiovascular.

Los incrementos en la actividad simpatica influyen en el tono del misculo liso de
los vasos, en la frecuencia cardiaca, en la médula suprarrend (liberacion de adrendinag) y
en el rifion disminuyendo el flujo sanguineo y la excrecién de sodio (20,21). Ademas, los
receptores de volumen a baja presiéon en el sistema venoso captan cambios de distension y
[lenado de los vasos de capacitanciay modifican la actividad simpética y la excrecion renal
de aguay sodio (22).

Diversas investigaciones han indicado que |as perturbaciones de tipo central en los
mecanismos de control simpatico son capaces de conservar un impulso hiperactivo que
contribuye a mantener elevados los valores de presién arterial (16-19). Dicha capacidad del
sistema simpético y de los mecanismos adrenérgicos para causar efectos sostenidos de la
hipertension se debe en parte a las interacciones de otros mecanismos humorales

coexistentes y de sus efectos en los rifiones (20, 23-26).
1.3 METODOSPARA MEDIR LA PRESION ARTERIAL

Los métodos de medicion y monitoreo de la presion arterial han permitido realizar
numerosos estudios que indican la existencia de una fuerte relacion entre la elevacion de la
presion arterial (PA) y el incremento en la incidencia de la morbilidad y mortalidad por
enfermedades cardiovasculares. Para ello, existen métodos directos e indirectos (4).

1.3.1 METODOSDIRECTOS

Se caracterizan por la introduccion de un tubo de polietileno en la luz de un vaso

arterial, habitualmente en la arteria radial o branquial, el cual, se conecta a un transductor
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de presion que a través de una membrana atamente sensible a los cambios de presion
convierte la sefial mecanica en una eléctrica, enviandola aun sistema de amplificacion y de
registro (poligrafo) (4).

Puncion Arterial. Es la técnica més antigua y mas simple. Su uso es limitado, ya
gue por su carécter invasivo, requiere de restriccion de las actividades fisicas en el
momento del registro, produciendo ademés estrés y dafio alaarteria (4).

Cateterizacion Arterial. Después de la descripcion de Still y colaboradores de la
insercién arterial de una canula en animales grandes, Popovic y Popovic, mencionaron una
técnica de cateterizacion en la rata y en la ardilla; en la actuaidad se dispone de
modificaciones del procedimiento originad que permiten la insercion de un tubo de
polietileno dentro de la aorta a través de la arteria carGtida. Un avance en el procedimiento
se obtuvo con e uso del tubo de Silastic y la exteriorizacion de la canula para la conexién
de ésta aun transductor hidroneumético en el animal. Weekas y Jones insertaron el catéter a
través de una aguja hipodérmica y usaron un catéter largo de polietileno para un mejor
registro de la presion arterial. Muller y Mannesmann desarrollaron un método para medir
simultaneamente el gasto cardiaco, la frecuencia cardiacay la presion arterid. El catéter es
conectado aun transductor y los registros se realizan utilizando un poligrafo. El cateterismo
arterial se usa con éxito en humanos inconscientes, después de haber demostrado su
eficiencia en los modelos experimentales con animales. La medicién intraarterial de la PA

se considera que es el método mas exacto de registro de la presion sanguinea (4).
1.3.2 METODOSINDIRECTOS

Todos los métodos indirectos usan un aparato que produce oclusion sobre una
arteria (brazaete de Riva Rocci) y un equipo para la estimacion de la PA (Ej. mandmetro

de mercurio). El principio estriba en determinar |a presion que debe aplicarse a una arteria

para hacer desaparecer el pulso mas alla de la zonade la aplicacion de la compresion (4).
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2 HIPERTENSION ARTERIAL

2.1 DEFINICION

La hipertension arterial sistémica se puede definir como la elevacion de las cifras de
presion sistdlica, diastdlica y/o mediaen el circuito mayor en forma sostenida, teniendo en
cuenta el género, edad, raza, actividad y estado fisico. Cuando la causa de esta enfermedad
es desconocida se conoce como hipertension arterial esencial o primaria, mientras que la
hipertension debida a factores tales como enfermedad renal, dteraciones enddcrinas,
defectos enzimaticos, trastornos neurolégicos, coartacion adrtica, entre otros, se considera
como hipertension arterial secundaria (27).

Cuanto més se incremente el nivel de la presion arteria, mayor seré el riesgo de una
enfermedad cardiovascular a largo plazo. El riesgo de enfermedad coronaria y vascular
cerebral es dos veces mayor en adultos con una presion diastolica (PAD) arriba de 90
mmHg, en relacion alos que tienen una presion diastolicamenor de 80 mmHg (27).

La definicion de la hipertensién generalmente se basa en la PAD, pero la presencia
de elevaciones aisladas de la presion arteria sistolica (PAS) por encima de 160 mmHg,
observada sobre todo en pacientes mayores de 65 afios de edad, esta asociada con un riesgo

significativamente mayor, principa mente de accidente vascular cerebral (27).

El Joint National Committee VI, propuso la clasificacion del grado de hipertension

segun los niveles de presion arterial (2) Tablaly Tabla2:

TABLA 1. Vaores de referencia paralapresion arteria en el humano.

CATEGORIA PRESION SISTOLICA PRESION DIASTOLICA
Nivel 6ptimo < 120 mmHg < 80 mmHg
Normal 120 a129 mmHg 80 a 84 mmHg
Normal alta* 130 a139 mmHg 85 a89 mmHg
Hipertension 140 0 mas mmHg 90 0 més mmHg

*Si se trata de un paciente diabético con nefropatia (proteinuria) estas cifras deben

ser consideradas como si fuera hipertension y requiere tratamiento farmacoldgico.
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TABLA 2. Estadios de laHipertension Arterial

CATEGORIA SISTOLICA DIASTOLICA
Estadio | 140 - 159 mmHg 90 - 99 mmHg
Estadio |1 160 0 mas mmHg 100 0 mas mmHg

La hipertension arterial es uno de los padecimientos cronicos méas importantes del
mundo; esto debido al nimero creciente de individuos con la afectacion, al elevado nimero
de incapacidades y muertes que produce y ala disminucion de la calidad y de la esperanza
de vida de quien |la padece. Ha sido definida como un estado en el cual las presiones
sistdlica y/o diastdlica exceden los valores normales de la presion arterial en forma
sostenida, teniendo en cuenta sexo, edad, raza, actividad y estado fisico. Como
consecuencia, la hipertension es la causa principa de paro cardiaco, produce enfermedad de
las arterias coronarias con infarto al miocardio y muerte cardiaca repentina, contribuye ala
fallacardiaca, insuficienciarena y aneurismade la aorta.

En el mangjo de la hipertension, el primer paso y el méas importante, es una
cuidadosa apreciacion del nivel de la presion arteria, que se debe medir con frecuenciay de
manera muy cuidadosa. Se sabe que la presion arteria varia mucho en forma natural, por 1o
gue es importante eliminar todas aguellas causas controlables que podrian producir
variacion. Durante € registro ambulatorio de 24 h., la presion en estado de vigilia puede
variar en mas de 30 mmHg, los niveles méas altos se encuentran en las primeras horas de la
mafiana y las lecturas mas bajas por las tardes. Niveles alln mas bagos son hormalmente
registrados durante € suefio, con la importante excepcion de las elevadas lecturas que se

registran durante los periodos de “ apnea de suefio” (27).

2.2 CLASIFICACION SEGUN SU ETIOLOGIA

La hipertensién arterial se ha clasificado con base a su etiologia como primaria 'y

secundaria
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22.1PRIMARIA

Es aguella hipertension cuyas causas no son identificadas, también conocida como
hipertension esencial.
2.2.2 SECUNDARIA

Es aquella hipertension cuyas causas pueden ser debidas a numerosas entidades
patol 6gicas, entre las cua es |as mas importantes son:

2.2.2.1 ENFERMEDADESRENALES

La relacion entre las enfermedades renales y la hipertensién es compleja debido a
gue unapuede llevar alaotra, y no siempre resultafacil determinar cua eslaprimaria.

En la hipertension renovascular se han identificado patologias que incrementan la
presion arterial de manera sostenida y que pueden ser debidas a factores como la estenosis
y constricciones o lesiones en la vasculatura de uno o ambos rifiones. Cuando existe una
disfuncion en la perfusion renal y en la velocidad de filtracion glomerular, la hipertension
resultante es mediada por una serie de mecanismos relacionados con la incapacidad renal
de mantener una funcion de eliminacion adecuada: aumento en la secrecion de renina 'y
retencion renal de sodio. El dafio de un rifion conduce a desarrollo y mantenimiento de la
hipertension arterial, por lo que se ha mencionado que debe existir una interaccion
patofisioldgica intrarrenal, que influye sobre el rifidn norma y mantiene la hipertension
(28).

En la glomérulonefritis aguda, |a hipertension arterial es transitoria 'y no suele ser
severa. EI mecanismo no estéa claro, pero laretencion de sodio y agua puede tener un papel
importante. La insuficiencia cardiaca se presenta aproximadamente en una cuarta parte de
los casos, pero la hipertension raras veces es un factor importante en su génesis (28).

La hipertension severa es habituamente una manifestacion tardia de una nefritis
cronica, y aparece tan s0lo cuando existe insuficiencia rena grave. Puede aparecer
hipertension en més de lamitad de los casos con enfermedad poliquistica congénitarenal .

La hipertension también puede estar producida por una enfermedad de la arteria
renal, como consecuencia de un estrechamiento ateromatoso, una hiperplasia fibromuscular
o laformacion de un aneurisma (29).
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2.2.2.2 TRANSTORNOSENDOCRINOS

La adosterona es la principal hormona mineralocorticoide y se sintetiza en la zona
glomerulosa de la corteza suprarrenal. La sintesis es catalizada por la sintetasa de
aldosterona a partir de la corticosterona.

La hipersecrecion de aldosterona, debida ya sea a la presencia de un adenoma
cortico-adrenal o0 a una hiperplasia multinodular de la zona glomerulosa, es reconocida
como causa de hipertension arterial. La causa fundamenta del incremento en la presion
arterial es el exceso en la secrecion de aldosterona que conduce a un incremento en la
reabsorcion de sodio en los tubulos colectores, con el consecuente incremento en el
volumen del fluido extracelular y un aumento en la eliminaciéon urinaria de potasio. Las
consecuencias de esto son el desarrollo de hipertensiéon y la supresion de los niveles
plasmaticos de renina, ambos como resultado de la retencion de sodio y expansion del
volumen (29).

La presencia de feocromocitoma es otra causa de hipertension. El feocromocitoma
es un tumor de las células cromafines que es cagpaz de sintetizar y secretar catecolaminas en
grandes cantidades (29).

2.2.23 COARTACION DE LA AORTA

La coartacion adrtica puede definirse como un estrechamiento de la luz arterial de
este vaso, habitualmente justo por debajo del origen de la arteria subclavia izquierda. De
forma caracteristica el grado de obstruccidn es severo y se asocia a menudo a una vavula
adrtica bicuspide que puede ser, 0 convertirse, en estendtica o permitir la regurgitacion. El
conducto arterioso puede persistir, en particular si la coartacion es proximal a su insercién
en laaorta (29).

La presion sistdlica en la aorta 'y sus ramas proximales a la coartacion es elevada,
pero es posible que no se manifieste durante la infancia; la hipertensién diastélica es poco
frecuente antes de la vida adulta y raramente grave en reposo. La hipertension puede
inducir cambios irreversibles en las arteriolas, de forma que la presion arterial puede no
normalizarse incluso después de resecar la coartacion.

S6lo un pequefio volumen de sangre fluye a través del segmento estenosado; la

mayor parte del suministro de sangre a la parte inferior del cuerpo se efectia mediante
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vasos colaterales que llegan a tener grandes dimensiones. La presion arterial en la mitad
inferior del cuerpo es menor que la de la mitad superior, y la onda del pulso tarda mas
tiempo en llegar.

Experimentalmente, la coartacion adrtica puede realizarse a nivel inter-renal lo cual
produce la estenosis de un solo rifion, mientras que €l otro rifion permanece en condiciones
normales por cierto tiempo y puede progresar a la hipertrofia. La patofisiologia en este
modelo depende de la capacidad del rifibn normal para regular e baance hidrico y
electrolitico asi como de su capacidad adaptativa a cambio en la produccion hormonal,
neural y de influencias hemodindmicas agportadas por el rifion isquémico. El rifion
hipertrofico contribuye de manera importante al establecimiento de la hipertension, a

aumentar inapropiadamente |a reabsorcion de sodio (29).

2.2.24DEFECTOSENZIMATICOS

La deficiencia de diferentes enzimas puede conducir a desarrollo de hipertension
arterial, por ejemplo, la deficiencia de la 17a-hidroxilasa 'y de la 21-hidroxilasa producen
disminucion en la produccion de cortisol, lo cual estimula la secrecion de grandes
cantidades de hormona adrenocorticotrofica (ACTH), que estimula a las glandulas
suprarrenales para producir desoxicorticosterona y mineralocorticoides que favorecen el
desarrollo de hipertension e hipopotasemia. Otra enzima gque puede conducir a hipertension
es la 11B-hidroxilasa, la deficiencia de ésta propicia el aumento del 11-desoxicortisol y la

desoxicorticosterona en la sangre (30).

2225 FACTORESDERIVADOSDEL ENDOTELIO

Las células del endotelio que reviste el interior de los vasos, participan en la
regulaciéon dinamica de la funcion vascular mediante la produccion de diversas sustancias y
también por constituir una barrera ala difusiéon de solutos e intercambio de liquidos (25, 26
31-34).Como se observa en la figura 2, los receptores de la membrana y las ectoenzimas
propias de la membrana reaccionan aligandos circulantes y sefiaes fisicas, como fuerzas de
cizalamiento (shear stress), que activan los mecanismos vasodilatadores &xido nitrico
(NO) vy la prostaciclina (PGl,) y vasoconstrictores como la endotelina (ET) y el
tromboxano (TXAy) (25).
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Figura 2. Esquema de las interacciones entre células endotelides y las c8lulas del masculo liso de vasos. En
respuesta a diversos estimulos, las células mencionadas liberan factores de relajacion y de constriccion en
combinaciones diferentes, segin las circunstancias fisiolégicas y e estado fisiopatoldgico. PGl, =
prostacicling;, PGF, = prostaglandina Fz,; TXA, = tromboxano A, ACE = enzima convertidora de
angiotensina, ATP/ADP = adenosintrifosfato y adenosindifosfato; ANGII = angiotensina Il; ANGI =
angiotensinal; NO = 6xido nitricoy EDHF = factor de hiperpolarizacién derivado del endotelio (Tomado de
11).

Algunavez se concibi6 a endotelio como una capa interna de vasos sanguineos que
aportaba una superficie “no coagulante”, y que actuaba como una membrana
semipermeable que permitia la difusion de macromoléculas. Sin embargo, desde 1980 en
gue Furchgott y Zawadzki (26) demostraron que las propiedades vasorrelgjadoras de la
acetilcolina dependian de la presencia de endotelio intacto y que dichos efectos se debian a
la liberacion de una sustancia humoral llamada factor relgjante derivado de endotelio
(EDRF), se acumularon innumerables pruebas que indicaban claramente que el endotelio
por mecanismos enddcrino, paracrino y autocrino regula el tono del musculo liso de vasos,
la adherencia y la agregacion plaquetaria, la coagulacion local y el crecimiento vascular

(31). En el control del tono vascular, e endotelio tiene una funcién doble, sus células
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producen y liberan diversas sustancias vasoectivas que incluyen vasodilatadores, como
oxido nitrico (NO), factor hiperpolarizante derivado de endotelio y prostaciclina, y ademas
vasoconstrictores, como los factores derivados de ciclooxigenasa (el tromboxano Az y la
prostaglandina F,), endotelinay angiotensina Il (producida de maneraloca o ceptadade la
circulacion) (31). La interaccion de los vasodilatadores y los vasoconstrictores constituye
un mecanismo de control local que regula el tono vascular. Es interesante destacar que en
situaciones fisiologicas, €l endotelio gjerce principalmente funciones inhibidoras; regula la
contraccién del musculo liso de los vasos, evita la agregacion plaguetaria y retarda el
crecimiento del musculo liso vascular (32).

2.2.25.1 EL PAPEL DEL OXIDO NITRICO EN LOSVASOS SANGUINEOS

El estudio del papel del éxido nitrico en los organismos inicio en ladécada de 1980,
con la identificacion de un factor producido por € endotdio de los vasos sanguineos, que
provoca la relgacion del masculo liso de sus paredes y ayuda a evitar que las plaguetas y
los leucocitos se unan entre si 0 a las paredes de los vasos. En un primer momento, la
sustancia que producia tal efecto fue llamada factor relgjante derivado del endotelio
(EDRF), pero este nombre se suprimié cuando se descubrio su identidad como &xido
nitrico (NO). El NO es uno de los factores més importantes que controlan la presion
arterial. Se forma como un coproducto en la reaccion de oxidacion catalizada por la sintasa
del 6xido nitrico (NOS) cuando tiene por sustrato a la L-arginina (35-37). El NO es una
sustancia difusible cuya vida media es de unos cuantos segundos. Los andlogos de L-
arginina, como e metil esther de nitro-L-arginina (L-NAME), bloguean eficazmente |la
sintesis de NO y con ello la vasodilatacion que depende del endotelio. EI mecanismo de
accion vasodilatadora del NO comprende la estimulacién de la guanilato ciclasa soluble y
un incremento del monofosfato ciclico de guanosina (cCGMP) en células del musculo liso de
vasos, |0 que a su vez induce relgacion (35-37). Si el endotelio no libera suficiente
cantidad, los vasos sanguineos se contraen, lo que incrementa la resistencia en la

circulacion periféricay como resultado, se elevalapresion arterial (29).
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2.2.26 FARMACOS

La administracion de farmacos de forma crénica, como los anticonceptivos orales,
gue contienen progestagenos y estrégenos, produce hipertension en algunas mujeres, dicha
hipertension se debe, en parte, a un aumento en la concentracion de angiotensinégeno
circulante, producido por los estrogenos; éstos a su vez son capaces de producir edema,
pero este efecto s0lo se presenta en personas con factores predisponentes a la retencion del
fluido. Aungue se desconoce & mecanismo hipertensor de estos farmacos, se piensa que es
debido a la retencion de sodio y agua, secundaria a incremento en la actividad del sistema
renina-angiotensina-al dosterona y la formacién subsiguiente de angiotensina. Weibenger y
Weinstein en 1982 reportaron que el 5% de las pacientes que usan anticonceptivos orales
presentan hipertension moderada, que generalmente es reversible cuando se suspende el
farmaco (29, 38-40).

El uso excesivo de desoxicorticosterona y de sales de los compuestos 5a-fluorados,
en el tratamiento de la hipotension postural, conduce a desarrollo de la hipertension arterial
(39, 40).

Farmacos como las anfetaminas y la tiroxina también producen estados

hipertensivos, debido al aumento en laliberacion de catecolaminas (38, 39).

2.2.2.7 TRASTORNOS NEUROL OGICOS
La presencia de tumores cerebrales o accidentes cerebrovascul ares incrementan la
presion intracraneal, la cual precede a la hipertension arteria. El encéfalo, las meninges,
vasos sanguineos y el liquido cefalorraquideo se hallan contenidos en una caja rigida que,
sadvo en la nifiez, no se dilata, por lo que todo tumor que ocupe espacio, trae como

consecuencia un aumento en la presion intracraneal (38).

2.2.2.8 TRASTORNOS NEUROGENICOS, POSIBLEMENTE PSICOGENICOS
L os estados depresivos favorecen |a presencia de hipertension. En estudios clinicos
ha sido demostrado que pacientes con depresion unipolar o bipolar presentan aumento de la
presion arterial durante la fase depresiva (38). Esta relacion depresidn-hipertension puede
atribuirse a una disminucién en la sintesis de noradrenalina, en el sistema nervioso central.

En experimentos con animales, la administracion de noradrenaina o a-agonistas en los
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ventriculos cerebra es, disminuye la descarga simpaticay la presion arterial.
El conocimiento de la etiologia de la hipertension arteria, ha permitido el desarrollo
de medicamentos Utiles en e tratamiento de la hipertensién arterial (tratamiento

farmacol 6gico) asi como de laimplementacion de terapias no farmacol dgicas.
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3. TRATAMIENTO FARMACOLOGICO DE LA HIPERTENSION

La tergpia farmacoldgica incluye el tratamiento del paciente con uno 6 méas
farmacos antihipertensivos, que interfieren con los mecanismos que controlan el gasto
cardiaco o la resistencia vascular. EI nimero de farmacos disponibles en la actualidad es

abundante y pueden agruparse en diferentes clases segin su efecto farmacolégico (Tabla

3).
TABLA 3: Principales farmacos empleados en el tratamiento de la hipertension arterial.
DIURETICOS BLOQUEADORESBETA
Clorotiazida Propranolol
Hidroclorotiazida Metoprolol
Clortalidona Sotalol
Politiazida Nadalol
Indapamida
Xipamida
Furosemida
INHIBIDORESDE LA ECA ANTAGONISTA DE LOSCANALESDE
ca™
Captopril Verapamilo
Enalapril Nifedepina
Ramipril Nicardipina
Cilazapril Ditiazem
Fosinopril Isradipina
Aquapril

3.1 DIURETICOS

L os diuréticos fueron los primeros farmacos que se introdujeron para el tratamiento
de la hipertension, actlan en los mecanismos que regulan la cantidad de sal en el
organismo. Producen diuresis y aumento en la excresion de sodio (natriuresis) a prevenir la
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resorcion de sodio sobre todo en el tlbulo contorneado distal. Esta diuresis ocurre durante
los primeros dos o tres dias de tratamiento (41), después los mecanismos homeostéticos
entran en accion y el gasto de sal adquiere un balance entre ingestion y pérdida. Durante
éste periodo corto de diuresis, el liquido extracelular tota y el volumen plasmético se
reducen de un 15 a 20 % (42) y permanecen en éste nivel conforme se continte el uso de
los diuréticos. En cuanto éstos se suspenden, el volumen se reexpende a los niveles
pretratamiento. Al principio, la reduccion de volumen causa una disminucion en el gasto
cardiaco, pero aesto, pronto le siguen mecanismos autorreguladores que provocan caida en
la resistencia vascular y regresan el gasto cardiaco a lo normal. La reduccion del volumen
es la clave del efecto antihipertensivo de los diuréticos. Su mecanismo de accién no es

compartido con alguna otra clase de antihipertensivos (42).

3.2 BLOQUEADORES DE LOSRECEPTORES a-ADRENERGICOS

Los antagonistas de receptores a-adrenérgicos, como la fentolamina y la
fenoxibenzamina, no han sido Utiles en € tratamiento de la hipertension (exceptuando
pacientes con feocromocitoma) la falla de éstos farmacos se debe fundamental mente a sus
efectos secundarios, en particular lataquicardiarefleja, laretencion de sodio y agua, lo cual
causaresistencia al farmaco. El primer farmaco Util, de esta clase, para el tratamiento de la
hipertension fue el prazosin, el cua no produce taguicardia refleja, a partir de él se
elaboraron férmacos con propiedades similares como e urgpidilo, labetalol y la
ketanserina.

Los efectos antihipertensivos de los blogueadores a-adrenérgicos se deben al
blogueo del estimulo adrenérgico en las arteriolas periféricas. Al ocupar los sitios en los
receptores adrenérgicos postsingpticos evitan que la estimulacion simpética cause
vasoconstriccion (43).

3.3 BLOQUEADORESDE LOSRECEPTORESB-ADRENERGICOS

Los blogueadores de los receptores [(-adrenérgicos actlan por antagonismo
competitivo de los receptores [3-adrenérgicos fundamentalmente en el corazén (44). Los
bloqueadores (3 liposolubles, como el propanolol y el metoprolol, pueden cruzar la barrera

hematoencefédlicay se metabolizan en el higado. L os bloqueadores 3 hidrosolubles, como el
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atenolol, no son metabolizados y se eliminan sin cambios por la orina (45). Algunos
bloqueadores 3 producen solamente blogueo (1, en tanto que otros como el propanolol
muestran una inhibiciéon tanto 3; como B,. Otras variedades producen blogueo de los
receptores a y 3 (labetalol) (46). Aun otros combinan un blogqueo [3; con una estimulacion
simpaticomimeética intrinsica, tal es el caso del pindolol (47). Todos actlan de manera
fundamental por bloqueo beta.

Todos los bloqueadores [3 con excepcion de aquellos con actividad
simpaticomimeética intrinsica reducen el gasto y la frecuencia cardiaca (44). La resistencia
vascular periférica se puede incrementar iniciamente, pero después disminuye durante el

tratamiento alargo plazo.

34 ANTAGONISTAS COMBINADOS DE LOS RECEPTORES a Y B
ADRENERGICOS
Estos antagonistas como atenolol y carvedilol, son blogueadores 3 que también
tienen un efecto bloqueador de receptor al (46). Estos farmacos reducen la presion arterial
aproximadamente de un 10 a 20 % (46, 48). La caida en el gasto cardiaco es menor y la
disminucion en las resistencias periféricas totales es mayor con estas combinaciones de
bloqueadores que con otros antagonistas 3 (48). Estas diferencias son mayores debido a la
vasodilatacion producida por el componente bloqueador a. Otra ventagja de la combinacion
de estos farmacos es que la actividad bloqueadora 3 previene la taquicardia reflgja que a
menudo se vincula con los vasodilatadores. Asimismo, el grado de bradicardia es menor
con esta combinacion de antagonistas o y [3 que con los bloqueadores 3 puros, y la
respuesta en el gasto cardiaco durante el ejercicio se mejora con éstos blogueadores

combinados.

3.5BLOQUEADORESDE LOSCANALESDE CALCIO

L os antagonistas de los canaes de calcio inhiben el movimiento de los iones calcio
del plasma de las células a través de canales. El cacio intracelular es esencia para la
contraccion del musculo liso vascular (49). Por tanto, el inhibir el flujo de calcio através de
la membrana celular provoca vasodilatacion y una reduccion en la resistencia vascular
sistémica.
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Los antagonistas de los canales de calcio varian considerablemente en su efectos
relativos sobre |as arteriolas periféricas y el miocardio. El verapamilo y el diltiazem tienen
un efecto inotrépico negativo significativo en el miocardio, disminuyen la frecuencia
cardiaca y retrasan la conduccién auriculoventricular. Por tanto, pueden llevar a
insuficiencia cardiaca congestiva en pacientes con un trastorno de la funcion ventricular
izquierday a un blogueo en individuos con ateracién de la conduccion auriculoventricul ar.
También reducen la resistencia periférica y, por tanto, disminuyen la presion arterial.
Deben considerarse para tratamiento inicia en hipertensos que también tienen angina de
pecho, especialmente cuando los blogueadores 3 no son eficaces o0 estén contraindicados
(50).
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4. METODOS NO FARMACOLOGICOS EN EL TRATAMIENTO DE LA
HIPERTENSION ARTERIAL.

El uso de métodos alternos para €l control y/o prevencién de la hipertension arterial
se ha hecho més comin en las Ultimas décadas. Medidas tales como |a reduccion de peso en
sujetos obesos, restriccion en el consumo de sodio, sustituciéon del consumo de grasas
saturadas por insaturadas, consumo moderado de a cohol, gjercicios isotonicos y terapia de
relgjacion son algunos de los procedimientos propuestos. Algunos de éstos métodos no
farmacologicos pueden controlar la presion arterial sin el uso concomitante de
antihipertensores, pueden reducir la frecuencia o reducir la dosis de éstos, mejorando la
morbilidad y mortalidad cardiovascular (51).

El uso de plantas medicinales en € tratamiento de diferentes patologias es ancestral.
Y el tratamiento de la hipertension arterial no es geno a esta practica. Una de las plantas
que hasido empleada con éste fin esla Magnolia grandiflora.
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5. Magnolia grandiflora

La Magnolia grandiflora es una planta que ha sdo empleada con diversos fines
terapéuticos. La investigacion farmacolégica de esta tuvo cercana relacion con la de la
Talauma mexicana, popularmente conocida como “Y olloxéchitl” (flor del corazdn), tanto
por la cercaniataxondémicaen laque se hallan las dos especies de lamisma familia botanica
(magnoliaceas), como por el hecho de que ambas han sido usadas ampliamente en la
medicina tradicional mexicana con iguales propdsitos cardiotonicos. Pérez Cireray Roca
publicaron sus resultados de haber administrado por via intravenosa |os extractos acuosos
de hojas y flores de Talauma a animales. Ellos observaron vasoconstriccion, hipertension
arterial y aumento en la fuerza de contraccion (52, 53). Sin embargo, cuando utilizaron los
extractos alcohdlicos, notaron que los efectos producidos eran contrarios, es decir, se
observaba hipotension arterial y disminucion o inhibicién de la funcion cardiaca.
Posteriormente se ha reportado que los extractos de las hojas de Magnolia grandiflora
poseen accion hipotensora. Mellado y colaboradores (54) en 1980 administraron una
infusién de flores de la magnolia a perros por viaora e intravenosay observaron un efecto
cronotropico negativo, acompafiado de unafugaz pero intensa hipotension arterid.

Figura 3. Foto representativade la M. grandiflora.
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5.1 GENERALIDADES

La Magnolia grandiflora fue tipificada por Linneo en 1759 (55). El género
Magnolia fue otorgado en honor de Pierre Magnol, profesor de botanica en Montpellier
entrelossiglos XVII 'y XVIII (56).
5.2 CLASIFICACION BOTANICA SEGUN ENGLER
Las Magnoliaceas pertenecen a la division de plantas angiospermas o plantas con flores

(52,53). Comprenden 12 géneros y unas 230 especies.

Reino: Vegetal
Sub-reino:  Embriophyta
Division : Tracheophyta

Subdivision : Pleropsidae

Clase: Angiospermal
Subclase: Dicotyledoneae
Orden: Ranales
Suborden:  Magnolineas
Familia: M agnoleacea
Género : Magnolia
Especie: grandiflora

Son arboles de mas de 30 metros de atura, e tronco es vertical o curveado, con
corona regular o piramidal, su ramaje es numeroso y torcido. Sus hojas estan alternas,
dispuestas en manojos terminales, de 10 a 20 cm de longitud y unos 7 a 10 cm de anchura.
Son dipticas u oblongo-ovadas, con la punta aguda y la base cuneada, coriacea, de color
verde brillante en el haz y furrugineo-pubescentes en el envés. Las flores se encuentran
situadas sobre pedicel os tomentosos, erguidas, solitarias, de gran tamafio, de hasta 20 cm de
diametro. Poseen de 6 a 12 pétalos estrechados en la base, de color blanco, y 3 sépalos de
aspecto petaloide. El fruto tiene forma de pifia ovalada de unos 10 cm de longitud. Las
semillas son aplanadas, de color rojo, de gproximadamente 1.0 a 1.3 cm de longitud, sujetas
a foliculo por un funiculo filiforme. El fruto realmente es un conjunto de foliculos

agrupados en una estructuralefiosa (57-58).

27



5.3 DISTRIBUCION

La Magnolia grandiflora es un érbol nativo de las regiones del centro y sur de
Georgia, del sur de Carolina, Alabama, Lousianay los distritos del norte de Florida, y es
conocido como uno de los arboles de hojas perennes mas grandes y anchas. También esta
distribuida en el sur de Virginia, a este de Texas y se extiende a Caribe segin Howard,
1948. En México se cultiva en el estado de Veracruz, en el Jardin Centra de Naolinco,
Hernandez. En el Vale de México en el Hospita de Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez”,
Tlalpan, D.F.

54CULTIVOY HABITAT

Para el cultivo de la Magnolia en Europa, son propagadas las semillas por métodos
de injercién (57, 58). Posteriormente son puestas abajo con todo y vaso contenedor de las
raices, tomando 2 afios para su crecimiento.

Las magnolias se desarrollan mejor en tierras ricas, moderadamente himedas y
porosas, preferentemente en arenas o tierras arcillosas, sin embargo, algunas como la M.
glauca crecen de manera natural en bordes pantanosos, la cual se encuentra
altitudinalmente desde 1000 hasta 1800 m sobre el nivel del mar, esta especie es originaria
de Carolina septentrional.

En el interior de la Republica Mexicana encontramos a la M. grandiflora en los
estados de Puebla, Colima, Chigpasy en d Distrito Federal (56).

55USOS

El tejido lefioso es valuado para acabados de muebles, tales como armarios o
cgones (56). La Magnolia en México es altamente ornamental y popular, por ende es muy
utilizadaen jardines y casas.

Investigaciones historico-botanicas realizadas en México (57, 58) refieren, desde
tiempos prehispanicos, que las magnoliaceas, fueron utilizadas para el tratamiento de
padecimientos cardiacos que se acompafiaban de palpitaciones y problemas respiratorios.
Las culturas Maya, Azteca y Tolteca elaboraban infusiones de hojas, flores y corteza de
Talauma mexicana y Persea americana entre otras magnoliaceas como la grandiflora (ésta

Ultima introducida en América por los espafioles en tiempos de la Colonia) (58), ya sea
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ingeridas 0 en apositos, para aliviar los problemas cardiacos, practica que se lleva a cabo
hasta hoy en dia
Los chinos la emplearon como sedativo 0 analgésico. En Japon es tomada para la

distensién abdominal o dolor, y como diurético. Se usa paradolores de cabezay vertigo.

5.6 COMPONENTESQUIMICOS

De la Magnolia grandiflora se han aislado tiramina (Matsutani 1975)(59),
magnolidina, magnolenina, magnosiding, candicina, magnoflorina (Rao 1975)(60),
verlotorina, custondlido, santamarine, reynosin, partendlido (Weidhopf 1973)(61),
magnolol, honokiol (Fujita1973)(62), acantésido B, syringina, mono-o-metilhonokiol (Rao
1982)(63), magnolialiday gliceril monopalmitato (E.l. Feraly 1978)(64).

Recientemente un estudio realizado en €l Instituto Nacional de Cardiologia sefida
que en los extractos de Magnolia grandiflora estan presentes vulgarenol y 2-p-hidroxifenil-
2-hidroxi-etilamina (56).

5.7 FARMACOLOGIA

Solamente algunos de los compuestos arriba mencionados han sido ensayados
farmacol6gicamente, encontrdndose que pueden originar disminucién variable del tono
vascular en tréguea, vejiga e intestino en especies tales como cobayo, rata y conejo,
mientras que en la musculatura vascular adrtica, el efecto de relagjacion no es evidente, a
diferencia del musculo liso vascular coronario (54, 66-68).

Asi mismo, el vulgarenol y 2-p-hidroxifenil-2-hidroxi-etilamina, presentan un
efecto vasodilatador e inotropico positivo sobre el musculo cardiaco de cobayo (56).

L os extractos de hojas de Magnolia grandiflora poseen marcada accion hipotensora;
los acaoides magnolia y magnolamina (compuestos benzilisoquinolinicos) producen
inhibicion del centro vasomotor y un efecto periférico de tipo adrenolitico. La Magnolia
aparece ademas como un inhibidor de la colinesterasa; la magnolamina es cinco veces mas
activa como hipotensor que la magnolina (Turova 1974, Petkov 1979). En la medicina
popular de otros paises, esta planta se utiliza para producir dilatacion de los vasos
sanguineos.
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En los extractos de hojas de Magnolia grandiflora se detect6 actividad citotoxica,
a ser ensayados en estudios de rastreo anticancerigeno in vitro (Weidhopf 1973) (61),
atribuyéndole laactividad toxicaal partendlido.

Mellado y colaboradores en 1980 (54), realizaron estudios farmacoldgicos con la
infusion de las flores de Magnolia grandiflora, administrandola por via oral e intravenosa
en perros y sobre el tegjido auricular, in vitro, de diversas especies de animales. En tales
estudios, se reporta el efecto cronotrépico negativo observado en el corazon del perro,
acompafiado de una fugaz pero intensa hipotension arteria cuando el producto se
administra por via intravenosa. Los estudios en auricula demostraron que la infusion de
flores de ésta planta posee accion cronotropica e inotrépica positiva y les permitieron
concluir que dichos extractos ejercen su accion basicamente sobre el corazdn. En
experimentos realizados por Lozoya, 1980 (69) se compararon los efectos producidos por |a
infusion del yolloxéchitl y de las flores de Magnolia sobre la auricula aislada de la rata,
observandose diferencias importantes entre los dos extractos, mientras que la M.
grandiflora indujo efectos semejantes a los de un glucdsido cardiaco, la Talauma mexicana
produjo una reaccion de tipo aminérgico a contraer los vasos sanguineos y producir

aumento notable de la frecuencia de contraccion.
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6 METODOSANALITICOS

6.1 METODOSDE EXTRACCION

Antes de llevar a cabo la extraccion en plantas, es necesario realizar primeramente
la colecta del material, ya sean hojas, flores, etc. Posterior a ella, llevar a cabo la limpieza
de las mismas empleando agua, sulfato de zinc, entre otros, para evitar su deterioroy por
altimo preservar el materia seco.

Es importante reducir el tamafio de particula de la muestra en cualquier extraccion,
para que la superficie de contacto entre el disolvente y la misma sea mayor y con ello

obtener mayor rendimiento (70).

En el areade productos naturales, |os métodos de extraccion se clasifican en (70):

METODOS CONTINUOS METODOS DISCONTINUOS
Extraccion con Soxhlet M aceracion
Arrastre de vapor Percolacion
Extraccion con fluidos supercriticos Infusién
Decoccidén

6.1.1 METODOS CONTINUOS

Extracciéon con Soxhlet. Es el método mas empleado para la extraccién de productos
de plantas naturales. Esta técnica usa la extraccion continua por disolventes de polaridad
incrementada. La muestra es colocada en un equipo Soxhlet, mediante el cua un disolvente
es calentado a reflujo continuamente. Es el mejor método de extraccion para obtener
grandes cantidades de producto del extracto.

Arrastre de vapor. La muestra es colocada en un matraz redondo gque contiene un
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disolvente y la mezcla es calentada a reflujo. Tipicamente el material es “cocido” usando
disolventes como el etanol o una mezcla de etanol-agua. La técnica es conocida también
como “extraccion total” y tiene la ventgja, de que el etanol extrae la mayoria de los
compuestos lipofilicos y polares.

Extraccién con fluidos supercriticos. Este método aprovecha el hecho de que algunos
gases se comportan como liquidos cuando estan bajo presion y tienen propiedades de
disolventes. El gjemplo méas importante es el diéxido de carbono (CO,) que puede ser
usado para extraer productos, teniendo la ventgja de que una vez que la presiéon ha sido
removida, € gas caliente se evapora dejando un extracto limpio. El CO, esun disolvente
no polar pero la polaridad del disolvente de extraccion del fluido supercritico puede

incrementarse por la adicion de un agente modificante (metanol o diclorometano).

6.1.2 METODOSDISCONTINUOS

Maceracion. La extraccion se rediza colocando la muestra en un recipiente y
posteriormente se agrega el disolvente de extraccién hasta cubrir totalmente el material,
generalmente se realiza atemperatura ambiente.

Per colacion. En ésta técnica el materia se coloca sobre una gasa contenida en un
embudo y se le hacen pasar porciones del disolvente de extraccidon a unatemperatura menor
de su punto de ebullicion.

Infusién. Este método de extraccién emplea disolvente de extracciéon caliente, al
cual sele agregalamuestray se dejareposar.

Decoccion. La técnica emplea el disolvente cuando ésta en ebullicion y

posteriormente se le agregalamuestray se prosigue con el calentamiento (70).

6.2 CROMATOGRAFIA

6.2.1 DEFINICION
La cromatografia puede definirse como una técnica que separa una mezcla de

solutos basada en la velocidad de desplazamiento diferencial de los mismos que se
establece al ser arrastrados por una fase mévil (liquida o gaseosa) a través de un lecho
cromatogréfico que contiene la fase estacionaria, la cua puede ser liquidao solida.
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Los comienzos de la cromatografia se sitlan a principios de siglo XX cuando
Tswett, botanico ruso, empleo la técnica para separar varios pigmentos vegetales, tales
como clorofilas y xantofilas, haciendo pasar disoluciones de éstos compuestos a través de
una columna de vidrio rellena con carbonato de calcio finamente dividido. Las especies
separadas gparecian como bandas coloreadas en la columna, lo que justifica el nombre que
eligio para el método (del griego chroma que significa “color”, y graphein que significa
“escribir”). No obstante, no existen datos sobre la utilizacion de ésta técnica hasta 1930
cuando Jun y Lederer separaron también pigmentos de plantas usando como adsorbentes
auminay carbonato célcico. A partir de ésta fecha se inicié el verdadero desarrollo de la
cromatografia (71).

Por lo tanto, es un método fisicoquimico que permite separar |os componentes de
una mezcla de solutos por distribucién en dos fases, una de las cuales es movil y la otra
estacionaria. Pudiendo servir como fase estacionaria un solido o un liquido, éste Ultimo
debe estar inmovil sobre un soporte inerte. La fase movil puede ser un liquido o un gas.
Dependiendo de la naturaleza de las fases utilizadas, la cromatografia puede clasificarse en
varios tipos: solido-liquido, liquido-liquido, gas-sdlido y gas-liquido; por esta diversidad la
cromatografia en las Ultimas décadas ha adquirido un gran valor, ya que su empleo ha
contribuido no sdlo alaidentificacion, sino también a aislamiento de compuestos quimicos
0 de origen bioldgicos, ain en cantidades muy peguefias. Dichos compuestos generalmente
poseen propiedades fisicas y quimicas muy semejantes, siendo muy dificil por otras
técnicas conseguir tales resultados.

6.2.2 CLASIFICACION DE LOSMETODOSCROMATOGRAFICOS

1) Formaen que las fases estacionariay movil se ponen en contacto:

CROMATOGRAFIA PLANA CROMATOGRAFIA EN
COLUMNA
Cromatografia en capa del gada (adsorcion) Cromatografia liquido-solido
(adsorcion)
Cromatografia liquido-solido (particion)
Cromatografia en papel (particion) Cromatografia de intercambio i6nico
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Cromatografia de exclusion

2) Tipo defase movil y estacionaria:

CROMATOGRAFIADE | cROMATOGRAFIA DE

CROMATOGRAFIiA DE
GASES

LIQUIDOS FLUIDOS
SUPERCRITICOS

Cromatografiagas-liquido | Cromatografia liquido-liquido Fase movil: fluido
(particion) (reparto) supercritico
Cromatografia gas-solido Cromatografia liquido-sdlido
(adsorcién) (adsorcion)
Cromatografia de intercambio
iénico

Cromatografia de exclusion

6.2.2.1 CROMATOGRAFIA PLANA

La cromatografia plana es un tipo de cromatografia liquida en la que la fase
estacionaria esta extendida sobre la superficie de un plano y la fase movil fluye a través de
ella Lafase movil siempre es un liquido, mientras |la fase estacionaria puede ser un liquido
soportado en un sdlido (cromatografia de particion) o un solido adsorbente (cromatografia
de adsorcion, cambio ionico o exclusion). El flujo de lafase mévil se produce:

a) por capilaridad (cromatografia horizontal y ascendente)

b) por capilaridad o gravedad (cromatografia descendente).

En la cromatografia plana, la disolucién de la muestra a separar se sitla sobre el
plano que contiene la fase estacionaria en forma de mancha, o a veces de banda, a corta
distancia de uno de los extremos de dicho plano. Una vez seca la mancha o banda, el
extremo del plano préximo a la misma se pone en contacto con la fase mévil, manteniendo
todo e sistema cromatografico en una cdmara cerrada. La separacion se produce por la
migracion diferencia de los componentes de la muestra en la direccion en que se mueve la

fase mévil. Cabe distinguir dos tipos de cromatografia plana: en capa fina (CCF) y en papel
(CP).
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6.2.2.1.1 Cromatografia en capa fina (CCF)

Esta técnica es una forma de cromatografia de adsorcién que consiste en un
adsorbente sdlido (fase estacionaria), dumina o gel de silice, distribuido uniformemente
sobre una superficie plana, generamente vidrio. Este adsorbente presenta cierta capilaridad
dada por las particulas finamente divididas y que permite que la fase mévil pase entre las
particulas del adsorbente. La separacion ocurre cuando uno de los componentes de la
mezcla es retenido en mayor grado por la fase estacionaria que los otros componentes. La
fase estacionaria puede modificarse de acuerdo a las necesidades de separacion aunque el
factor mas importante para que esta se lleve en forma adecuada es la fase movil elegida. El
movimiento de cada sustancia en un determinado sistema es caracteristico y puede ser un
dato valioso en laidentificacion de ella. Esta caracteristica se conoce con el nombre de Rf
(relacion de frente) y representa la distancia recorrida por el compuesto, en relacion ala

distanciarecorrida por lafase movil, por lo que sus valores siempre ocilaran entre O y 1.

Distanciarecorrida por el compuesto desde el origen
Rf =

Distanciarecorridapor el frente de lafase movil

Hasta hace relativamente poco tiempo, la CCF era considerada una técnica
cualitativa, ssimple y rdpida, para separar mezclas no demasiado complejas, pero su
aplicacion cuantitativa resultaba una pobre dternativa frente a otras técnicas
cromatogréficas como la Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (CLAR). Sin
embargo, actuamente, debido a los cambios introducidos en esta técnica, en lo que se
refiere a la calidad de los adsorbentes, equipos para aplicar la muestra y sistemas de
deteccion, el interés por la CCF ha vuelto a renacer, siendo considerada una técnica Util
para separar y determinar cualitativa y cuantitativamente mezclas complejas a nivel de
trazas. Estos cambios han llevado a modificar el nhombre de la técnica, denominandola
Cromatografia en Cgpa Finade Alta Resolucion (CCFAR) (71).
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6.2.2.1.2 Cromatogr afia en papel

Esta técnica se inici6é en 1944 (Consden, Gordon y Martin) cuando se demostré que
a colocar una pequeia cantidad de una mezcla de solutos en forma de mancha sobre un
papel filtro y sobre el mismo se deja eluir el disolvente, los componentes de la mezcla se
desplazan a distintas distancias en el transcurso del tiempo. En la actudidad la
Cromatografia en Papel (CP) es unatécnicapoco utilizada, excepto en algunos laboratorios
para separar principa mente solutos hidrofilicos (71).

El soporte empleado en este tipo de cromatografia es una tira de papel filtro de un
espesor y textura uniformes. En agunos casos se puede impregnar con un liquido que sea
inmiscible con la fase mévil; de esta manera, €l proceso de particion se lleva a cabo entre
los dos liquidos (72).

Las unicas ventajas que supone utilizar CP en lugar de la CCF se encuentra en que

el papel es més barato y los cromatdégramas son mas faciles de manipular, cortar y archivar.

6.2.2.2 CROMATOGRAFIA EN COLUMNA
En la cromatografia en columna, un tubo estrecho de acero contiene la fase

estacionariaatraves de la cual se hace pasar |afase movil por presién o gravedad (73).

6.2.2.2.1 Cromatografia L iquido-Solido (adsorcion)

Muchos de los sdlidos empleados como adsorbentes en cromatografia de columna
son Oxidos metalicos, éxidos hidratados y sales. Los mas populares son €l gel de silicey la
alumina. En determinados casos se emplean otros adsorbentes especiales como el carbon
activado y el polvo de poliamida (nylon). En el sentido cromatografico, el término
adsorcion se limita a las interacciones que implican enlaces de hidrégeno o fuerzas
electrost@ticas.

El soporte solido (alUmina activada, celulosa en polvo, écido silico) se introduce en
forma de polvo seco o de pasta en un tubo (de vidrio, de pléstico o de otro material
adecuado) con un orificio inferior estrecho (generamente protegido por un disco de vidrio
poroso) para dar sdidaalafase movil.

La cromatografialiquido / sdlido se aplicaen la separacion de sustancias de mediao
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baja polaridad.
La regla genera es elegir la polaridad del disolvente andloga a la de la muestra a
emplear y en la mayoria de los casos adsorbentes poderosos (activos) para sustancias no

polares y adsorbentes con menos actividad para sustancias més polares (72).

6.2.2.2.2 Cromatografia de intercambio ionico

Las separaciones de intercambio i6nico se llevan a cabo con materiales especiaes
de estructura porosa e insolubles. Estos contienen grupos reactivos que estan asociados a
iones labiles capaces de intercambiarlos con el medio que los rodea. Este es el Unico
fendmeno que ocurre en el material durante todo el proceso, que invariablemente tiene
lugar en el medio liquido (generalmente acuoso). Se puede considerar como una forma
especial de cromatografia en la que |a fase sblida contiene un material cambiador de iones,
generamente llamado resina de intercambio i6nico. Se emplea en la separacion de
sustancias ionicas, tanto organicas como inorganicas, de poli electrolitos, como enzimas,
proteinas, hormonas, virus, &cidos nucleicos y otras sustancias biol dgicamente importantes.

El intercambio de iones consiste en €l intercambio reversible del i6n presente en la
solucion con un i6n del polimero resinoso, celulosa modificada o soporte del gel de silice;
cuando un intercambiador ionico de &cido sulfonico se pone en contacto con un disolvente
acuoso que contiene cationes M**, se establece un equilibrio de intercambio que puede

describirse por:

XRSO; H* + M > (RSO3)M*+ xH*

(sblido) (disolucion) (sblido) (disolucién)

De una forma semejante, un intercambiador de base fuerte interacciona con los

aniones A* segln lareaccion (71):

XRN(CHa)3 ¥ OH + A —> ( RN(CHg)3 )x A¥ + X OH'

(sblido) (disolucién) (sblido) (disolucion)

La eleccion de las resnas, fuertes o débiles, de tipo anidnico o cationico,
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dependeran en gran parte del pH en el cual debarealizarse e intercambio y de que cationes
0 aniones haya que intercambiar. Sin embargo, las resinas fuertemente écidas y basicas se
prestan a la mayoria de las aplicaciones anditicas. Su capacidad especifica varia desde 2
milimoles por gramo hasta 5 milimoles por gramo. El coeficiente de selectividad indicala
preferencia con que una resina de intercambio iénico fijo como —SO3, junto con iones de
carga opuesta. Estos ultimos estan presentes en la fase movil en forma de sales. De esta
manera las moléculas de muestras idnicas son retenidas en la columna por el intercambio

iénico, de acuerdo alaexpresion:

X" + SOzgNa” — Na'+ S0sX”*

6.2.2.3 CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOSDE ALTA RESOLUCION (CLAR)

La cromatografia de liquidos de ata resolucién es latécnica analitica de separacion
mas ampliamente utilizada. Las razones son su sensibilidad, su fécil adaptecion a las
determinaciones cuantitativas exactas, su idoneidad para la separacion de especies no
volatiles o termolabiles y, sobre todo, su gran aplicabilidad a sustancias que son de
primordia interés en la industria, en muchos campos de la ciencia y para la sociedad en
genera. Algunos gemplos de éstos materiales incluyen: aminoécidos, proteinas, &cidos
nucleicos, hidrocarburos, carbohidratos, farmacos, terpenoides, plaguicidas, antibidticos,

esteroides, especies metdlicas y una variedad de sustancias inorganicas (73).

6.3METODOSDE REVELADO

Cuando se harealizado la separacion, es muy importante, localizar laposicion de las
sustancias en el papel o bien en una cromatoplaca. Si las sustancias son coloreadas, esto no
presenta dificultad, pero muchos compuestos principalmente aquellos que tienen interés
biol6gico, son incoloros, y, por consiguiente, invisibles. En este caso se puede hacer uso de
varios métodos. Los métodos fisicos, que utilizan propiedades particulares de los
compuestos, tales como la fluorescencia, son de aplicacion muy limitada. EI método
generamente més usado es hacer reaccionar a las sustancias a revelar con algin agente

quimico con el que formen algin compuesto coloreado (72).
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6.3.1 METODOSFIiSICOS

Muchos compuestos organicos, no saturados, presentan fluorescencia, debido a la
propiedad de absorber |as radiaciones ultravioletay emitir radiaciones de mayor longitud de
onda. Estos compuestos, aunque invisibles en el cromatograma con laluz ordinaria, pueden
detectarse con una l&mpara de rayos ultravioleta. La longitud de onda de la luz emitida, v,
por consiguiente, el color que presenta, es caracteristica del compuesto y se usa como
método de identificacion. En los tejidos vegetales existen numerosos compuestos
fluorescentes (72).

El amplio desarrollo de la energia nuclear ha hecho posible disponer de un gran
nimero de compuestos radiactivos como método alternativo para la investigacion. Estos
compuestos se pueden detectar en un cromatograma mediante un contador especial.

La ventaja principa de los métodos fisicos es que, en general, no son destructivos
de lamuestra, mientras que los métodos quimicos si 10 son.

En la mayoria de los casos no puede emplearse el método fisico, y por esto es

necesario el empleo de técnicas quimicas.

6.3.2 METODOSQUIMICOS

Los compuestos que son incoloros sobre el papel pueden colorearse mediante el
empleo de algun agente de revelado. El revelador puede tratarse, en el caso mas sencillo, de
un gas (por ejemplo, el sulfuro de hidrogeno que se utiliza para revelar iones metalicos, con
los que forme sulfuros coloreados), pero la mayoria de las veces los reveladores son
liquidos o solidos que se emplean en solucién. Los disolventes de mayor uso son el agua,
acoholes etilico, metilico y butilico y acetona. El revelado se puede realizar en uno o
varios pasos. En el Ultimo caso, generalmente es necesario secar el papel, a menos
parcialmente, antes de cada paso. Algunas veces es necesario calentar para completar la
reaccion (72).

Una de las ventgjas de la cromatografia en capa fina sobre la del papel es la
posibilidad de revelado con agentes corrosivos, ta como los acidos concentrados y
compuestos fuertemente oxidantes, a alta temperatura, debido a la naturaleza inorganica de
la capa.

Hay varios métodos para aplicar el revelador: sumergiendo el papel en una solucion
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de éste, aspersion de la solucion sobre el papel o através de vapores del revelador.

6.3.2.1 Técnica de bafiado

El material que se requiere para esta técnica es una bandeja poco profunda,
fabricada de material inerte, en donde se coloca solucion reveladora y se sumerge el
cromatograma. Esta técnica no puede emplearse si alguno de los compuestos del
cromatograma, o €l producto coloreado del revelado, son solubles en el disolvente del

revelador. En éstos casos se emplealatécnicade pulverizado (72).

6.3.2.2 Técnica de pulverizado

Esta técnica consiste en pulverizar uniformemente el revelador sobre la superficie
del cromatograma por medio de un “atomizador”, que puede ser un pulverizador o aspersor
especial para cromatografia (72).

6.3.2.3 Técnica de vaporizacion

Se redliza haciendo llegar vapores a la placa dentro de una camara cerrada. Un
reactivo muy empleado son los vapores de yodo, éste tiende a concentrarse en los sitios
donde estan los compuestos, por lo que aparece una mancha marrén oscuro, sobre un fondo
amarillo palido, pero a exponer la placa a aire, € yodo sublima y las manchas se
decoloran en pocos minutos. En tanto que no reaccione el yodo con las sustancias, el

método es extraordinariamente bueno como revelador no destructivo (71).

6.4 ESPECTROMETRIA INFRARROJA

6.4.1 Generalidades
L a espectrometria infrarroja se ha convertido en un instrumento indispensable como
fuente de datos estructurales de sustancias organicas (74). Se basa fundamentalmente en la
medicion de la absorcién de luz producida por la interaccion de los grupos funcionaes con
energiaradiante en el rango infrarrojo en funcion de lalongitud de onda (75).

El espectro infrarrojo de un compuesto es esencialmente la superposicion de bandas
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de absorcion de sus grupos funcionaes especificos, aunque las interacciones débiles con los
atomos circundantes de la molécula le confieren un sello de individualidad al espectro de
cada compuesto (76).

Laregion del infrarrojo del espectro electromagnético se extiende desde el extremo
del rojo del espectro visible hasta la regidn de las microondas. Esta region incluye radiacion
de longitudes de onda comprendidas entre 0.7 y 500 um o en nimero de onda, entre 14,000
y 20 cm™. La region espectral més utilizada es la region del infrarrojo intermedio, que
cubre frecuencias de 4000 2200 cm™ (2.5 a50 ).

El andlisis en laregion infrarroja es de gran importancia, ya que revela la presencia
de grupos funcionales que conforman la estructura molecular de una sustancia pura, como
éteres, acanos, alquenos, arométicos, acoholes, fenoles, aminas, carbonilos, entre otros. La
caracterizacion de sustancias quimicas se logra mediante la verificacion de bandas de
absorcidn especificas a determinada frecuencia (77).

Una molécula de una sustancia cualquiera, no es una estructura rigida, ya que a
temperatura ambiente, presenta diversas formas vibracionales:

a) Deformacion en la variacion de posicion de los d&tomos con respecto d eje del
enlace original.

b) Estiramiento lineal alo largo del enlace através de los atomos que la constituyen.
Estas oscilaciones tienen un valor de frecuencia muy alto y especifico a tipo de vibracion
de los &omos involucrados y d tipo de enlace existente entre ellas. La absorcion de energia
se produce cuando la radiacién electromagnética toma los mismos valores de frecuencia
que las oscilaciones vibracionales de la molécula, observandose una ampliacion de la
excitacion en alguna de las formas vibracionales presentes, siendo laradiacion infrarrojala
gue cuenta con los vaores de frecuencia semejantes para afectar considerablemente la
energia vibracional natural de una molécula, sin que ello implique la ruptura estructural de
[amisma.

Se debe considerar, que a ocurrir un cambio en la vibracion molecular, se suscita
una variacion en e momento dipolar eléctrico. Al absorber energia radiante en la region
infrarroja, siendo el momento dipolar de las moléculas |a caracteristicacrucia en el andlisis
infrarrojo, ya que si no ocurre cambio en el momento dipolar, no podra absorber radiacion

infrarroja electromagnética, tal como ocurre con el hidrégeno, oxigeno, fltor y CH,CH
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entre otros grupos funcionales.

6.4.2 Instrumentos de Infrarrojo

Para las medidas de absorcion en el infrarrojo existen tres tipos de instrumentos
disponibles comercia mente:

1) espectrofotometros dispersivos de red que se utilizan principalmente para el
andlisis cuditativo;

2) instrumentos multiplex, que emplean la transformada de Fourier y resultan
adecuados paralamedidas en el infrarrojo tanto cualitativas como cuantitativasy

3) espectrofotémetros no dispersivos que se han desarrollado para la determinacion
cuantitativa de diversas especies organicas en la atmésfera por espectroscopia de asorcion,
de emision y de reflectancia.

Una ventgja tedrica de los instrumentos de transformada de Fourier es que su Optica
hace posible la llegada a detector de una radiacion de mayor potencia (uno o dos érdenes
de magnitud) que la de los instrumentos dispersivos, en los cuaes esta limitada por la
necesidad de usar anchuras de rendija pequefias.

Las éreas de laquimica en las que las caracteristicas adicionales de los instrumentos
interferométricos parecen ser especia mente relevantes son:

a) trabajos que requieren muy alta resolucion, que corresponden a mezclas de gases
gue tienen espectros complejos como consecuencia de la superposicion de las bandas
vibracionalesy rotacionales,

b) estudio de muestras que presentan absorbancias elevadas,

¢) estudio de sustancias con bandas de absorcién débiles (por ejemplo, el estudio de
compuestos que se absorben quimicamente en la superficie de los catdizadores),

d) investigaciones que requieren barridos répidos como los estudios cinéticos, o la
deteccion de los eluyentes cromatograficos,

€) obtencidn de datos de infrarrojo con muestras de muy peguefio tamafio,

f) obtencion de espectros de reflexion y

0) estudios de emision en el infrarrojo (71).
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6.4.3 Aplicaciones en analisis cualitativo

Antes de correr un espectro de infrarrojo puede obtenerse mucha informacién sobre
un compuesto o una mezcla; tal informacion incluye su estado fisico, apariencia, la historia
de lamuestra, entre otras. Después de que se ha corrido el espectro, generalmente se estudia
primero la region de estiramiento de hidrogeno —si el compuesto es organico- para
determinar si la muestra es difatica, aromética o ambas; se hace un examen posterior de la
region de frecuencias de grupo para tratar de establecer los grupos funcionaes que se

encuentran presenten o que se han transformado a otros (76, 78).

6.5 ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETAY VISIBLE

6.5.1 Generalidades

L os métodos fotométricos son quiza los métodos espectroscdpicos mas utilizados en
el andlisis cualitativo y cuantitativo. Puesto que se mide la cantidad de luz visible u otro
tipo de energia radiante absorbida por una disolucion, la cua depende de la concentracion
de la sustancia absorbente y es asi como se puede determinar cuantitativamente la cantidad
presente de la o |as sustancias de interés.

Los métodos colorimétricos se refieren a la determinacion de una sustancia a partir
de su capacidad de absorber luz visible. Estos métodos visuaes se basan en la comparacion
de una disolucion colorida de concentracion desconocida con una serie de disoluciones
estandar cuya concentracion se conoce. En los métodos espectrofotométricos, la razén de
las intensidades del haz de luz incidente y del haz de luz transmitido se mide a una longitud
de onda especifica mediante un detector adecuado, por €jemplo, unafotocelda.

El espectro de absorcién proporciona también una huella digital paraidentificar, de

modo cualitativo, ala sustancia absorbente (79, 80).

6.5.2 I nstrumentos de absor cion ultravioletay visible

El equipo que se emplea para medir la absorcion de luz se denomina
espectrofotometro. La luz de una fuente continua pasa a través de un monocromador, que
selecciona una banda estrecha de longitudes de onda del haz incidente. Esta luz
monocromética atraviesa una muestra de espesor b, y se mide la potencia radiante de la luz
gue sale (80).
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6.5.2. 1 I nstrumentos de doble haz

En un espectrofotémetro de haz simple cuyos componentes son:

1) fuente de l&mpara o de sdlido incandescente;

2) cubeta de lamuestra;

3) selector de longitudes de onda;

4) detector fotoeléctrico y

5) sistemade tratamiento y lectura de sefiales, debe medirse primero el vaor PO con
una muestra de referencia por separado, este no es un procedimiento muy préactico, debido a
gue deben colocarse dos muestras diferentes en el haz de manera alternada. Esto causa
inexactitud, porque tanto la intensidad de la fuente como la respuesta del detector fluctian
en el transcurso del tiempo. Si hay un cambio en algunas de €llas entre la medicion de la
disolucion de referenciay de la muestra, la absorbancia aparente tendra error.

En cambio en un detector de doble haz, cuyos componentes son:

1) fuente de luz

2) monocromador de barrido

3) motor

4) espejo

5) espejo rotatorio (entrecortador del haz)

6) celda paralamuestra

7) celdaparalareferencia

8) espejo semitransparente

9) detector

10) amplificador

11) registrador, laluz pasa aternadamente por las celdas de muestray de referencia.
Esto se hace mediante un motor que hace girar un espejo dentro y fuera de la trayectoria de
laluz. Cuando el espejo obturador intermitente (entrecortador) no desvia € haz, laluz pasa
a través de la muestra, y €l detector mide la potencia radiante (Ps). Cuando dicho espejo
desvia el haz através de la celda de referencia, el detector mide (Pr). De esta forma, la luz
es desviada varias veces por segundo, y €l circuito compara autométicamente Pr y Ps para

obtener la absorbancia. Este procedimiento proporciona una correccion automética de
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fluctuaciones en la intensidad de la fuente o en la respuesta del detector, dado que la

potencia que sale de las dos muestras se compara con mucha frecuencia (80).

6.5.3 Aplicacion de las medidas de absorcion ultravioleta al andlisis cualitativo

L a espectrofotometria ultravioleta y visible tiene una aplicacion algo limitada para
el andlisis cuditativo, ya que el ndmero de maximos y minimos de absorcién es
relativamente peguefio. Por tanto unaidentificacion inequivoca es a menudo imposible.

A pesar de que no permite una identificacion inequivoca de un compuesto organico,
el espectro de absorcion en las regiones de ultravioleta y visible es, sin embargo, Gtil para
detectar |a presenciade ciertos grupos funcionaes que actuan como cromoforos (73).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La hipertension arterial constituye un problema de salud publica en nuestro pais.
Los riesgos a nivel cardiovascular y rend, entre otros, que caracterizan a esta enfermedad
son la principal causa de muerte. Esto implica un gasto anual millonario en medicamentos,
visitas al médico y pruebas de |aboratorio. A pesar de que en la actualidad existen farmacos
con propiedades antihipertensivas, la busqueda de principios activos con propiedades
farmacol6gicas similares o superiores y con menores efectos colaterales no ha cesado. Por
ello, la urgente necesidad de atender dicho problema de salud publica. EI empleo de plantas
medicinales con fines curativos es una practica que se ha utilizado desde tiempo
inmemorial. Sin embargo, frecuentemente se recomienda el uso de una planta sin tener un
conocimiento cientifico de las partes de esa planta que deben ser empleadas, el
procesamiento de la planta para obtener los principios activos que inducirdn el efecto
terapéutico, la via de administracion, el régimen de dosificacion, el mecanismo de accion y
lo més importante, si el empleo de la planta tiene el potencial terapéutico en el tratamiento
de esaenfermedad en particular y si carece de efectos col ateral es importantes. Debido a que
la Magnolia grandiflora se ha empleado en medicina tradicional para el tratamiento de
diversos padecimientos cardiovasculares, es importante conocer los efectos que pueden
tener los extractos de sus hojas sobre la presion arteria en ratas normo e hipertensas. Esto
con la finalidad de tener conocimiento fundamentado y en caso de poseer propiedades
antihipertensivas puedan ser utilizados en |a terapia como un posible coadyuvante en el

control de ésta enfermedad y asi dar un paso mas en el avance de la ciencia
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OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto de los extractos de las hojas de Magnolia grandiflora sobre la
presion arterial de ratas con hipertension arterial inducida por coartacion de la aorta

abdominal en comparacion con ratas normotensas.

OBJETIVOSPARTICULARES

1. Optimizar la obtencion de los extractos acuoso y organico de las hojas de Magnolia
grandiflora que muestren actividad hipotensora, con el fin de obtener principios activos

estables para estudios posteriores de identificacion.

2. Estudiar el efecto que produce la administracion aguda de los extractos de Magnolia
grandiflora sobre la presion arterial de ratas normotensas e hipertensas por coartacion

aortica.

3. Explorar el posible mecanismo mediante e cual €l o los principios activos de la

Magnolia grandiflora modifican la presion arterial.
4. Identificar por via grupo funcional, espectroscopia de infrarrojo, ultravioleta visible y

cromatografia de liquidos (andlisis cudlitativos especificos), él o los principios activos,

gue generen € efecto hipotensor.
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HIPOTESIS

El o los principios activos contenidos en las hojas de Magnolia grandiflora
disminuirdn la presion arteria en ratas con hipertension arterial secundaria a coartacion

aortica.



DISENO EXPERIMENTAL

Poblacion de estudio: Ratas Wistar macho de 200 a 250 g de peso en condiciones de

normotension (grupo control) y de hipertension.

Criterios de inclusion: Ratas control sin diferencias macroscopicas a nivel rena, que

presentaron valores de presion arterial mediaentre 90 y 129 mmHg.

Ratas con coartacion adrtica abdominal que presenten rifién derecho hipertréfico y
rifidn izquierdo isquémico, con valores de presion arterial media iguaes o superiores a 130

mmHg.
Criterios de exclusién: Ratas sometidas a coartacion adrtica que no hayan
desarrollado isgquemia del rifién o cuyos incrementos en la presion arterial con respecto al

control fueramenor de 30 mmHg.

Criterios de eliminacion: Ratas control o hipertensas que presenten abscesos 0

infecciones post-quirdrgicas.

Andlisis estadistico: t de Student entre ratas control y coartadas con los extractos, t

dosis por dosis.
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MATERIAL

* Vasosde precipitado de 50,100y 1000 mL de capacidad (Pyrex)

* Mortero con pistilo de 20 cm de didmetro interno (Vitrex)

» Parrilla con calentamiento y agitacion magnética (Corning)

» Columnaparafraccionamiento (Quickfit Assemblae)

e Estufacon vacio AN74 (H.W Anderson Products, inc. Anpro)

e Baanzaandlitica2474 (Sartorius)

» Bombaparavacio SASSNXGTE-4870 (Fischer Scientific)

* Tubo de pléstico paramicro centrifuga de 2 ml (Eppendorf)

» Tablaparacirugia

» Canulas desechables paraanimaes de 38x 1.27 cm. (gauge 20)

* Hilo de seda 000 para suturas quirargicas (Atramet Pes No. 35690 SSA)

» Gasas estériles absorbentes clasicade 7.5 x 5 cm (Curis Laboratorios)

» Bisturi del #4 (Stiller)

» Pinzasde diseccion con dientes de raton (Stiller)

* Pinzasde mosquito (Stiller).

» Pinzas hemostéticas rectasy curvas (Kelly)

* Pinzasde diseccion curvas (Stiller)

* Microjeringas Hamilton de 50,100 y 250 uL (Modelo DT100)

* Jeringasde 1,5y 10 mL (Plastipak B-D 21Gx32 mm)

e Lamparade luz ultravioleta de doble longitud de onda (254 — 365 nm), Modelo ENF-
240C, Marca Spectroline

» Placasdesilicagel para capafina GF 254 con revelador UV (23x125x0.5mm) , Modelo
7730/CC1000 (Merck)

» Camaras de elucion de 100 mm didmetro x 180 mm de altura ( Pyrex )

e Céamaras de revelado para vapores quimicos de 100 mm didametro x 180 mm de atura

(Pyrex)
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* Asgpersor (Pyrex)

* Tubosdeensaye devidrio de 10 y 25 mL (Pyrex)

e Columnade 25 cm de largo por 0.4 cm de diametro interno, empacada con Lichrosorb
C-18 con un tamafio de particulade 5 pm (Phenomex)

* Columnade 15 cm de largo por 4.6 mm de diametro interno, empacada con Ultrasphere
Octyl C-8 con un tamafio de particula de 5 um (Beckman)

» Cedade silvinacon bromuro de potasio

» Celdade cuarzo de 1 cm de espesor

REACTIVOS

» Cloruro de cacio, reactivo anaitico (Merck)

» Cloruro de sodio, reactivo analitico (Merck)

* Aguadesionizada

» Hidroxido de sodio, reactivo analitico (Merck)

* Yodo resublimado, reactivo analitico (Merck)

» Formaldehido en solucion (minimo 37%), reactivo analitico (Merck)
* Bicarbonato de sodio (JT Baker)

» Silicagd (Merck)

» Sulfato de cobre pentahidratado, reactivo analitico (Merck)
» Etanal, disolvente (Sigma)

» Azidade sodio, reactivo analitico (Merck)

« Acido clorhidrico, reactivo analitico (Fluka)

» Cloroformo, disolvente (Sigma)

» Nitroégeno, grado reactivo (Praxair)

» Carbdgeno, grado reactivo (Praxair)

« Eter etilico, reactivo paraandlisis (Merck )

* Pentobarbital sodico ( Pfizer)

* Heparinasolucion a 10 % (5000 Ul/mL) (PISA)
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Indometacina (Sigma)

L-NAME (Sigma)

Acido sulfarico 95-97 % , reactivo analitico (Fluka)
Dicromato de potasio, reactivo anditico (Merck)

Acido p-toluensulfonico, reactivo anaitico (Fluka)
Acido tricloroacético, reactivo analitico (Sigma)
Perdxido de hidrogeno 30 % , reactivo analitico (Merck)
CloraminaT, reactivo analitico (Sigma)

Clorhidrato de hidroxilamina, reactivo analitico (Merck)
Cloruro férrico, reactivo analitico (Fluka)

Hidroxilasa, reactivo analitico (Sigma)

Metavanadato de sodio, reactivo anditico (Fluka)

2,3- Dicloro-5,6-diciano-1,4-benzoquinona (DDQ), reactivo analitico (Aldrich)

Acetato de uranio, reactivo analitico (Fluka)
Granallade zinc, reactivo analitico (Aldrich)
Permanganato de potasio, reactivo analitico (Merck)
Cloruro de estafio (I1), reactivo analitico (Merck)

Y oduro de potasio, reactivo analitico (Merck)

Azul de bromofenol, indicador pH 3-4.6 (Merck)
Acetona, disolvente (Sigma)

Nitrato de plata, reactivo analitico (Merck)
Sulfanilamida, reactivo analitico (Merck)

1-butanol, disolvente (Sigma)

Nitrito de sodio, reactivo anaitico (Merck)

Nitrato detalio, reactivo analitico (Merck)
Carbonato de sodio decahidratado, reactivo analitico (Merck)
Acetonitrilo, grado cromatografico (Sigma)
Metanol, grado cromatogréfico (Sigma)

Acido fosférico, reactivo andlitico (Sigma)

Estandar tiramina-taurina (USP)
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e Estandar cafeina (USP)

EQUIPOS

» Poligrafo Grass Modelo 79D (Grass Instruments Co., Quincy Mass., USA)

» Transductor de presion Gould P23ID USA

» Cromatégrafo de liquidos, modelo System Gold, marca Beckman

» Espectrometro de infrarrojo, marca Sintex, modelo IR/ H-12/ Computarizado

» Espectrometro Modelo DW2000 Marca SLMAminco Urbanalllinois, Ohio, USA

METODOLOGIAS

OBTENCION DE EXTRACTOS

Las hojas de Magnolia grandiflora fueron recolectadas en e periodo de marzo a
julio nativas del Instituto Naciona de Cardiologia “Dr. Ignacio Chavez”, éstas se lavaron
con tres soluciones: La disolucion A se preparé mezclando cloruro de sodio 26.5 g, cloruro
de calcio 5 g, yodo resublimado 0.1 g y formadehido 5 mL en 2 litros de agua
desionizada. Ladisolucion B se prepar6 con 1 g de sulfato de cobre pentahidratado, 5 mL
de acido clorhidrico concentrado en 2 litros de agua desionizada (previamente calentada a
40°C antes de usarse) y la disolucion C se prepard con 20.5 g de bicarbonato de sodio, 100
mL de etanol en 400 mL de agua desionizada. Las hojas se pasaron por cada una de las
disoluciones mencionadas (A, B y C) y posteriormente se sometieron a secado entre 70 y
90 °C, durante dos horas. Se trituraron y pesaron para llevar a cabo la extraccion con agua
desionizada. Se calentd agua a 56 °C y se pasO a través de las hojas trituradas a fin de
extraer la fracciéon hidrosoluble, se filtré y el filtrado fue dividido en dos porciones. una

parte destinada parala extraccién acuosay otra parala fase organica (56).

EXTRACTO ACUOSO
La porcidn destinada para el extracto acuoso se agitd y burbujeo con nitrégeno por
15 min. Se prepararon 10 mL de &cido clorhidrico 2 N y 10 mL de &cido nitrico

concentrado y gradualmente se adicionaron 10 mL de &cido nitrico concentrado sin dejar de
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burbujear con nitrégeno y se degjo asi durante 20 min. Se adicionaron 10 mL de etanol y se
agito por 10 min. Posteriormente se filtrd el extracto acuoso y e filtrado se burbujed con
carbdgeno durante 10 min. Se afiadieron 10 mL de &cido clorhidrico 2 N y se burbujed con
carbogeno durante 10 minutos més. Se neutralizo la mezcla con hidroxido de sodio a 10 %
y se filtré através de una gasa muy fina. Enseguida se adicionaron 10 g de cloruro de sodio
y se centrifugd a 6000 rpm, durante 15 min. El sobrenadante se hizo pasar por una columna
cromatogréfica, empacada con 20 g de silica gel suspendidaen 20 mL de agua desionizada

y alas fracciones obtenidas se les agregd 10 mg de azidade sodio y se guardaron a—20 °C.

EXTRACTO ORGANICO

A lafraccion destinada para la extraccion organica, se le burbujed nitrégeno durante
20 min y se guardd a —20 °C. Posteriormente se hicieron 5 extracciones con 20 mL de
cloroformo cada una y los extractos obtenidos se mezclaron y se lavaron con solucion
sdina a 10 %, enseguida se adicionaron 2 g de bicarbonato de sodio a los lavados y se
volvieron alavar con agua desionizada hasta alcanzar un pH de 7.0 a7.5 y asi se obtuvo la
fase cloroférmica. Dicha fase se evgpor6 a presion reducida hasta la obtencion de pequefios
cristales los cuales se solubilizaron en etanol y se guardaron en refrigeracion a-20°C.

GENERACION DEL MODEL O BIOLOGICO DE HIPERTENSION.

M étodo de coar tacion.

Se usaron ratas Wistar macho, de 200 a 250 g. Previamente anestesiadas con éter
etilico y bgjo condiciones asépticas, se les practicd una incision en la region abdominal
media de aproximadamente 3 cm. Y sellevo acabo laparotomiaen la que se expusieron las
arterias renal derecha, mesentérica superior y aorta. En la aorta se practico una ligadura
parcial que se sitlio por debajo de las arterias renal derecha y mesentérica superior y por
encimade larenal izquierda, con un hilo de seda No. 000, de forma suficiente para reducir
en un 75% el flujo sanguineo adrtico; se suturo e animal por planos y se mantuvieron alos
animales por 28 dias, tiempo en el que desarroll6 la hipertension dependiente de
angiotensina Il. Antes de la operacion y durante el periodo post-operatorio, los animales

tuvieron acceso libre a alimento y agua. Los animales control se sometieron a mismo



tratamiento, con excepcion de laligadurade laaorta (81).

MEDICION DE LA PRESION ARTERIAL EN RATASNORMO E HIPERTENSAS

Ratas Wistar macho testigo (control) y con coartacion adrtica se les anestesio
profundamente con pentobarbital sodico (63 mg/kg i.p). En seguida, se realizo
tragueotomia para permitir la respiracion, la canulacion de la arteria carétida se consiguio
mediante la reaizacion de un corte en la parte frontal del cuello de la ratay separando los
tejidos hasta exponerla, se diseco, se limpid de tejido conectivo y se refirid con dos hilos de
seda No. 000. El flujo sanguineo se interrumpio por oclusion de la arteria proximal al
corazén con una pinza hemostatica, y el lado distal se ligd definitivamente con hilo de seda.
Se realiz6 un pequefio corte transversal en la arteria, tan cerca a extremo ligado como fue
posible y en un angulo que permitié levantar, con una pinza, la pared del vaso mientras se
insertd lacanulay ésta se ligo alrededor del vaso con el segundo hilo. La canulase aineo al
vaso atandola a hilo colocado en la parte distal. La canula estuvo conectada ala camara del
transductor de presion y ambos se Illenaron previamente con solucion salina heparinizada
(10 unidades/mL ). La presion arterial se registro a través de un transductor (Gould P23ID
USA), conectado aun poligrafo Grass 7D (82). Laadministracion de los extractos acuoso y

organico de las hojas de magnolia se hizo via arteria femoral, con previacateterizacion.

Administracion de Indometacina para exploracion del posible mecanismo de accion
del extracto crudo acuoso.

La participacion de los metabolitos del acido araguidonico via ciclo oxigenasa se
evaluo administrando a las ratas de ambos grupos, Indometacina (3 mg/kg i.v.) diluidaen 1
mL de volumen final de bicarbonato de sodio a 4.8 %. La administracion se llevo acabo a
unavelocidad de 1 pL/min. La presion arterial fué monitoreada durante la administracion
de indometacina y durante la respuesta a 60, 80 y 100 pL del extracto crudo acuoso en

presenciade indometacina
Administracion de L-NAME para exploracion del posible mecanismo de accion del

extracto crudo acuoso.
La participacion del NO mediando la respuesta del extracto crudo acuoso de
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Magnolia grandiflora fué evaluada administrando a las ratas de ambos grupos L-NAME
(11 pmol/kg i.v) en solucion salina por 20 minutos. La administracion se llevé a cabo a
unavelocidad de 1 pL/min. Lapresion arterial fué monitoreada durante su administracion
y durante la respuesta a 60, 80 y 100 pL del extracto crudo acuoso en presencia de L-
NAME.

ANALISIS DE GRUPOS FUNCIONALES CONSTITUTIVOS MEDIANTE
REACTIVIDAD QUIMICA SELECTIVA.

M etodologia para el proceso de identificacion (83).

Para llevar a cabo la identificacion de los grupos funcionales presentes en los
extractos de las hojas de Magnolia grandiflora se aplicaron 2 pL de cada fraccién por
separado en una placade silica gel para capa fina GFs4, €eluyendo con 5 mL de cloroformo

y se sometio cada placa alas siguientes técnicas de revelado:

Acido sulfocromico, reactivo general de identificacion para sustancias organicas
Se disolvieron 5 g de dicromato de potasio en 100 mL de &cido sulfurico a 40%,
con esta disolucion se rocio la placa, dejandola secar durante 10 min y se calentd a 150 °C

durante 15 min.

Acido paratoluensulfénico para esteroides, flavonoidesy catequinas
La placa cromatogréfica se rocié con una solucion de &cido p-toluensulfénico a
20% en cloroformo, se seco a temperatura ambiente y posteriormente se calentd a 100 °C

por 5 min.

Acido tricloroacético para esteroides, glicosidos de digital y alcaloides de Veratrum
Para llevar a cabo la identificacion de esteroides, glicosidos digitélicos y acaloides
de veratrum, se prepararon las siguientes disoluciones: A) &cido tricloroacético a 25%, B)
&cido tricloroacético al 1%, ambas en cloroformoy C) 3.3 g de acido tricloroacético en 10
mL de cloroformo con 2 gotas de solucion de peroxido de hidrégeno al 30%. Las

disoluciones se aplicaron en el siguiente orden: 1) solucién A, 2) solucion B y 3) solucion
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C, dgando secar la placa a temperatura ambiente en cada una de las aplicaciones.

Posteriormente |a placa cromatografica se sometio a calentamiento durante 10 min a 120°C.

Cloramina T para cafeina

La presencia de cafeina en los extractos acuoso y organico de las hojas de M.
grandiflora, fue evaluada mediante el uso de unadisolucién acuosa de cloraminaT a 10%.
La placa cromatogréafica se rocio con dicha solucion y tras secar brevemente se rocié con
&cido clorhidrico 1 N. Posteriormente se calenté a 98°C, hasta la desaparicion del olor a
cloro y se satur6 por 5 min con una disolucion de amoniaco a 25%. Una vez seca la placa
se calentd brevemente hasta que la coloracién rosa de las manchas se hizo mas intensa.

Cloro-pirazolona-cianur o para indoles, amidasy sulfonamidas

La identificacion de indoles, amidas y sulfonamidas, se llevd a cabo mediante la
reaccion de cloracion, se someti6 la placa cromatogréfica durante 3 min en una atmésfera
de cloro, producida con una solucion de permanganato de potaso a 25% en &cido
clorhidrico. Se secO a temperatura ambiente por 5 min, después se calentdé a 100°C, hasta
eliminar el exceso de cloro, se enfrid la placay se roci6 con A) 1-fenil-3-metil-5-
pirazolona en piridina 0.2 M, hasta que comenzé a ponerse transparente, posteriormente se
rocio con B) cianuro de potasio 1 N y por ultimo con una mezcla de volumenes iguales de
AyB.

Cloruro de estafio (I1) - yodur o de potasio paraionesoro

Laidentificacion de iones oro, se realizé disolviendo 5.6 g de cloruro de estafio (1)
en 10 mL de &cido clorhidrico al 36%. Posteriormente se diluyé a 100 mL con agua
desionizada, en seguida se agregaron 0.2 g de yoduro de potasio y con esta solucion se
rocio la placa cromatografica, dejandola secar atemperatura ambiente.

Nitrato de plata- azul de bromofenol (reactivo de Wood) para purinas
La identificacion de purinas, se llevo a cabo, mezclando volimenes iguales de una
disolucion de azul de bromofenol a 0.4% en acetona y una disolucién de nitrato de plata

2% en agua, con ésta mezcla se rocid la placa cromatografica, se coloco en un recipiente
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gue contenia solucion de amoniaco al 25% y se secd con aire caliente para eliminar el

exceso de éste.

Sulfanilamida diazoada (reactivo de Pauly segin Kutacek) para fenoles, aminas
copulativasy heter ociclos

Para la identificacion de fenoles aminas copulativas y heterociclos, se usaron las
siguientes disoluciones: A) 3 g de sulfanilamida en 200 mL de agua desionizada, con 6 mL
de &cido clorhidrico a 36% y 14 mL de 1-butanol. A 20 mL de esta disolucion se le
agregaron 0.3 g de nitrito de sodio, y B) disolucion de carbonato de sodio a 10% en agua
desionizada. Se rocio la placa cromatogréfica primero con la solucién A y después de 10
min con lasolucion B. Se dejé secar atemperatura ambiente.

Posteriormente, se llevé a cabo laidentificacion de grupos funcionales, mediante la
prueba a la gota, donde se hizo reaccionar la muestra con diferentes reactivos especificos
para grupos como amidas, cetonas, imidazolinas y é&cidos carboxilicos, siguiendo las

siguientes técnicas:

M étodo de complejo defierro (111) paraidentificacion de amidas

Paralaidentificacion de amidas, en un tubo de ensaye de 5 mL se coloco 0.1 mL de
la muestra, se le agregd una gota de clorhidrato de hidroxilamina a 0.01%, se mezclaron e
inmediatamente se le adiciond una gota de cloruro férrico al 0.01% y posteriormente una

gotade hidroxilasal N.

M étodo de oxidacion de vanadio para identificacion de cetonas

Para la identificacién de cetonas, a 0.1 mL de lamuestra se le adicioné una gota de
etanol acalino, enseguida una gotas de metavanadato de sodio en disolucion é&cida al
0.001%, una gotade DDQ a 0.001% y por ultimo 5 gotas de agua desionizadafria (-2 °C),

con agitacion constante.
M étodo de complejo de uranio para identificacion de imidazolinas

Para la identificacion de imidazolinas, se hizo reaccionar 0.1 mL de muestra, con

una gota de hidréxido de sodio 1 N, una de acetato de uranio en medio acuoso a 0.0001%,
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2 mg de grandla de zinc, lavada y secada previamente y por Ultimo una gota de &cido

clorhidrico concentrado frio, con agitacion constante.

M étodo de precipitacion detalio para identificacion de &cidos carboxilicos

Para laidentificacion de grupos carboxilos, a0.1 mL de la muestra se le agregd una
gota de nitrato de talio a 0.0001 % en medio acuoso, una gota de &cido clorhidrico al
0.002% y una gota de hidréxido de sodio al 0.002% caliente, la mezcla se agitd durante 1

min y después se enfrié a4°C.

ANALISIS POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION
(CLAR).

Se inyectaron 100 puL de muestra de cada extracto por separado y de los estandares
a través de una columna de octil-celulosa cuyas dimensiones son de 4.6 mm diametro
interno y 15 cm de largo, usando como fase movil agua/acetonitrilo (5:95 v/v), a una
velocidad de flujo de 5 mL/min, con una presiéon del sistemade 0.5+ 0.05 kpsi y de 1.2 +
0.10 kpsi para la segunda corrida analitica, en un cromatografo de liquidos System Gold de

Beckman.

ANALISISESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO

L os extractos concentrados obtenidos, acuoso y orgénico, de las hojas de Magnolia
grandiflora, se colocaron por separado en celdas de slvina con bromuro de potasio,
colocando la celda en la respectiva portacelda del espectrofotometro de infrarrojo, se
seleccion6 una velocidad de barrido de 10 cm™/seg. en un rango de 4000 a 500 cm™, a su
vez se gustd a cero de asorbancia en automatico y 100 % de transmitancia, voltaje y
sistemas de l&mparas, asi como gjuste automéatico a cero de absorbancia, rejillas, sistemade
deteccion, en el modo preescaneo. Ya verificados los gustes se procedid a registrar el

espectro de |os extractos.
ANALISISESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA

El extracto crudo obtenido de las hojas de Magnolia grandiflora se coloc,

previamente filtrado (membrana de nitrocelulosa de 0.8 pcm), en una celda de cuarzo de
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1cm de espesor. Posteriormente, se efectudé un barrido espectral abarcando la region
ultravioleta-visible (0-1100 nm). Ya verificados los ajustes se procedié a registrar el
espectro del extracto en comparacion con un blanco (medio extractor agua).

Una vez terminado el andlisis espectral del extracto respectivo, se realizo una prueba
quimica para deteccion de aminas arométicas en la muestra. La cual se corrié bajo los
mismos parametros que el espectro inicia unavez agregado ala celda 200 uL del marcador
de aminas aromaticas (acetiluro de amonio en medio amoniacal en presencia de sales de

cobalto amortiguadas apH 4.6 con écido acetil-acetato) (84).
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RESULTADOSQUIMICOS

La extraccion de los principios activos de M. grandiflora rindio dos fases: 1) Fase

acuosa y 2) Fase orgénica. La fase acuosa estuvo constituida por un liquido color café

dorado, cuyos componentes fueron separados por cromatografia en columna, obteniéndose

las fracciones | y Il. Lafraccion | de color amarillo tenue y lafraccion 1l de coloracion café

dorada. Por otro lado, el extracto cloroformico presentd cristales casi blancos que fueron

disueltos en a cohol para su posterior administracion.

Tabla 4. Andlisis de grupos funcionales mediante r eactividad quimica selectiva.

Prueba Quimica

) Nitrosaminas
Acido sulfocromico, reactivo genera de identificacion para

Resultado

M étodo de precipitacion detalio

sustancias organicas Positiva
) Esteroides, flavonoidesy catequinas
Acido paratoluensulfonico para esteroides, flavonoides vy Positi
catequinas ositiva
) Terpenos
Acido tricloroacético para esteroides, glicosidos de digital y .
alcaloides de Veratrum Positiva
Cafeina Positiva
CloraminaT para cafeina
_ _ Amidas _ Positiva
Cloro-pirazolona-cianuro para indoles, amidas y sulfonamidas
Xantinas
Cloruro de estafio (I1) - yoduro de potasio para iones oro y Positiva
método de complejo de fierro 111
Purinas
Nitrato de plata-azul de bromofenol (reactivo de Wood) para .
: Positiva
purinas
Heterociclos
Sulfanilamida diazoada (reactivo de Pauly segin Kutécek) para Positiva
fenoles, aminas copulativas y heterociclos
Cetonas
M étodo de oxidacion de vanadio Positiva
I midazolinas
M étodo de complejo de uranio Negativa
Acidos carboxilicos Positiva
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ANALISISDE RESULTADOS QUIMICOS.

Analisis cromatograficoy de pruebasa la gota

El andlisis por cromatografia en capa fina nos permitio identificar varios grupos
funcionales (Tabla4).

Las nitrosaminas, a ser reveladas con dicromato de potasio en acido sulfdrico,
presentaron una fluorescencia azul en la parte superior de la placa cromatogréfica, o que es
caracteristico de los compuestos organicos presentes en |os extractos acuoso y cloroférmico
de las hojas de Magnolia grandiflora, cabe mencionar que también se observaron
compuestos inorganicos en ambos extractos, ya que se presento una coloracion amarilla
anaranjada en la parte inferior, que no reacciono con el sistemarevel ador.

Con el &cido p-toluensulfonico en cloroformo, se identificaron esteroides,
flavonoides y catequinas en los extractos organico y acuoso de las hojas de Magnolia
grandiflora, por la presencia de manchas fluorescentes observadas a la luz UV de onda
larga, caracteristicas de estos grupos funcionales.

Otro método empleado indicativo de la presencia de esteroides, glicosidos de digital
y alcaoides de Veratrum, es utilizando acido tricloroacético en cloroformo a diversas
concentraciones, el cua presentd diferentes coloraciones al ser observada la placa alaluz
natural, asi pues, se tuvo un color anaranjado fuerte en la parte superior, seguido de una
coloracion rosa salmon, un color rosa palido, manchas blancas y en la parte inferior blanco,
a longitud de onda corta de 254 nm, revel6é solo emisién de fluorescencia violeta, en
cambio a luz UV de longitud de onda larga, €l rosa palido observado a luz natura en la
parte superior de la placa, revelé de color azul violeta 'y la mancha de color rosa salmoén
revelo dos colores azul blanquecino brillante que emitié fluorescencia 'y arriba de éste un
color amarillo limén que también era fluorescente, lo que presume la existencia de dos
grupos funcionales.

La presencia de cafeina en ambos extractos, se identificd haciendo reaccionar una

solucion de cloramina T en agua, y posteriormente con &cido clorhidrico 1 N, la cua

77



presentd manchas de color rosa, que se hizo mas intenso mediante calentamiento. Este
color es caracteristico de la presencia de la cafeina, sin embargo para identificarla
plenamente, se anaizaron los extractos acuoso y organico, por medio de HPLC dando
positivo el andlisis, ya que a correr el estandar de cafeina, por CLAR, junto con los
extractos, éstos presentaron tiempos de retencion similares a los relativos observados para
el estandar.

Los grupos funcionales como indoles, amidas y sulfonamidas en los extractos, se
identificaron a través del revelado con cloro-pirazolona-cianuro, observandose después de
ello manchas de color rojo que viraron a azul después de 2 minutos, caracteristico de estos
grupos.

Al revelar las xantinas con cloruro de estafio (1V), éstas aparecieron en forma de
manchas blancas, algunas de ellas no revelaron debido a que se complearon, esto
observado en el punto de aplicacion de las muestras, ya que ahi gparecié un color negro,
esto sucede cuando no reaccionan con el revelador.

En los extractos de las hojas de Magnolia grandiflora, también estuvieron presentes
las purinas, ya que al ser reveladas con nitrato de plata-azul de bromofenol (reactivo de
Wood), éstas presentaron fluorescencia azul blanquecina a longitud de ondade 365 nm, ala
luz visible revelo de color amarillo claro, sin embargo, con este sistema revelador, los
compuestos poco polares no revelaron ya que se diluyd con mezcla polar.

Por otra parte, los grupos heterociclicos, fenoles y aminas copulativas con el
reactivo de Pauly segin Kutacek (sulfanilamida diazoada), se hicieron notar mediante
manchas blancas caracteristicas de los grupos heterociclicos, ademas se puede inferir la
presencia de los fenoles y aminas, ya que en la placa cromatografica se observaron también
manchas de color anaranjado y amarillas negruzcas.

A través del andlisis a la gota, se pudieron identificar grupos funcionaes
especificos, como las cetonas, que se hicieron presentes por la aparicion de un color
naranjaintenso, dando positiva lareaccion, ya que se llevo acabo la oxidacién del vanadio,
por lo que se infiere que hay un grupo cetonico en los extractos de las hojas de Magnolia
grandiflora. Asimismo, se observé la presencia de &cidos carboxilicos, ya que a hacer
reaccionar el nitrato de talio, con &cido clorhidrico e hidroxido de sodio, se form6 un

precipitado blanco, para confirmar, éste se trato con cloruro de oro, formandose asi un
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precipitado de color amarillo paja, que virdé aazul marino.

Sin embargo, a hacer reaccionar |os extractos para formar el complejo de uranio,
con grandla de zinc y &cido clorhidrico, no se observé cambio de color en la reaccién,
dando negativala presencia de imidazolinas.

Todo este andlisis nos da la pauta para enfocar el estudio de reactividad funcional en
base a los grupos detectados, lo cual permitird afinar el método de andlisis a la gota para
aplicar con precision las pruebas quimicas especificas para la deteccion de la o las
sustancias que resulten bioactivas en estos extractos.

Andlisisde Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR)

En el cromatograma del extracto crudo de las hojas de M.grandiflora (Figura 4a)
obtenido mediante ésta técnica y corrido en condiciones similares a la referencia (mezcla
tiramina-tauring, Figura 4a), se pudo notar la presencia de tiramina en la muestra, ya que a
simple vista, el extracto presentd un pico corresponde a la referencia de tiramina, en éste
caso, €l pico es similar en posicién, tamafio y en tiempo de retencion.

Al sobreponer los cromatogramas tanto de muestra como referencia, como se ve en
la parte b, corroboramos la presencia de la tiramina en el extracto, lo que nos da la pauta
para sefidar que éste compuesto ésta presente en el extracto crudo, segun lo sefidado por
Matsutani en 1975 (59).

Otro compuesto de interés identificado por andlisis via grupo funciona y
verificando através de CLAR, fue lacafeina, lacual al estar presente en los extractos puede
ocasionar elevaciones agudas de la presion arterial (85-87). Se muestran los cromatogramas
(Figura5) en laparte a, estandar de cafeina (parte superior) y de extracto crudo de las hojas
de M. grandiflora (parte inferior), corridos de manera similar, el extracto presenta el pico
caracteristico del estandar de cafeina. Aunque a sobreponer los cromatogramas parte b, se
observa que esta presente la cafeina en el extracto crudo, corroborandose a agjustar los
tiempos de retencién.

Al redlizar el estudio con el extracto organico, se observa (Figura 6a), estandar de
cafeina (parte superior) y extracto organico (parte inferior), en la parte b a sobreponer las

muestras y en la parte ¢ a corregir los tiempos, se ve claramente la presenciade la cafeina
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en el extracto y en mayor proporcion, ya que presentan tiempos de retencién, posicion y
tamafio similares.

Para el extracto acuoso fraccion I, en la parte a (Figura 7), parte superior €l
cromatograma del estandar de cafeinay en la parte inferior el cromatograma del extracto.
El pico de la muestra es de menor tamafio que la referencia, se puede ver en la parte b, a
sobreponer 1os picos y en la parte ¢ en la correccion de los tiempos de retencién, lo cual

indica que también esta presente |la cafeina en éste extracto.
Andlisis de Espectroscopia de I nfrarrojo

Como prueba presuntiva, cada uno de los extractos obtenidos de las hojas de
Magnolia grandiflora (crudo, acuoso fraccién | y organico), se analizaron bgo
espectroscopia de infrarrojo en celdas de Silvina-AgBr encontrando o siguiente:

Se puede ver que en el extracto crudo (Figura 8), entre los 4000 y 2856 cm™, existe
la posibilidad de encontrar grupos funcionales de tipo hidroxilo (3450 cm™), metilo (2925
cm™) e inflexiones aquilica (2939, 2880 y 2850 cm™). De los 2410 a los 1500 cm™, se
tiene identificado tres picos o bandas que corresponden a grupos carbonilo ya sea en &cidos
carboxilicos o formando algin otro tipo de compuesto como ésteres (1736 cm'™), amidas
(1685 cm™) eiminas (1649 cm™). A los 1500 y 1070 cm™ tenemos |a presencia de la banda
indicativa del grupo nitrosaminas N-N=0 (1448 cm™) e isocianato o nitro aromético (1352
cm™), amina (1168 cm™) y, al final, alos 1070 y 400 cm™, se tiene una banda tipica de las
cetonas (1030 cm™), nitrosaminas (1019 cm™). A partir de 1000 cm™ se encuentran los
sobretonos 640, 599 y 490 cm™, que son caracteristicos para grupos esteroideos o
carbonilos, que de igua manera que en el extracto acuoso |os pueden estar enmascarando 'y,
el Ultimo sobretono (490 cm™) indicala flexién del grupo imina.

En el espectro de IR del extracto organico (Figura 9), €l pico variante en la region
de 4000 a 2856 cm™, en comparacion con el extracto crudo, es el que identifica a grupo
funcional metilo (2925 cm™) ya que éste, esta més definido y, los que representan a grupo
carbonilo por lo general no varfan (2880 y 2850 cm™). Al igual que en laregion de 2410 a
1500 cm™ el pico caracteristico del grupo éter (1736 cm™) se ve més definido. De nueva

cuenta, se observa en este espectro, el pico de laimina (1649 cm™) y de 1500 a 1070 cm™
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se tienen diversas bandas, que indican de manera presuntiva la presencia de grupos tales
como aminas (1168 cm™) y los respectivos sobretonos que aparecen en los espectros
anteriores.

El extracto acuoso fraccion |, entre los 4000 y 2856 cm™, muestra una banda tipica
de grupos funcionales hidroxilo (3450 cm™). En la regién comprendida entre 2410 y 1500
cm™, se observa la presencia de grupos carbonilo (1736 cm™) polifuncionaes y muy
particularmente de tipo ceténico (1685cm™); asi mismo, se observa la presencia de iminas
(1649 cm™). Entre 1500 y 1070 cm™, existe la presencia de cuatro bandas, las cuales
corresponden a grupos vinilaminicos (1460 cm), moléculas de amonio (1408 cm™),
arométicos (1352 cm'™) y aminas (1168 cm™). Por dltimo entre 1070 y 400 cm™, se observa
la banda caracteristicadel grupo funcional éter alifatico (1030 cm™). Cabe mencionar que a
partir de 1000 cm™ se encuentran los sobretonos o huellas confirmativas que ratifican la
sefid correspondiente al grupo funciona detectado en laregion de los 4000 a 1000 cm™. Es
importante sefialar, que en este caso en particular, como se trata de una muestra que
contiene una mezcla de sustancias, |os sobretonos observados, pueden enmascarar grupos
funcionales de interés, como en este caso los carbonilos o esteroides que enmascaran a
grupos funcionaes de menor absorcién alaradiacion infrarroja. Asi pues, se tiene que alos
992 y 983 cm™, se presentan bandas de flexion del enlace carbono-hidrégeno (C-H) fuera
del plano correspondiente a los aquenos y, alos 599 cm™, hay un sobretono con ligeras
curvaturas que enmascara a los grupos carboxilatos y esteroides no hormonales. Por ultimo,
el sobretono encontrado a los 490 cm™ indica una flexién del enlace carbono-oxigeno-
nitrégeno (CON) que corresponde a una amida presente en el extracto acuoso (Figura 10).

Como se puede ver en los espectros de infrarrojo de cada extracto, existen
diferencias en cuanto a las bandas encontradas entre 4000 y 2856 cm™ debido a que en el
extracto acuoso se puede observar |a presencia de una sola banda a los 3450 cm™ mientras
gue en el extracto organico y crudo, hay similitud en las bandas encontradas a los 2925,
2980y 2850 cm™.
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Andlisis de Espectrofotometria Ultravioletay Visible.

El espectro ultravioleta visible de la muestra, en éste caso solo del extracto crudo,
ya que éste present6 el efecto farmacol bgico deseado, esta representado en A (Figura1l), el
espectro ultravioleta visible del extracto crudo més el marcador de aminas arométicas en B
(Figura 12) y la sobreposicion de ambos espectros (Figura 13), en donde se visualiza que el
area bgjo la curva entre uno y otro reporta una reaccion de intensificacion de aminas
arométicas, asi pues, se llevo a cabo la identificacion cualitativa de aminas arométicas, ya
gue se ha visto que algunas, como la feniletilendiamina, presentes en la mayoria de las
plantas de éste género, producen efectos vasodil atadores.

Estos datos tan sdlo pueden servir como una guia aproximada para laidentificacion
de moléculas, debido a que las posiciones de los maximos se ven también afectadas por la
composicion de la muestra

ANALISISDE RESULTADOS FARMACOL OGICOS.

En la evaluacion farmacoldgica de la administracion de las diferentes fracciones
obtenidas de M. grandiflora encontramos que el extracto crudo tiene efecto hipotensor
(Gréfica 1), mientras que las fracciones acuosa | (Grafica 2) y organica (Gréfica 3)
producen el efecto contrario (hipertension). El efecto hipotensor se presento tanto en las
ratas normotensas como en las hipertensas, en forma independiente de dxido nitrico y de
prostaglandinas. Estadisticamente no se encontré diferencia significativa entre €ellas. En el
extracto crudo se encuentran presentes diferentes compuestos que posiblemente ejercen
algun efecto en la presion arterial, como lo son el vulgarenol, 2-p-hidroxifenil-2-hidroxi-
etilamina, magnograndidlido, tiramina, entre otros.

Cuando se administraron los extractos acuoso (Fraccion I) y organico se produjo un
aumento en la presiéon arterial, este efecto puede ser atribuido a la presencia de cafeina y
tiramina, las cuales aumentan la tension arterial, estimulando a sistema nervioso central e
incrementando la actividad del corazon produciendo vasoconstriccion.

Al observar que el efecto deseado se presento con la administracion del extracto

crudo alas dosis de 60, 80 y 100 uL, se procedid a evaluar € posible mecanismo por el
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cual se da la disminucion de la presion arterial en ratas hipertensas por coartacion de la
aorta. Administramos L-NAME, el cual inhibe la sintesis del 6xido nitrico (88) para evaluar
su posible participacion. Nuestros resultados muestran que el extracto crudo mantuvo su
capacidad hipotensora alin en presencia de L-NAME, lo que indica que los compuestos
contenidos en el extracto crudo de las hojas de Magnolia grandiflora actdan por un
mecanismo que no involucrala participacion del NO.

De forma semejante, se hizo uso de laindometacina (89), para inhibir la sintesis de
prostaglandinas. El efecto hipotensor obtenido con la administracion del extracto crudo
persistio a pesar de la presencia de Indometacina, 1o cual indica que los compuestos
contenidos en el extracto crudo de las hojas de Magnolia grandiflora actdan por un

mecanismo que no involucrala participacion de las prostaglandinas.
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Analisis por cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPL C)
de

Estudio comparativo del extracto crudo de las hojas de M. grandiflora y mezcla

estandares de tiramina-taurina.
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Figura 4a. En la parte superior podemos observar el cromatégrama obtenido del extracto
crudo de las hojas de M. grandiflora y en la parte inferior el cromatdgrama

obtenido de lamezcla de estandares tiramina-taurina
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las hojasde M. grandiflora y lamezcla de estandares tiramina-taurina

Estudio comparativo del extracto crudo de las hojas de M. grandiflora y estandar de
cafeina.
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Figura 5a. En la parte superior podemos observar €l cromatdégrama obtenido del estandar
de cafeinay en la parte inferior el cromatograma obtenido del extracto crudo de
las hojas de M. grandiflora.
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Parte c. Correccion de tiempos de retencidn para comparacion entre estdndar de cafeina 'y
extracto crudo de las hojas de M.grandiflora.

Estudio comparativo del extracto organico de las hojas de M. grandiflora 'y estandar de
cafeina.
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Figura 6a. En la parte superior podemos observar €l cromatdgrama obtenido del estandar
de cafeinay en la parte inferior el cromatdgrama obtenido del extracto organico
delashojas de M. grandiflora.
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Figura 7a. En la parte superior podemos observar el cromatdgrama obtenido del estandar
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Andlisis por Espectroscopia de Infrarrojo

DATE © 04/27/2000 RECORD : IR-DB-20000427-000123
SAMPLE ©  Extrado Crudo
BREAKUP : Silvina/ AgBr
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Figura 8. Espectro IR obtenido del extracto crudo de las hojas de M. grandiflora.
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DATE
SAMPLE
BREAKUP

T 0412712000
: Extracto Orgérico
: Sivina/ AgBr

RECORD :

IR-DB-20000427-000124

% Transmittance

2815

T T
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Wave numbers ( cmr1)

Figura 9. Espectro IR obtenido del extracto organico de las hojas de M. grandiflora.

DATE
SAMPLE
BREAKUP

042712000
©  Extracto Acuoso
: Silvina/ AgBr
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Figura 10. Espectro IR obtenido del extracto acuoso fraccion | de las hojas de M.

grandiflora.
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Andlisis por Espectrofotometria Ultravioletay Visible
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Figura 11. Espectro UV obtenido del extracto crudo de las hojas de M. grandiflora.
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Figura 12. Espectro UV obtenido del extracto crudo mas marcador de aminas aromaticas
de las hojas de M. grandiflora.
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Figura 13. Superposicion de los espectros UV obtenidos del extracto crudo y del mismo
extracto crudo
A) mas marcador de aminas arométicas
B) delas hojas de M. grandiflora.

RESULTADOSFARMACOL OGICOS

Desarrollo de la Hipertension Arterial.
Veintiocho dias después de la coartacion adrtica abdomina a ratas Wistar macho, se

produjeron cambios macroscdpicos anivel rena en el caso de las ratas ligadas. El rifidn que
se ubicd por debgo de la ligadura (izquierdo) se tornd isquémico, de color amarillo y
redujo visiblemente su tamafio, a diferencia del rifibn que se ubicd por encima de la
ligadura (derecho) que se torn6 hipertrofico, evidenciandose por un aumento de tamafio. La
ligadura de la aorta produjo un aumento significativo de la presion arterial media en ratas
ligadas (161.5 £ 7 mmHg) en comparacion con las ratas fal samente ligadas en las cuales no

hubo aumento (88 + 3 mmHg) ni cambios anivel renal.
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La administraciéon intravenosa de diferentes volumenes (10, 20, 40, 60, 80 y
100uL) del extracto crudo de M. grandiflora produjo disminucién en la presion arterial
media de ratas control (normotensas) y ratas con coartacion aortica (hipertensas). El efecto
hipotensor fue semejante en ambos grupos experimentales con 10, 20, 40 y 80 uL del
extracto, y fué notablemente mayor en las ratas con hipertension arteria (p<0.05).

Volumen de Extracto Crudo de Magnolia grandiflora (ML)

0 , 20 .60 80 , 100
l

o
I

-20.]
-304
40

-504

_60-_ . o0l
-70- Hipertensas

Cambios dela Presion Arterial Media (mmHg)

-804

Gréfica 1. Efecto del extracto crudo de Magnolia grandiflora sobre la presion arterial.
Lasbarrasquerepresentan el promedio de 5 experimentost e.s.
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La administracion intravenosa de diferentes volumenes (10, 20, 40, 60, 80 y 100 pL) del
extracto acuoso de M. grandiflora produjo cambios en la presion arteriad media de ratas
control (normotensas) y ratas con coartacion adrtica (hipertensas). En las ratas control
pudimos observar un efecto hipertensor con la dosis administrada en 10, 40, 60 y 80 pL,
mientras que en la administracion de 20 y 100 yL produjeron disminucion de la presion
arteria. El efecto producido en las ratas hipertensas fue invariablemente hipertensor atodas
las dosis administradas.

Volumen de Extracto Acuoso de Magnolia grandiflora (uL)
10 20 40 60 80 100

-10
1 B o0l

-159 — Hipertensas

=20

-25-

Cambios en la Presion Arterial Media (mmHQ)

Grafica 2. Efecto del extracto acuoso fraccion | de Magnolia grandiflora sobre la
presion arterial. Las barras que representan el promedio de 5 experimentos+ e.s.
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La administracion intravenosa de diferentes volumenes (10, 20, 40, 60, 80 y 100 pL) del
extracto organico de M. grandiflora produjo aumentd en la presion arterial media de ratas
control (normotensas) y ratas con coartacion adrtica (hipertensas). El efecto se presenté en
formaindependiente de la dosis recibida

357 - 35
. I Control i

E 30 "1 Hipertensas L 30
T i
£ e
< 25- - 5
s

T 20" - 20
E p L

B 15 - 15
8 A
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()] - L
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(@] - -
5 ° S
= i

3

© o- - - - - - - 0

10 20 40 60 80 100 120

Volumen de Extracto Organico de Magnolia grandiflora (uL)

Grafica 3. Efecto del extracto organico de Magnolia grandiflora sobre la presion
arterial. Lasbarrasrepresentan el promedio de 5 experimentos+ e.s.
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A fin de explorar el mecanismo por el cual el extracto crudo de M. grandiflora produjo
disminucién de la presion arterial, Ilevamos a cabo su evaluacion en presencia de un
inhibidor de la sintesis de 6xido nitrico, el metil ester de nitro-L-arginina (L-NAME). La
administracion intravenosa de 60, 80 y 100 pL del extracto crudo de M. grandiflora
produjé disminucién en la presion arteria media de ratas control (normotensas) y ratas con
coartacion adrtica (hipertensas) aln en presencia del L-NAME. Lo cual sugiere que el
efecto hipotensor es independiente de un efecto vasorrelgjante mediado por Oxido nitrico
(p<0.05).

Volumen de Extracto Crudo de Magnolia grandiflora (uL)
60 80 100

-10

220

-407

50

-60 7 B Control + L-NAME
Hipertensas + L-NAME

Cambio de Presion Arterial Media (mmHg)

70

Grafica 4. Efecto del L-NAME vy del extracto crudo de Magnolia grandiflora sobre la
presion arterial. Las barras querepresentan el promedio de5 experimentos+ e.s.
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A fin de explorar otro mecanismo por el cua el extracto crudo de M. grandiflora produjo
disminucién de la presion arterial, Ilevamos a cabo su evaluacion en presencia de un
inhibidor de la sintesis de prostaglandinas, la Indometacina. La administracion intravenosa
del extracto crudo de M. grandiflora (60, 80 y 100 uL) produjé disminucién en la presién
arterial media de ratas control (normotensas) y ratas con coartacion adrtica (hipertensas)
ain en presencia de Indometacina. Lo cua sugiere que el efecto hipotensor es
independiente de un efecto vasorrel gjante mediado por prostaglandinas (p<0.05).

Volumen de extracto Crudo de Magnolia grandiflora (uL)
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Gréfica 5. Efecto de la Indometacina y del extracto crudo de Magnolia grandiflora
sobrela presion arterial. Las barras que representan el promedio de 5 experimentos +
e.s.
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CONCLUSIONES

Los principios activos contenidos en el extracto crudo de las hojas de Magnolia
grandiflora tienen capacidad hipotensora. Este efecto es exclusivo del extracto crudo ya
gue, la administracion de los extractos organico y de la fraccion del extracto acuoso,
produjo un efecto hipertensor.

El mecanismo hipotensor ejercido por los componentes del extracto crudo en las
ratas normotensas e hipertensas es independiente de la participacion de prostaglandinas
relgjantes y de la participacion del éxido nitrico.

Aunque se pueden identificar, en el extracto crudo, candidatos a mediar el efecto
hipotensor (vulgarenol, 2-p-hidroxifenil-2-hidroxi-etilamina y magnograndidlido) es
necesario llevar a cabo pruebas farmacoldgicas que nos permitan identificar

inequivocamente la naturalezadel principio activo responsable.



PROPUESTAS

Dar continuidad con € estudio de esta tesis, ya que falta conocer la concentracion de
principios activos presentes en los extractos obtenidos de las hojas de Magnolia
grandiflora, asi como también, evaluar farmacol 6gi camente principios activos en forma

especifica

Separar y andizar 1os compuestos de interés mediante estudios de espectroscopia de
masas y resonancia magnética nuclear, junto con la reactividad selectiva, estudios
cristalogréficos, etc, para conocer la naturaleza quimica de los principios activos que

proporcionan el efecto farmacol 6gico deseado.

Es importante disefiar un método de preservacion de las hojas para evitar un posible

deterioro de sus componentes activos, tal vez prensado y deshidratacion.
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