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1. Introduccioén

La epilepsia es una alteracion neuroldgica, caracterizada por la recurrencia de
crisis que pueden manifestarse como pérdida del conocimiento, movimientos
involuntarios, alteraciones autondmicas y de las funciones mentales. Este
trastorno es causado por numerosos factores de origen genético, metabdlico o
bien factores asociados a un trauma, ya sea secundario debido a dafio perinatal o
asociado a un traumatismo craneoencefalico (Brailowsky, 1999).

La epilepsia es un trastorno que afecta del 1 al 2 por ciento de la poblacién
mundial y representa la segunda causa mas importante de consulta neuroldgica,
después de las cefaleas. Sus consecuencias van mas alla de las alteraciones que
se producen durante las crisis convulsivas, ya que también se asocia con una
estigmatizacion social y a una problematica psicolégica, familiar y econémica muy
importante.

El tratamiento farmacolégico de la epilepsia se inicié con la utilizacién de los
bromuros, como el bromuro de potasio. Desde entonces se han desarrollado
diversos farmacos que son actualmente de uso comun, ademas de otros que se
encuentran actualmente en investigacion. Sin embargo, los farmacos
antiepilépticos tienen efectos colaterales que en ocasiones son severos y pueden
obligar a descontinuar el tratamiento. Razdén por la cual la busqueda de
medicamentos antiepilépticos es constante (Rocha, 2005).

Estudios efectuados por Garzén de la Mora y colaboradores (1999) y Navarro y
colaboradores (1994), demostraron que los extractos acuosos y etandlicos de
hojas y semillas de Casimiroa edulis (zapote blanco) poseen propiedades
anticonvulsivantes.

Por otro lado, en un estudio comparativo por CLAR, de diversas especies del
género Casimiroa, nuestro grupo de investigacion, determind que la especie
Casimiroa calderoniae poseia metabolitos comunes a Casimiroa edulis (Garcia-
Argaez et al., 2003). Tomando en consideracién lo anterior, se llevé a cabo la
evaluacion de las propiedades anticonvulsivas de tres extractos de hojas de

Casimiroa calderoniae, asi como el estudio quimico de dichos extractos.



2. Antecedentes

2.1 Plantas medicinales utilizadas en enfermedades del sistema
nervioso central (SNC)

En la herbolaria indigena mexicana se describen varias plantas medicinales que
se utilizaban para el tratamiento de la epilepsia, entre las que se encontraban el
acaxochitl (Lobelia laxiflora), el metl (Atrovirens amary), ecapatli (Cassia
occidentales), tepopotic (Bacharis conferta), iczotl (Yuca australis), tepecuitlazotl
(Chenopodium ambrosoides) y el tlatlancuaye (Iresine calez), entre otros (Rocha,
2005).

Hoy en dia, diferentes plantas medicinales son cultivadas y comercializadas para
su utilizacion en el tratamiento de trastornos de ansiedad y otros padecimientos
relacionados con el Sistema Nervioso Central. Dentro de las plantas medicinales
con actividad en SNC se puede mencionar a la hierba de san Juan (Hypericum
perforatum), utilizada en el tratamiento de los trastornos depresivos leves y
moderados y cuyas propiedades farmacologicas pueden ser atribuidas a un
compuesto llamado hipericina y a los distintos flavonoides que la componen
(Barnes et al., 2001). De la misma manera, Matricaria chamomilla, se ha utilizado
en la medicina tradicional por sus propiedades sedantes, y de la cual, se aislo un
flavonoide llamado apigenina (Avallone et al., 1999). Dicho compuesto parece
ejercer su accidon por medio de una interaccién con el receptor GABAA. Asimismo,
dentro de este grupo de plantas medicinales se encuentran la Valeriana officinalis,
utilizada comunmente en el tratamiento de problemas de suefio, ansiedad y
angustia (Douglas, 2001), y el Ginkgo biloba, el cual es usado para el tratamiento

de Alzheimer y la demencia vascular (Sierpina et al., 2003).



2.2 Metabolismo primario y secundario

El metabolismo primario comprende una serie de procesos, mediante los cuales,
los organismos vivos sintetizan y degradan una serie de sustancias organicas que
les son indispensables para vivir. Estos procesos son similares en casi todos los
organismos vivos y a los productos sintetizados se les denomina metabolitos
primarios. Los metabolitos primarios se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza. Ejemplo de ellos pueden ser los aminoacidos, carbohidratos,
proteinas, etc. (Mata y Rivero, 2000).

El metabolismo secundario comprende igualmente una serie de procesos,
mediante los cuales, los seres vivos sintetizan un gran numero de compuestos
organicos que aparentemente no les son indispensables para vivir. Estos
compuestos se forman a partir de los metabolitos primarios y los procesos que
conllevan a su formacién pueden diferir en los distintos organismos. En las
plantas, los metabolitos secundarios se pueden producir en respuesta a factores
ambientales o a agentes patdgenos, como mecanismos de defensa vy
supervivencia de la especie que los produce (Davies, 2003). Estos compuestos
presentan una distribucidn taxonémica restringida, en ocasiones caracteristica de
un género o especie. Entre los metabolitos secundarios mas importantes se
encuentran las cumarinas, los alcaloides, los flavonoides y terpenoides, entre

otros.

2.3. Epilepsia

2.3.1 Historia
Los esfuerzos para comprender y curar esta enfermedad, envuelta siempre dentro
de visiones magicas y religiosas, han sido largos. Tratamientos basados en falsas
creencias, metodos curativos alojados en pensamientos ancestrales muy
arraigados, y una continua busqueda, han sido el camino para tratar de acercarse
un poco mas al entendimiento y mejora del mal que significa la epilepsia.
La palabra epilepsia deriva del griego que significa crisis, y que a su vez proviene

del término epilambaneim, que significa convulsionar. El primer registro que trata a



la epilepsia es el lamado Sakiku, tratado médico de Babilonia que data del 1067 al
1046 antes de nuestra era. En este tratado, la epilepsia aparece como “la
enfermedad del caer” y se describen varios procedimientos para su diagnostico y
tratamiento (Rocha, 2005). Posteriormente Atreya (900 A.C.), padre de la medicina
en India, definié a la epilepsia como “la pérdida paroxistica de la conciencia debido
a una alteracion de la memoria y del entendimiento de la mente que es atacada
por una crisis convulsiva”. De la misma manera, en la literatura Ayurvédica, el
Charaka Samhita (400 A. C.), describe a la epilepsia como apasmara que significa
pérdida de la conciencia. Este registro contiene referencias de sintomatologia,
etiologia, diagnostico y tratamiento (Eadie y Bladin, 2001). En China, en el Huang
Di Nei, tratado médico que data del 770-221 antes de nuestra era, se describe la
sintomatologia de una crisis tonico-clénica. Asimismo, en los escritos hipocraticos
(400 A.C.), se sugiere que en su origen, la epilepsia es una alteracién fisica que
resulta de un desequilibrio entre los humores. En México, Martin de la Cruz
médico azteca del siglo XVI, hace algunas referencias especificas en el cédigo
Badiano respecto al tratamiento de la epilepsia. Y no fue sino hasta finales del
siglo XVIII, cuando los epilépticos empezaron a ser considerados como enfermos
(Rocha, 2005).

El estudio moderno de este fendmeno se inicia con Hughlings en 1870. El
considerd que las crisis eran la manifestacion paroxistica de una descarga que
iniciaba y se difundia a partir de un foco. Asimismo, William Gowers adopto el
término focal para hacer la primera clasificacion correlativa de las crisis epilépticas
(Feria-Velasco y Orozco-Suarez, 2005).

El tratamiento médico de la epilepsia inicia de manera experimental a mediados
del siglo XIX con el uso de sales de bromo, como el bromuro de potasio, primeras
sustancias quimicas que demostraron "eficacia" en cuanto al control de crisis. Sin
embargo, su uso se limitaba por la alta toxicidad que mostraban. A principios del
siglo XX, se introdujo el fenobarbital, con el que se logré una buena respuesta
clinica. Este descubrimiento abrié realmente el horizonte de los tratamientos

farmacoldgicos antiepilépticos (Feria-Velasco y Orozco-Suarez 2005).



2.3.2 Definicion
La epilepsia se define como la presentacién cronica y recurrente de fendmenos
paroxisticos (crisis o0 ataques) ocasionados por descargas neuronales
desordenadas y excesivas que se originan en el cerebro, teniendo causas
diversas y manifestaciones clinicas variadas. Es un término genérico que engloba
un grupo de enfermedades que se manifiestan por crisis (epilépticas). Las
manifestaciones de las epilepsias no son motoras solamente, existen también
epilepsias que se manifiestan por percepciones sensoriales o cognoscitivas,
dependiendo del sitio en el que se localice el grupo de neuronas que se exciten en

forma simultanea (Brailowsky,1998).

2.3.3 Crisis Epiléptica
La crisis epiléptica se debe a descargas hipersincronicas, y puede tener
manifestaciones motoras, sensitivas, sensoriales, autondmicas, y/o psiquicas.
Puede presentarse dentro de un sindrome epiléptico, como manifestacion en un
desorden, como secuela o como evento aislado (Medina, 1998).
Las manifestaciones de la epilepsia son multiples y dependen del area cerebral
afectada; motivo por el cual se han propuesto diferentes clasificaciones que
dependen del compromiso focal (frontal, temporal, parietal, occipital) o
generalizado. En el caso de la epilepsia focal, se debe tener en cuenta si esta
comprometida o no la conciencia y su posible generalizacién, asi como el tiempo
de la crisis y su recuperacion (postictal).
Las crisis epilépticas tienen caracteristicas comunes que nos permiten
identificarlas y diferenciarlas de otras. Dichas caracteristicas son:
1. Duracién generalmente limitada, con un inicio y final identificables.
2. La descarga epiléptica tiene una manifestacion clinica predecible de inicio
a final, de acuerdo al area cerebral implicada.
Las crisis son estereotipadas en su mayoria para el mismo individuo.
Son espontaneas, en el sentido de no ser provocadas por un problema

causal agudo (Rodriguez, 1999).



2.3.4 Elementos de la crisis

1. Prodromos: Cansancio, temor, ansiedad, son algunas de las
manifestaciones que preceden a una crisis epiléptica.

2. Aura: Manifestacion clinica de la crisis en donde el paciente conserva
su estado de conciencia, evocandole esta manifestacion a una crisis
previa.

3. lIctus (crisis, convulsion): Manifestacion clinica focal o generalizada
de la descarga anormal cerebral (crisis parcial, generalizada o de
inicio parcial secundariamente generalizada).

4. Estado postictal: Recuperacion progresiva de la conciencia o del
estado previo a la descarga epiléptica. Se manifiesta por
somnolencia, confusién, cefalea, irritabilidad o déficit motor y/o
sensitivo de una extremidad.

5. Interictal: Estado intercritico en donde el paciente funciona
normalmente, aunque puede tener descargas anormales que son
subclinicas y que al identificarse electroencefalograficamente pueden

apoyar el diagnostico de la epilepsia (Rodriguez, 1999).

2.3.5 Tipos de Epilepsia

2.3.5.1 Idiopética
La epilepsia idiopatica tiene caracteristicas definidas. Se presenta en individuos
con una inteligencia normal, en quienes no se encuentra una lesion estructural que
explique las crisis, tiene una causa no identificada. Posiblemente lleguen a

definirse dentro del grupo de genéticas.

2.3.52 Sintomética
En la epilepsia sintomatica se evidencia una anormalidad cerebral, cisticercosis,

malformacién arteriovenosa, tumor, enfermedad cerebro vascular, tumor cerebral



traumatismo craneoencefalico, infecciones del sistema nervioso central,
traumatismos y anoxia perinatal. Existen dos subtipos:
a) Lesionantes, que no corresponden a epilepsia per se, sino a
enfermedades neuroldgicas.
b) No lesionantes, son aquellas en las que hay una cicatriz como

secuela de las entidades anteriores o encefalopatias perinatales.

2.3.5.3 Criptogenética
Es el tipo de epilepsia cuya etiologia no corresponde a las idiopaticas y no se
puede comprobar su caracter sintomatico al no encontrar una lesién evidente. Las
epilepsias criptogenéticas pueden pasar en un futuro a sintomaticas no
lesionantes. Los pacientes poseen retraso en el desarrollo psicomotor, ademas de

tiener un problema estructural cuya etiologia no es identificada (Rocha, 2005).

2.3.6 Clasificacién de las convulsiones epilépticas
En el Cuadro 1 se presentan los tipos de convulsiones y sus caracteristicas
fisiologicas de acuerdo a la Comision de clasificacién y terminologia de la Liga

internacional contra la epilepsia (Commission, 1989).



Cuadro 1. Clasificacion de las convulsiones epilépticas

Tipo de
convulsion

Caracteristicas

Convulsiones

parciales

Parciales simples

El paciente recuerda todo el evento clinico y
lo puede relatar con lujo de detalles. Las
manifestaciones dependen de la region de la
corteza activada por la crisis convulsiva.
Duran aproximadamente 20 a 60 segundos.

Parciales

complejas

El paciente presenta pérdida del
conocimiento que dura de 30 segundos a 2
minutos, manifestaciones "extrafias" que él
no recuerda, y puede caer en crisis
generalizada.

Parciales con
convulsiones
ténico-clonicas
generalizadas de
manera

secundaria

La convulsién simple o parcial compleja
evoluciona hasta convulsién ténico-clonica,
con pérdida del conocimiento y contracciones
sostenidas (ténicas) de los musculos de todo
el cuerpo, a lo que siguen periodos de
contraccion muscular alternada con periodos
de relajacion (convulsiones clonicas), que en
su forma caracteristica duran uno a dos
minutos.

Convulsiones

generalizadas

Crisis de ausencia

Se caracteriza por la pérdida subita de
conciencia de corta duracion (menos de 30
s), aunado a mirada fija e interrupcion de las
actividades que se estaban efectuando.

Convulsioén

mioclénica

Manifestacion de sobresalto, susto o brinco,
no ritmico en donde el paciente recuerda el
evento por su corta duracion (de un
segundo). Pueden presentarse desde
fendmenos  fisiolégicos hasta  cuadros
neurologicos involutivos.

Convulsién ténica

Se caracteriza por una contraccidn
generalizada y sostenida con hiperextension,
en la cual el paciente entra en una apnea
severa, de duracion variable dependiendo de
la etiologia. Corresponde a un fenémeno
excitatorio que compromete la via piramidal.

Convulsioén

clénica

Corresponde a un fenémeno inhibitorio,
manifestado como contraccién  ritmica
alternante que contrarresta el mecanismo de
la crisis tonica, hasta que desaparece la
descarga excitatoria.




2.3.7 Epileptogénesis

2.3.7.1 Mecanismos de la epileptogénesis
Los mecanismos responsables de la actividad epiléptica son multiples. Las
caracteristicas de la descarga epiléptica pueden variar de acuerdo con factores
etiologicos y el area cerebral donde se origina.
Las crisis epilépticas se inician cuando grupos de neuronas en el Sistema
Nervioso Central descargan potenciales de accion anormales, secundarios a una
despolarizacion repetitiva, que interfiere con la funcién normal del cerebro. Muchos
parametros fisiologicos se interfieren durante una crisis epiléptica, especialmente
el equilibrio metabdlico, el flujo cerebral, la funcidn sinaptica y el microambiente
idGnico-osmatico.
La epileptogénesis puede originarse en neuronas capaces de producir descargas
intrinsecas en las regiones CA2-CA3 del hipocampo, 0 en las neuronas de las
capas IV y V de la neocorteza; asimismo, la descarga epiléptica puede ser
secundaria a una falla de los mecanismos inhibitorios, particularmente del acido
Gamma aminobutirico (GABA), o bien a un exceso de estimulos excitatorios
(glutamato, aspartato) (Quindnez, 1999).
En el hipocampo existen células piramidales en las regiones CA2-CA3, que sirven
como marcapasos para eventos epileptiformes espontaneos. La suposicion que
las descargas epilépticas focales pueden ser iniciadas por neuronas con
capacidad para generar paroxismos ("células marcapasos"), es sostenida por la
demostracion de que la activacion de una sola célula piramidal en la region CA3
del hipocampo puede liderar una descarga en una poblacion de neuronas
adyacentes (Pellegrino, 2000).
Todas estas alteraciones se presentan de manera practicamente simultanea, por
lo que ha sido dificil establecer cual de todos estos factores inicid la

epileptogénesis.



Existen diversos factores que facilitan la despolarizacién neuronal anormal, los
cuales traen como consecuencia alteraciones a nivel de membrana neuronal
(canales de Ca?*, Na*, K*), de las dentritas o de las sinapsis inhibitorias (GABA) o
excitatorias (glutamato-aspartato) (Quindnez, 1999).
La causa principal de la epilepsia humana es la alteracion de la funcién sinaptica
del principal neurotransmisor inhibitorio, el acido gama aminobutirico (GABA). El
GABA se sintetiza a partir del acido glutdmico, mediante la intervencion especifica
de la enzima acido-glutamico-descarboxilasa (GAD), dependiente del fosfato de
piridoxal y presente sélo en el sistema nervioso. La degradacion enzimatica de
GABA se produce mediante la intervencion de la enzima GABA-transaminasa
(GABA-T), la cual transporta el grupo amino al acido a-cetoglutarico y finalmente
GABA se oxida al acido succinico como producto final (Hobbs et al., 1996).
El sistema inhibitorio normal gabaérgico mantiene un sistema de comunicacién
interneuronal controlado. Este sistema impide que las neuronas respondan a
potenciales, por el simple hecho de recibir un estimulo excitatorio postsinaptico
aislado. Sin embargo, esto no sucede cuando el sistema inhibitorio falla, de tal
manera que un simple potencial de accion resulta con una despolarizacion
paroxistica. La desinhibicion del sistema GABAérgico puede deberse a:

e Disminucién de los niveles del neurotransmisor, de su sintesis o su

liberacién

e Al aumento de su recaptura o su degradacion

¢ Modificacion de sus receptores GABAA 0 GABAg
El mecanismo GABAérgico es crucial para la prevencion de la actividad
epileptiforme; en consecuencia, el aumento de la inhibicion deberia ser un medio
efectivo para disminuir la excitabilidad anormal caracteristica de los procesos
epilépticos (Hobbs et al., 1996). Para lograr dicho incremento se puede:
Facilitar la sintesis del GABA y su liberacion a la sinapsis.
Disminuir su recaptura por bloqueo de los receptores GABAg.

Inhibir su catabolismo.

0N~

Activar los receptores GABAA.



2.3.7.2 Receptor GABA,

Pertenece a la superfamilia de receptores asociados a canales idnicos
(ionotropico) y que son codificados por un mismo gen. Dicho receptor es una
proteina heterooligomérica compuesta por varios tipos de polipéptidos
(a, B, 7, 0, €). Es un canal de cloruro integral de la membrana, que media la mayor
parte de la neurotransmision inhibidora rapida en el sistema nervioso central
(Hobbs et al., 1996).
Siendo un multirreceptor, esta constituido por:

a) Un sitio de unién para GABA.

b) Un sitio regulatorio en donde se unen las Benzodiacepinas (BZ).

c) Un sitio de reconocimiento de barbituricos.

d) Un sitio de reconocimiento a la picrotoxina y varios convulsionantes.

e) Un sitio de reconocimiento de etanol.
En la Figura 1 se observan dos modelos del receptor GABAA, donde se muestran
los diferentes sitios de reconocimiento de las distintas sustancias que interactuan

con dicho receptor.

GABA
Receptor asociado a canal ionico: Receptor GABA-A: Barbiturates — ! R, Sterids
‘ Mecanismo de accion Bzd ‘
Cr Membrana Loreclezale ~
celular neuronal
Sitio etanol ' Cl- 103 mEgiL
Sitio Pr—a—ll [SitioBd
Barbituricos . !
Sitio GABA . Cl- 4 mEgiL
El lonofora tambien tien sltios para estarcides
{progesterana), qus puacsn madlar camblos da Ethanal
comportamienio
oF Convulsants (PTX)

Figura 1. llustraciones del receptor GABA,, en donde se muestran los diferentes

sitios de reconocimiento a diferentes ligandos (Janos, 2005).
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2.3.8 Modelos experimentales utilizados en el estudio de la epilepsia
En el laboratorio, la epilepsia puede reproducirse de acuerdo con los
procedimientos de induccidén, ya sea por agentes fisicos o bien por agentes
quimicos en animales. Los modelos experimentales de epilepsia han permitido
comprender un poco mas los mecanismos cerebrales de dicha enfermedad, ya
sean celulares o sistémicos. Sin embargo, las respuestas experimentales
derivadas de dichos modelos no pueden ser equiparadas en su totalidad con la
epilepsia humana. Debido principalmente a las diferencias evidentes entre

especies (Granillo, 2002).

2.3.8.1 Modelos de crisis generalizadas Tonico-clonicas

Muchos compuestos quimicos pueden producir crisis generalizadas si se aplican
de forma sistémica, tales como: Penicilina, Pentilentetrazol (PTZ), Estricnina,
Homocisteina, etc. EI PTZ es el principal agente empleado para este fin. En el
animal produce sacudidas mioclénicas y crisis generalizadas ténico-clonicas. La
inyeccion intravenosa de una solucion de PTZ al 1% y con 50 mg/kg, produce
ataques cldénicos; mientras que con 90 mg/kg produce crisis ténico-clonicas.
Pareceria que estructuras como los cuerpos mamilares, los tractos
mamilotalamicos y anterior talamico participan en las crisis generadas por el PTZ.
El compuesto gamma-vinil GABA bloquea los ataques producidos por PTZ, dentro
de la formacion reticular y el hipotalamo. Para algunos autores, el PTZ bloquea la
inhibicion mediada por el GABA. El PTZ fue adoptado también como prueba para
la evaluacién de algunos farmacos anticonvulsivos al igual que el electroshock
maximo.

Asimismo, se pueden producir crisis epilépticas tonico-clénicas en diferentes
cepas de animales, los cuales genéticamente presentan crisis convulsivas, debido
a un incremento en la variedad, intensidad o frecuencia de los estimulos presentes

en el medio (Feria-Velasco y Orozco-Suarez, 2005; Granillo, 2002).
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2.3.8.2 Modelos agudos de epilepsia parcial simple
En estos modelos, las alteraciones se realizan en un solo evento condicionante y
corresponden a los dafos cerebrales agudos. Los dafos cerebrales agudos
producen descargas electroencefalograficas y convulsiones, como ocurre en
casos de abscesos cerebrales traumatismos craneoencefalicos y hematomas
cerebrales.
Para la realizacion de este modelo, se emplean distintos farmacos, tales como
Penicilina, Bicuculina, Picrotoxina, Estricnina, sustancias colinérgicas o
anticolinérgicas. EI método mas comun ha sido la aplicacion tépica de penicilina
en la corteza motora de gatos o ratas y es util en el analisis de la difusion de la
actividad anticonvulsiva.
Asimismo, la aplicacién de estimulos eléctricos repetitivos sobre el tejido cerebral,
puede producir descargas ritmicas que persisten por segundos o0 minutos después
de haber cesado la estimulacién (electroshock maximo). En estos modelos, las
descargas solo se originan en el sitio de estimulacion eléctrica (Feria-Velasco y
Orozco-Suarez, 2005; Granillo, 2002).

2.3.9 Tratamiento

El farmaco antiepiléptico ideal no existe hasta el momento. Desgraciadamente
muchos de los farmacos antiepilépticos en investigacion, han demostrado ser muy
eficaces, pero con efectos toxicos importantes; o bien, sin manifestaciones

secundarias, pero con pobre eficacia para el control de las crisis (Nufiez, 2005).

A continuacion, en el Cuadro 2 se presentan algunos de los llamados farmacos
tradicionales, los cuales tienen en uso varias décadas y cuyos efectos, tanto
terapéuticos como colaterales y téxicos son ya muy bien conocidos
(Brailowsky,1998; Mc Namara, 1996; Nufiez, 2005).
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Cuadro 2. Farmacos antiepilépticos, mecanismo de accion y algunos de sus

efectos adversos.

Farmaco Indicaciones Mecanismo de accién. | Efectos colaterales
Fenobarbital Crisis ténico- | Potenciacion de la | Somnolencia, trastornos
clénicas inhibicién sinaptica por | de conducta, rash,
generalizadas y|accion en el receptor|sedacidn, ataxia, mareo,
0O Q crisis parciales. GABA,4 . insomnio, agresividad,
HN impotencia, reduccion de
o) la libido.
HN
o]
Fenitoina Crisis parciales y|Limita la  activacion | Hipertrofia de encias,
crisis repetitiva de los | hirsutismo, acné, ataxia,
H Q generalizadas potenciales de accion | diplopia, nistagmus,
(¢] N ténico-clénicas. provocados por la | neuropatia periférica,
Y despolarizacién disminucion de
HN O sostenida de las | inmunoglobulina A.
o} neuronas.
Carbamazepina Crisis parciales y|Limita la  activacion | Ataxia, diplopia, rash,
crisis repetitiva de los | somnolencia.
O generalizadas potenciales de accién
N tonico-clénicas. provocados por la
/]\ despolarizacion
o NH, sostenida de las
neuronas.
Acido valproico Crisis parciales y|Inhibe la  activaciéon | Nausea, dolor
todo tipo de crisis | repetitiva sostenida, | epigastrico, alopecia,
generalizadas inducida por la | ganancia de peso,

despolarizaciéon de las
neuronas corticales o de
medula espinal en ratén .

temblor, hiperamonemia.

Diazepam
o

Me\

J

N

Crisis epilépticas
prolongadas,
status epilepticus

Ejerce su accion
facilitando la trasmision
gabaérgica a nivel de la

Sedacion, ataxia,
lentificacion de las
funciones psicomotoras,

medula espinal. Esto | sequedad de boca,
/] provoca una disminucion |cefalea y  molestias
O de la actividad eléctrica, | gastricas.
Q ya sea espontanea o
5 provocada.
Felbamato Crisis ténico- | Inhibe los canales de | Nauseas, vomitos,
CH2O0CONH; | clonicas sodio. Antagoniza la|diplopia, vision borrosa,
®—< generalizadas, accion del glutamato, | ataxia, insomnio, anemia
CH,OCONH, crisis _parciales, fij._’s’lr_\dose en el sitio de la | aplasica.
ausencias, glicina  del receptor
mioclonias y | NMDA

crisis atonicas.
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2.3.10 Epidemiologia
La epilepsia es un problema de salud por la naturaleza misma del padecimiento.
Esta enfermedad necesita de una atencion médica adecuada, ademas de
cuidados especiales a los pacientes debido a las serias repercusiones
emocionales y sociales que produce, no solo en quienes la padecen, sino también
en sus familiares y amigos.
La epilepsia afecta al 1-2% de la poblacién mundial y en México se estima que de
1 a 2 millones de personas la padecen.
Las personas con epilepsia tienen un riesgo de muerte tres veces mas alto que las
que no padecen crisis.
Esta enfermedad afecta a personas de todas las edades, pero se inicia antes de
los 20 afos en las tres cuartas partes de los casos. Su inadecuado control puede
conducir a dafo cerebral permanente y trastornos del aprendizaje.
La epilepsia puede controlarse en muchas personas con los medicamentos
tradicionales actualmente disponibles, sin embargo, del 20 al 25% de las personas
que reciben tratamiento contindan presentando las crisis. Cuando no se controla
puede conducir a graves consecuencias sociales, psicoldgicas y econdémicas.
Muchas personas con epilepsia y sus médicos, piensan errbneamente que las
crisis no pueden controlarse completamente y que deben aprender a "vivir con
ellas". Sin embargo, un mejor tratamiento para la epilepsia podria lograr un control
total de la enfermedad y permitir a mas gente desarrollar dignamente sus
potenciales, con los consecuentes beneficios para ellos mismos y para la
comunidad (Nufez, 2005).
La incidencia, prevalencia, asi como la mortalidad por la epilepsia, son los
indicadores que expresan la distribucion y frecuencia del problema de salud.
La incidencia de la epilepsia representa el numero de casos nuevos
diagnosticados, entre la poblacion de riesgo, en un area y durante un tiempo
determinado. Su utilidad mas comun es la posibilidad de identificar su causa.
La prevalencia de la epilepsia representa el numero total de casos presentes en
una poblacion de riesgo, para un lugar y tiempo determinado. Las tasas de

prevalencia de epilepsia son utiles para determinar las necesidades de atencidn
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médica de las crisis, para la planeaciéon de programas de salud y programas de
apoyo al paciente.

En el servicio de Neurologia del Centro Médico Nacional Siglo XXI del Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), la epilepsia representa la causa mas
frecuente de consulta externa, con una frecuencia de consulta de 1,556 casos en
1995, que representa el 15.6% del total de 9,950 consultas otorgada en ese lapso
de tiempo (aproximadamente 1 paciente de cada 10, acude por epilepsia).

De ese grupo atendido, el mayor numero de pacientes son jévenes entre 20 y 40
afos de edad, con predominio del sexo femenino.

De las etiologias predominan en un 57% las causas no determinadas
(criptogénicas), en un 20% la neurocisticercosis, un 9% corresponde a
enfermedad cerebrovascular, 6% a los tumores del sistema Nervioso Central, 4%
a las causa postraumaticas y el resto a causas raras (Garcia-Pedrosa, 1999).

La epilepsia se encuentra entre las veinte primeras causas de mortalidad infantil,
también esta considerada dentro de las diez primeras causas de mortalidad de
ninos en edad escolar (6 a 14 afos). Asimismo es la causa diecisiete de
mortalidad en edad productiva, (de 15 a 64 afos), segun datos aportados por el
INEGI en el afio 2002 (INEGI, 2002).

La epilepsia es considerada como un problema de salud publica principalmente
debido al deterioro de la calidad de vida del paciente y el rechazo evidente por
parte del grupo social al que pertenece; esto, aunado a la alta tasa de prevalencia
o a la elevada tasa de mortalidad.

Como se vio anteriormente, los farmacos antiepilépticos tienen efectos colaterales
que en ocasiones son severos y pueden obligar a descontinuar el tratamiento.
Razén por la cual la busqueda de medicamentos antiepilépticos es constante.
Debido a que se demostré que los extractos acuosos y etandlicos de hojas y
semillas de Casimiroa edulis (zapote blanco) poseen propiedades
anticonvulsivantes (Garzon de la Mora et al, 1999; Navarro et al, 1994) y a que la
especie Casimiroa calderoniae posee metabolitos comunes a Casimiroa edulis
(Garcia-Argaez et al., 2003) se llevo a cabo el estudio quimico y farmacoldgico de

esta especie.
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2.4 Casimiroa calderoniae

2.4.1 Ubicacién taxondmica

En el Cuadro 3 se muestra la ubicacion taxondmica de la especie Casimiroa

calderoniae.

Cuadro 3. Ubicacion taxonémica de la especie Casimiroa calderoniae

Reino: Plantae

Filo: Magnoliophyta

Clase: Magnoliopsida

Orden: Rutales

Familia: Rutaceae

Género: Casimiroa

Especie: Casimiroa calderoniae

2.4.2 Familia Rutaceae

La familia Rutaceae pertenece al orden de los Rutales, y esta integrada por
alrededor de 150 géneros y mas de 1500 especies. Esta familia esta dividida en
siete subfamilias, en donde Aurantioideae, Rutoideae y Toddalioideae son
llamadas subfamilias mayores.

Debido a la importancia comercial y terapéutica, asi como el uso etnomédico de
algunas especies de la familia Rutaceae, se han estudiado desde el punto de vista
quimico. En dichos estudios se han encontrado metabolitos secundarios que
poseen propiedades utiles al ser humano.

En las Rutaceas, los aceites esenciales, alcaloides, cumarinas, flavonoides,
limonoides, asi como ceras se han utilizado como marcadores quimiotaxonémicos
(Garcia-Argaez, 2002).
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2.4.3 Género Casimiroa

El género Casimiroa (Rutaceae) fue establecido en México por los botanicos
mexicanos Pablo de la Llave y Juan Martinez Lexarza, en 1825. Dicho género,
esta conformado por las siguientes diez especies:
C. tetrameria Millps.
. pringlei (Wats.) Engl.
. watsoni Engler
. edulis Llave et lex.
. pubescens Ramirez
. sapota Oerst f. typica
. emarginata St. et Steyerm

. microcarpa Lundell

O O o0 o000 o0

. calderoniae Chiang & Medrano
C. greggii (Watson) Chiang

Los individuos de estas especies son arboles o arbustos originarios de México y
Centroamérica y habitan en climas calidos (Martinez, 1951).

En México, las especies C. pubescens, C. pringlei, C. microcarpa, C. greggii, C.
watsonii, C. tetrameria, C. emarginata y C. calderoniae, se encuentran en forma
silvestre (Garcia-Argaez, 2002). Las unicas especies que son objeto de cultivo o
semicultivo por sus frutos grandes y comestibles son C. edulis y varias formas de
C. sapota, C. edulis (zapote blanco) debido a su valor comercial y a las
propiedades medicinales que se le atribuyen, es la especie del género Casimiroa

mas estudiada (Garcia-Argaez, 2002).
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2.4.4 Especie Casimiroa calderoniae

En 1981, Chiang y Gonzalez-Medrano encontraron una nueva especie de
Casimiroa en la region del valle de Tehuacan, Puebla y la zona arida de Oaxaca
adyacente (Figura 3), a la que denominaron primeramente Casimiroa calderonii y
posteriormente Casimiroa calderoniae, que es como actualmente se conoce a esta
especie (Chiang y Gonzalez-Medrano, 1981; 1984). El epiteto especifico de esta
especie es en honor de la botanica Graciela Calderon de Rzedwski, estudiosa de

la flora mexicana.

Figura 2. Arbusto de C. calderoniae.
C. calderoniae es un arbusto dioico, de hasta 2.5 m de alto, muy ramificado desde
la base. Posee ramas jovenes pubescentes, luego glabras (Figura 2); hojas
trifolioladas, a veces con 1 o 2 foliolos; peciolos y peciolulos pubescentes de 2 a 5
mm de largo. Tiene foliolos obovados, con la base cuneada y el apice retuso, con
pubescencia aterciopelada, mas densa en el envés, de 20 a 30 mm de largo, 13 a
18 mm de ancho y el margen revoluto. Igualmente posee inflorescencia (3)
paniculada, axilar o terminal de 10 a 35 mm de largo. Tiene flores (J) de 8 mm de
diametro, de color blanco cremoso; caliz de 2 mm de largo, pubescente, con 5
l6bulos cortos deltoideos; 5 pétalos, pubescentes en el lado axial, oblongo-
lanceolados, de 4.5 mm de largo 5 mm de ancho. Flores () solitarias o en grupos

de 1 a 3 en fasciculos laterales o terminales. Drupa escasamente pubescente,
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ovoidea, de 30 mm de largo y 25 mm de ancho, que va encorvandose a medida

que crece, por lo que el penduculo y los restos del estigma no se encuentran

alineados en la misma direccion. Puede tener de 1 a 2 semillas. Tiene un numero

cromosomico n = 18. El fruto maduro es moreno amarillento de 6 cm de largo con

sabor dulce. En la Figura 3, se muestra la region donde generalmente se

encuentra dicha especie (Chiang y Gonzalez-Medrano, 1981).
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Figura 3. Localizacién geografica de Casimiroa calderoniae
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2.4.5 Antecedentes etnomédicos del género Casimiroa

Las plantas curativas en la medicina prehispanica eran clasificadas dentro de una
particular interpretacién de los fendémenos biolégicos. Poco o nada sabemos de los
principios fisioldgicos del saber médico de aquella época, aunque parte de la
herbolaria medicinal prehispanica fue recopilada por los investigadores Francisco
Hernandez y Bernardino de Sahagun.

Bernardino de Sahagun, en su obra Historia General de las Cosas de Nueva
Espafa, escrita entre 1540 y 1680, dedica unas lineas a los zapotes (forma como
se castellanizé el sonido tzapotl) y sefala: “Hay un arbol que se llama tzapotl: es
liso, tiene corteza verde, las hojas redondas, la madera blanca, blanda y liviana.
La fruta de estos arboles es como manzanas grandes, de fuera son verdes o
amarillas y por dentro blancas y blanda; son muy dulces, tienen tres o cuatro
cuescos dentro, blancos y si se comen muchos dan camaras (diarrea). Hay otros
zapotes que se llaman cochizapotl.”

El historiador y naturalista Francisco Hernandez recoge en su obra Historia de
plantas de Nueva Espafia, escrita a partir de 1790, una descripcion mas precisa
de un zapote medicinal y sobre todo el uso que se hacia de estas plantas: “Del
cochizapotl o tzapotl somnifero. Es un arbol grande, desalifiado con hojas como
de cidro, ralas y en grupos de tres, con tallos llenos de lunares blancos, flores
amarillas y medianas y fruto de forma y tamano de membrillo, al que nuestros
espafnoles llaman zapote blanco, comestible, de sabor agradable pero no del todo
saludable como alimento y con huesos de almendra venenosa y mortifera. La
corteza del arbol es seca y un poco dulce con cierto amargo; las hojas
machacadas y aplicadas a los pezones de las nodrizas, curan las camaras de los
infantes; los huesos quemados y hechos polvo curan las ulceras putridas,
quemando y consumiendo por completo la carne viciada, limpiando la ulcera
creando carne nueva y produciendo la cicatrizacion con rapidez admirable; los

frutos comidos concilian el suefio de donde les viene el nombre” (Martinez, 1951).
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2.4.6 Antecedentes farmacoldgicos del género Casimiroa

C. edulis (zapote blanco) es, hasta el momento, la Unica especie del género
Casimiroa estudiada desde el punto de vista farmacoldgico. Diversas
investigaciones han demostrado que posee efectos cardiovasculares y sobre el
sistema nervioso central (SNC).

Ramirez y Rivero (1936) mezclaron el extracto de las semillas de C. edulis con
dos partes de glicerol y veinte de agua, como era usado comercialmente a modo
de hipnético. En dicho estudio se encontré que C. edulis posee un fuerte y
persistente efecto hipotensor.

Asimismo, Lozoya y colaboradores (1977) informaron que los extractos alcohdlicos
y acuosos de hojas o semillas producen efectos hipotensores en perros, gatos y
conejos. Mas tarde, los estudios sistematicos efectuados por Magos vy
colaboradores (1991; 1991b; 1995; 1999) de los extractos alcohdlicos y acuosos
de semillas de esta especie, permitieron el aislamiento de algunos compuestos
bioactivos analogos a la histamina con actividad hipotensora. En dichos estudios
se menciona que los efectos hipotensores pueden estar mediados a través de la
estimulacion de receptores histaminergicos H; y H, (Magos et al., 1999).

En otro estudio, Muccillo y colaboradores (2004), informaron la actividad
vasorrelajante de un extracto acuoso de semillas de C. edulis. Este trabajo se
realizd sobre la capa mesentérica arterial de ratas y en él se menciona que es
posible que el extracto ocasione la liberacion de 6xido nitrico (NO), provocando un
efecto vasodilatador.

Por otro lado, se han realizado diversas investigaciones para verificar la actividad
de C. edulis en el SNC. Por ejemplo, Molina-Hernandez y colaboradores (2004),
realizando estudios en ratas de extractos acuosos de las hojas, confirmaron la
actividad ansiolitica de C. edulis, asi como la presencia de algunos efectos
secundarios, tales como la disminucion de la actividad locomotriz, asi como la

neutralizacion de los efectos antidepresivos de la desipramina.
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Otras investigaciones han estado enfocadas a la determinacion de la actividad
antiepiléptica de C. edulis. En una de ellas, Navarro y colaboradores (1995)
evaluaron la actividad anticonvulsiva de un extracto acuoso de las hojas,
administrando dosis de 100 mg/kg a ratas por via oral. En este caso se utilizaron
los modelos de induccién de epilepsia a través de la aplicacion de estimulos
eléctricos (electroshock maximo) y con pentilentetrazol (PTZ) administrado via
subcutanea, observandose la disminucion de las crisis inducidas, en un 50 y 70%,
respectivamente. En otro estudio en el que se emplearon los mismos modelos
(Garzon de la Mora et al., 1999), se investigd la actividad anticonvulsiva de los
extractos acuoso y etandlico de semillas de C. edulis. En este caso, el extracto
acuoso se evaludé a dosis de 5, 10 y 100 mg/kg, mientras que el etandlico se
administré a dosis de 10, 100 y 1000 mg/kg. Ambos extractos se aplicaron via oral
y se encontré que ninguno de ellos evitaba la presencia de convulsiones, pero
originaban un aumento del tiempo de latencia de las mismas, lo cual permitid

concluir que producian un efecto neuroprotector en contra de las crisis epilépticas.

2.4.7 Antecedentes quimicos del género Casimiroa.

Debido a las propiedades que se le atribuyen, Casimiroa edulis es la especie del
género mas estudiada, tanto desde el punto de vista quimico, como farmacoldgico.
Se han realizado estudios de semillas, corteza de tronco y raices, asi como del
fruto y hojas. En dichos estudios se han encontrado compuestos, tales como
cumarinas, flavonoides, alcaloides, triterpenos, entre otros. (Kincl et al.,1956;
Iriarte et al. 1959; Sondheimer et al., 1960; Romero et al., 1983; Power et al.,
1912).

Por otro lado, ademas de C. edulis, se han realizado estudios a las especies C.
greggii, C. pringlei, C. pubescens y C. tetrAmeria Los metabolitos aislados y
caracterizados de estas especies son, en su mayoria, flavonoides y cumarinas
(Dominguez et al., 1972; 1976; Castellanos, 1998; Heneka, et al., 2005), aunque
en el caso concreto de C. pubescens se han encontrado ademas alcaloides y
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compuestos de estructura novedosa como las pubesamidas A, B y C (Gonzalez-
Lugo, 2003; Garcia-Argaez et al., 2003; Garcia-Argaez et al., 2005).

En el caso especifico de Casimiroa calderoniae, se han detectado las cumarinas
felopterina, isopimpinelina, heraclenol y heraclenina, en semillas y hojas (Garcia-
Argaéz et al., 2003). Estos compuestos también se encuentran presentes en otras
especies del mismo género, particularmente en C. edulis y C. pubescens, por lo
que se puede decir que existe un notable parecido quimico entre C. calderoniae y
dichas especies.

En el Cuadro 4 se presenta una relacion de los compuestos aislados y/o
detectados, hasta la fecha, en las distintas especies del género Casimiroa. Como
puede observarse, las flavonas y cumarinas estan ampliamente distribuidas en las
distintas especies de este género. En las figuras 4, 5 y 6 se muestran algunas de

las estructuras de los compuestos caracteristicos del género en estudio.
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Cuadro 4. Compuestos aislados y/o detectados en especies del género Casimiroa

Especie
Compuesto

C. edulis

C.
greggii

C.
pringlei

C.
tetrameria

C

C.
calderoniae

Triterpenos

Zapoterina

pubescens

i

Obacunona

Esteroles

B —Sitosterol

L |

B-D-Glucosil-B-sitosterol

e e i £

Triacetil-daucosterol

Alcaloides
quinolinicos

Casimiroina

L |
L |

Casimiroedina

Edulina

Edulitina

Edulinina

y-Fagarina,

Dictamina

Skimmianina

Eduleina

1-metil-2-fenilquinol-4-ona

Alcaloides
Histaminicos

Histamina

N,N-Dimetilhistamina

N-Metilhistamina

N-Benzoiltiramina

Amidas

Palmitamida

Flavonoides

Zapotina

Zapotinina

Rutina

Cerrosillina

Cerrosillina B

s

5,6-Dimetoxiflavona

2’,5,6-Trimetoxiflavona

EE | EELESEE S EE86EEESEE

5,6,2-Trimetoxiflavona

i EEE | &

5,6,3’-Trimetoxiflavona

5,3",5 -Trimetoxiflavona

5,6,3',4'-Tetrametoxiflavona

5,6,2',3',6"-Pentametoxiflavona

5,6,2',3',4'-Pentametoxiflavona

i

5, 2,34’ ,6’-Pentametoxiflavona

5,2’,3',5,6’-Pentametoxiflavona

5,6,3',4’,5',6'-Hexametoxiflavona

g & &8 | &

5,6,2',3',4’,6’'-Hexametoxiflavona

5,6,2',3',5',6'-Hexametoxiflavona

Flavonoides
glicosilados

3-O-glucosil quercetina

3-O-rutinosil quercetina

3-0-glucosil camferol

3-O-rutinosil camferol

5
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Cuadro 4. Compuestos aislados y/o detectados en especies del género Casimiroa (continuacion)

Especie
Compuesto

Casimiroa
edulis

Casimiroa
greggii

Casimiroa
pringlei

Casimiroa
tetrameria

Casimiroa
pubescens

Casimiroa
calderoniae

Cumarinas

Felopterina

L |

C |

C |

5-Geraniloxipsoraleno

8-Geranil-oxipsoraleno

L |

8-Geranil-5-metoxi-oxipsoraleno

9-Hidroxi-4-metoxi-furano-(3,2,6)-
benzopiran-7-ona

-l

Escopoletina

Ester metilico de escopoletina

Bergapteno

e

Isopimpinelina

Mol e

8-[(4-Acetoxi-3-metil-butil)oxi]psoraleno

Seselina

O-Geranil-ostenol

8-[(6,7-Dihidroxi-3,7-dimetil-2-
octenil)oxi]-psoraleno

(a o -Dimetil herniarina

g & EEE

5-Metoxi-8-(3"-hidroximetil-but-2"-eniloxi)-
psoraleno

Heraclenol

Heraclenina

Wi e

o

i

Xanthotol

Cumarina 7

Cumarina 8

e ol

Hidrocarburos

Cerotato de carnaubilo

Hentriacontano

i

Pubesamidas

Pubesamida A

Pubesamida B

Pubesamida C

i & &

ﬂ Presencia del compuesto en la especie
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Zapoterina Obacunona

HO,
HO.
(0]
(6}
OH

HO
HO
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o N N\ N OH
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RN OH
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Casimiroina o Casimiroedina Edulina

OMe OMe
H
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Eduleina Edulitina Skimmianina
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N N N
(J/\/NHz (J/\/NHMe KJ/\/NMeZ
N N N
Histamina N-metil Histamina N,N-dimetil-histamina

Figura 4. Estructuras de alcaloides, triterpenos y esteroles aislados de
algunas especies del género Casimiroa.
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Estructura general de flavonoides
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5,3’, 5'-Trimetoxiflavona H MeO H H H H MeO H MeO H
5,6,3’,4’-Tetrametoxiflavona H MeO MeO H H H MeO MeO H H
5,6,2',3',6'-Pentametoxiflavona H MeO MeO H H MeO MeO H H MeO
5,6,2',3' 4'-Pentametoxiflavona H MeO MeO H H MeO MeO MeO H H
5, 2°,3',4’,6’-Pentametoxiflavona H MeO H H H MeO MeO MeO H MeO
5,2',3,5',6’-Pentametoxiflavona H MeO H H H MeO MeO H MeO MeO
5,6,3',4’ 5 ,6’-Hexametoxiflavona H MeO MeO H H H MeO MeO MeO MeO
5,6,2’,3",4’,6’-Hexametoxiflavona H MeO MeO H H MeO MeO MeO H MeO
5,6,2',3',5',6"-Hexametoxiflavona H MeO MeO H H MeO MeO H MeO MeO

Figura 5. Estructuras de flavonoides aislados de algunas especies del género

Casimiroa.

Figura 6 Estructura de flavonoides hallados en especies del género Casimiroa
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Figura 6. Estructura de cumarinas y amidas aisladas de algunas especies del
género Casimiroa.

29



3. HIPOTESIS

Con base en los antecedentes quimicos y bioldgicos del género Casimiroa y
mediante una aproximacion quimiotaxondmica, es factible suponer que la
especie Casimiroa calderoniae posea propiedades anticonvulsivas, y su
estudio quimico permitira el aislamiento de cumarinas y flavonoides,

metabolitos secundarios bioactivos presentes en el género Casimiroa.

4. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Determinar el potencial anticonvulsivo de Casimiroa calderoniae y aislar los
metabolitos secundarios mayoritarios de dicha especie, con el fin de contribuir
al conocimiento del género Casimiroa, asi como al desarrollo de nuevos

agentes antiepilépticos.



OBJETIVOS PARTICULARES

e Obtener los extractos organicos, a partir de hojas de la especie Casimiroa
calderoniae. empleando como disolventes hexano, acetato de etilo y etanol
al 70%.

e Evaluar la toxicidad aguda de los extractos organicos.

e Evaluar la actividad anticonvulsiva de cada extracto, empleando la prueba
de epilepsia inducida por Pentilentetrazol (PTZ).

e Aislar, purificar e identificar los metabolitos secundarios mayoritarios de los
extractos de hojas de Casimiroa calderoniae.

e Contribuir al conocimiento quimico y biolégico del género Casimiroa.



5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Estrategia general de trabajo
En la Figura 7 se muestra el esquema general de actividades seguido en el

presente trabajo.

Casimiroa calderoniae

Recoleccion (Nochistlan, Oaxaca)

Maceracion de las hojas con
disolventes organicos de polaridad

ascendente
Extracto Extracto de acetato Extracto de
hexanico de etilo etanol al 70%

Evaluacion de los efectos toxicos y anticonvulsivos

Estudio quimico de los extractos empleando procedimientos
cromatograficos

Elucidacion estructural de los compuestos aislados por
medio de métodos fisicos y espectroscopicos

Figura 7. Estrategia general de trabajo.



5.2 Material vegetal
La especie Casimiroa calderoniae se recolectdé en Nochistlan, Oaxaca, el 15 de
diciembre 2003 (clave 0ax-2003-12-15 3). Posteriormente las hojas se separaron,

secaron a temperatura ambiente y se molieron.

5.3 Extraccion
Las hojas finamente molidas (3.2 kg) se colocaron en un recipiente de capacidad
aproximada de 19 litros, y fueron maceradas con disolventes de polaridad
ascendente (hexano, acetato de etilo, etanol al 70%). Lo anterior se llevd cabo a
temperatura ambiente y con un intervalo de maceracion de una semana con cada
disolvente. El material vegetal se filtré6 y el disolvente se evaporé a presion

reducida hasta sequedad.

5.4 Evaluacién de la actividad Biol6gica

5.4.1 Efectos toxicos
Para determinar los efectos téxicos de los extractos en estudio, se evaluaron
diversas dosis de cada extracto, administradas via intraperitoneal y se observo si
existian signos de toxicidad. Se utilizaron ratones macho adultos jovenes de la
cepa Swiss Webster, habituados a un ciclo invertido de luz-oscuridad y

mantenidos ad libitum.

5.4.2 Efectos anticonvulsivos

La determinacién de la actividad anticonvulsiva se llevd a cabo utilizando el
modelo de induccidn de crisis epilépticas por PTZ. Para ello se utilizaron ratones
cepa Swiss Webster macho adultos jévenes habituados a un ciclo invertido de luz-
oscuridad y mantenidos ad libitum.

Para el disefio experimental, la poblacion de ratones utilizada se dividié en tres
grupos, testigo, control y tratamiento con n = 7-10 cada uno. Como puede verse
resumido en el Cuadro 5, primero se administraron por via intraperitoneal las dosis

a evaluar, segun el grupo, y posteriormente, se indujeron quimicamente crisis



convulsivas con una dosis de 70 mg/kg de pentilentetrazol (PTZ) via

intraperitoneal.

Cuadro 5. Disefo experimental para la evaluaciéon de los efectos anticonvulsivos

de la especie Casimiroa calderoniae.

Grupo Administracion Latencia | PTZ mg/kg

Testigo Diazepam 1 mg/kg 0.5h 70

Control Solucién salina isotonica 1h 70
Tratamiento | Diversas dosis de cada extracto organico 1h 70

Las variables que se cuantificaron fueron, el tiempo (latencia) en el cual se
manifestaba la primera crisis mioclonica, el tiempo (latencia) en el cual aparecia la
primera crisis tonica, el porcentaje de respuesta presentada por los animales de
experimentacion y el porcentaje de animales muertos.

En el caso de los grupos de tratamiento en los cuales se observé algun efecto
protector, se llevaron a cabo experimentos induciendo crisis convulsivas con una
dosis de PTZ de 90 mg/kg (Feria-Velasco y Orozco-Suarez, 2005; Granillo, 2002).

5.4.3 Analisis Estadistico
Los resultados obtenidos en todos los experimentos fueron analizados
estadisticamente. Para determinar si existen diferencias significativas entre el
control y los grupos experimentales, se utilizdé el analisis de varianza Kruskal-
Walllis en rangos, seguido de una prueba de Mann-Whitney (rangos). Valores de P

<0.05 se consideraron como significativos (Lopez-Rubalcava et al., 2006).

5.5 Analisis Cromatografico
Para la separaciéon de compuestos por cromatografia en columna (CC), se utilizé
como fase estacionaria gel de silice y como fase maovil hexano, acetato de etilo y
metanol, asi como mezclas entre ellos. Asimismo se utilizaron columnas de vidrio

de diferentes capacidades.




Para la identificacidon de compuestos por cromatografia en capa fina (CCF), se
utilizaron cromatoplacas de gel de silice F2s4 Merck como fase estacionaria y como
fase movil hexano, acetato de etilo y metanol, asi como mezclas entre ellos. Para
la separacion y purificacién de compuestos por cromatografia en capa preparativa

(CCP), se utilizaron cromatofolios de gel de silice Merck.

5.5.1 Fraccionamiento primario del extracto hexanico

El fraccionamiento del extracto hexanico se llevd a cabo colocando 24.4422 g de
extracto adsorbido en silice en una columna cromatografica de vidrio con 6 cm de
diametro y longitud de 20cm. Como fase moévil se emple6é hexano y se aumento la
polaridad gradualmente con mezclas de hexano-acetato de etilo. En el Cuadro 6
se muestran las fracciones obtenidas, asi como los disolventes utilizados para
llevar a cabo el fraccionamiento.

Cuadro 6. Fracciones obtenidas en la CC del extracto hexanico.

Polaridad Fracciones
Hexano 1-5
8:2, Hex-AcOEt 6-21
7:3, Hex-AcOEt 22-23
1:1, Hex-AcOEt 34-52
3:7, Hex-AcOEt 53-74

5.5.2 Fraccionamiento primario del extracto de acetato de etilo
Se colocaron 37.3215g de dicho extracto impregnado con gel de silice en una
columna cromatografica. Como fase mévil se comenzdé con hexano y se aumento
la polaridad gradualmente con mezclas de hexano-acetato de etilo, acetato de
etilo-metanol y por ultimo solo metanol. En el Cuadro 7 se muestra un resumen de
las fracciones obtenidas y la polaridad correspondiente segun la mezcla de

disolventes empleada.



Cuadro 7. Fracciones obtenidas en la CC del extracto de acetato de etilo.

Polaridad Fracciones

Hexano 1-16
9:1, Hexano-AcOEt 17-102
7:3, Hexano-AcOEt 103-112
3:7, Hexano-AcOEt 113-177
1:9, Hexano-AcOEt 178-181

AcOEt 182-194
9:1, AcOEt-Metanol 195-209

Metanol 210-226

5.5.3 Fraccionamiento primario del extracto etandlico al 70%

Para la separacion del extracto etandlico al 70 %, 125.46g de este se sometieron a
una extraccion por par de disolventes con diclorometano (CH.Cl;) y agua. Cada
fase se separd y concentré a presion reducida para obtener 114.62g de extracto
acuoso y 11g de extracto organico (CH,Cl,). Este ultimo, se impregné con gel de
silice y se coloco en una columna de vidrio con silice, para realizar la separacion
cromatografica. En el Cuadro 8 se muestran las fracciones obtenidas y su

polaridad correspondiente.

Cuadro 8. Fracciones separadas a partir del extracto etandlico.

Polaridad Fracciones
Hexano 1
1:1, Hex-AcOEt 2-34
4:6, Hex-AcOEt 35-42
3:7, Hex-AcOEt 43-54
2:8, Hex-AcOEt 55-74
AcOEt 75-104
9:1, AcOEt-Metanol 105-119
8:2, AcOEt-Metanol 120-132
2:1, AcOEt-Metanol 133-146
1:1, AcOEt-Metanol 147-154
4:6, AcOEt-Metanol 155-177
3:7, AcOEt-Metanol 178-191
2:8, AcOEt-Metanol 192-209
Metanol 210-226




En el Cuadro 9 se muestran los productos aislados a partir de la separaciéon por

cromatografia en columna de los tres extractos organicos, descrita anteriormente.

Cuadro 9. Productos aislados en la separacién por cromatografia en columna

de los extractos hexanico, acetato de etilo y etandlico.

Sélido Fracciones Peso Punto de Descripcion
fusion (°C)
Hex  |AcOEt |Etanol (mg)
70%
1 24 47 104.77 95-96 Sélido, polvo fino color
(60.4mg) | (44.37mg) amarillo palido
2 24 47 23.3 30-33 Solido amarillo
(13.2mg) | (10.1mg)
3 111-115 222 77-78 Sdélido, polvo fino color
marfil
4 123-125 522.8 83-84 Soélido, polvo fino color
amarillo palido
5 131 35 198.6 94-95 Sdlido, polvo fino
(176mg) (22.6mg) blanco

Los puntos de fusion (p.f.) de los compuestos aislados se determinaron en un

aparato Fisher-Johns y los valores se informan en grados Celsius (°C) sin

correccion.




5.6 Analisis Espectroscoépico

Los espectros en el infrarrojo (IR), se obtuvieron en un espectrofotdmetro Nicolet
Magna IR Spectofotometer 750, en pastilla de KBr con 1mg de muestra. Las
absorciones se informan en cm™.

Los espectros de resonancia ragnetica nuclear (RMN), se determinaron a 200 y
300 MHz en el caso de RMN-'H y 75 MHz para RMN-"3C, en espectrémetros
analiticos Varian GEMINI-200, JEOL Eclipse 300 y Varian UNITY 300. Se utilizd
como disolvente cloroformo deuterado (CDCI3) y se utilizé Tetrametilsilano (TMS)
como referencia interna. Se utilizaron secuencias de pulso para experimentos de
desacoplamiento y por transferencia de polarizacién en 'H 'y "*C (DEPT).

Los desplazamientos quimicos (6) se expresan en partes por millén (ppm), las
sefales se indican de la siguiente manera: s = singulete, d = doblete, dd = doble
doblete, t = triplete, ¢ = cuarteto, m = multiplete y a = sefial ancha, las constantes
de acoplamiento (J) se dan en hertz (Hz).

El analisis espectroscépico por espectrometria de masas (EM), se llevo a cabo en
equipos Hewlett-Packard modelo 5945 A y JEOL AX505HA mediante la técnica de

impacto electronico.



6. Resultados y discusion
En esta seccién se muestran los resultados obtenidos a lo largo de la presente
investigacion. Una vez obtenidos los extractos organicos, se realizaron los
experimentos para verificar su toxicidad. Posteriormente se probd la actividad
antiepiléptica de cada extracto. Simultaneamente se realiz6 el fraccionamiento
quimico, asi como la elucidacion de los compuestos derivados de dicho
fraccionamiento.
6.1 Obtencion de los extractos

El rendimiento de cada extracto se muestra en el Cuadro 10.

Cuadro 10. Extractos obtenidos de las hojas de Casimiroa calderoniae.

Disolvente Peso de extracto | Rendimiento (%)
Hexano 99.61969g 3.1131
acetato de etilo 67.3215¢g 2.1037
etanol al 70% 235.57¢g 7.3615

6.2 Actividad farmacolégica
6.2.1 Toxicidad
Los extractos organicos mostraron una toxicidad variable al ser evaluados en
ratones Swiss Webster macho adultos. Se observo que la toxicidad dependia
del extracto administrado. A continuacion se describen los resultados obtenidos
para los tres extractos.
6.2.1.1 Extracto hexanico

Las dosis administradas del extracto hexanico fueron 50, 100, 250, 500 y 1000
mg/kg. Se observo que, cuando se administraban las dosis de 50 a 250 mg/kg,
los ratones no mostraban signos de toxicidad. Sin embargo, se observd que a
partir de la dosis de 500 mg/kg, los ratones disminuian su actividad locomotriz
(permanecieron inmoéviles los primeros minutos), posteriormente se
recuperaban. Cuando se administré la dosis de 1000 mg/kg, se observo
depresion respiratoria, pérdida del reflejo de enderezamiento, convulsiones
(crisis ténicas y cola de Straub.) y muerte en el 75% de los animales. Esto
permite inferir que este extracto posee componentes con actividad excitatoria y

toxica.



6.2.1.2 Extracto de acetato de etilo

Las dosis administradas del extracto de acetato de etilo fueron 100, 250, 500 y
1000 mg/kg. Cuando se administré la dosis de 100 mg/kg, no se observaron
signos de toxicidad; mientras que, al administrar la dosis de 250 mg/kg, los
ratones solo permanecian inmoviles los primeros minutos y se recuperaban.
Cuando se administraron las dosis de 500 y 1000 mg/kg, los ratones
presentaron incoordinacion motora en menos de 2 minutos, pérdida del reflejo
de enderezamiento, y permanecian inmoéviles durante 10 a 15 minutos. En
estos casos, hubo muerte en el 9% de los animales.

Estos resultados, parecen evidenciar efectos hipndticos-sedantes de este
extracto. Por otro lado, se observa cierta toxicidad, aunque la DLs; > 1000

mg/kg.

6.2.1.3 Extracto etandlico al 70%

La administracion de las dosis de 100, 250, 1000 y 1500 mg/kg del extracto
etandlico al 70%, no produjo signos de toxicidad en ratones. Sin embargo,
cuando se administré la dosis de 1500 mg/kg, se observd una disminucion de
la actividad locomotriz durante aproximadamente una hora y una posterior
recuperacion pasado ese lapso de tiempo.

En ninguna de las dosis evaluadas, el extracto etandlico produjo muerte
(DLsp>1500mg/kg).

6.2.2 Actividad anticonvulsiva

6.2.2.1 Extracto hexanico

Tomando en consideracion que a dosis bajas (<250 mg/kg) del extracto
hexanico no se produjeron efectos téxicos significativos, se evalud la actividad
anticonvulsiva de dicho extracto. Se evaluaron las dosis de 50 y 100mg/kg
empleando el modelo de PTZ, con una dosis de 70mg/kg del agente
convulsivante. No se observaron diferencias con respecto al control, aun mas,
los efectos observados a dosis altas (crisis tonicas) sugieren actividad
excitatoria en lugar de inhibitoria.



6.2.2.2 Extracto de acetato de etilo

Para la evaluacién de la actividad anticonvulsiva del extracto de acetato de
etilo, se administré6 una dosis de PTZ de 70 mg/kg, como agente inductor de
convulsiones. Las variables que se cuantificaron para este experimento fueron
el tiempo que tardan los animales en presentar la primera crisis mioclénica y la
primera crisis tonica (latencias), asi como el porcentaje de respuesta y el
porcentaje de muerte.

En la Figura 8 se muestra el porcentaje de respuesta. En este caso se evalud
la presencia de mioclonias cuando se administraron las dosis de acetato de
etilo de 500 y 1000 mg/kg. Los porcentajes de respuesta fueron comparados
con los obtenidos por el grupo control (SSI) y el grupo testigo (Diazepam,
1mg/kg). Puede verse que tanto el grupo control, como los grupos tratamiento a
las dosis empleadas de extracto, presentaron mioclonias, mientras que el

grupo testigo presentd un porcentaje de respuesta menor.
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Figura 8. Porcentaje de animales que presentaron mioclonias (porcentaje de
respuesta) después del tratamiento con 70 mg/kg de PTZ. Se evaluaron las
dosis de 500 y 1000 mg/kg del extracto de AcOEt. (CCA500 y CCA1000).
Kruskal-Wallis, Mann-Whitney * P< 0.05

Por otro lado, en el mismo experimento se cuantifico también el tiempo en el
cual los animales tardaban en presentar las crisis mioclonicas (latencia) e
igualmente se compararon los cuatro grupos, como puede verse en la Figura 9.
En este caso, cuando se administraron las dosis de 500 y 1000 mg/kg por via
intraperitoneal del extracto de acetato de etilo, se observd claramente un

aumento en el tiempo al cual aparece la primera crisis mioclonica, siendo la



dosis de 1000 mg/kg la que presenta el mayor tiempo registrado antes de
presentar la primera crisis mioclénica, comparadas con el grupo control y el

testigo.
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Figura 9. Latencias de las crisis mioclénicas (inducidas por PTZ) mostradas por
los grupos tratamiento a las dosis de 500 y 1000 mg/kg del extracto de acetato de
etilo (CCA500 y CCA1000). Kruskal-Wallis, Mann-Whitney, * P< 0.05.

En este caso, se observo un efecto neuroprotector en las dosis de extracto
evaluadas cuando se compararon con los controles. En la dosis de 500mg/kg
se observo un efecto similar al del grupo testigo diazepam. Mientras que en la
dosis de 1000mg/kg se observo un efecto neuroprotector mayor que el grupo
testigo.

Por otro lado, dentro del mismo experimento, se evalu6 también el porcentaje
de animales que presentaron crisis tonicas y la latencia de las mismas. En la
Figura 10 se observa el porcentaje de animales que presentaron crisis tonicas
al administrar las dosis de 500 y 1000 mg/kg del extracto de AcOEt,
comparadas con los grupos control y testigo. En el grupo control, la incidencia
de las crisis tonicas es del 100%, mientras que en las dosis evaluadas de los
extractos se observo una notable disminucion en el porcentaje de animales que
presentaron crisis tonicas. En el grupo testigo no existio la presencia de dichas
crisis. Esto significa que los extractos protegieron a los animales de la

presencia de crisis tdnicas, sin embargo, no las suprimen totalmente.
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Figura 10. Porcentaje de animales administrados con las dosis de 500 y 1000
mg/kg del extracto de acetato de etilo y que manifestaron crisis ténicas cuando se
administro el agente convulsivante PTZ. Kruskal-Wallis, Mann-Whitney, * P< 0.05

De la misma manera, se midié la latencia en la cual los animales presentaban
la primera crisis ténica. Cuando se administro la dosis de 1000 mg/kg del

extracto de AcOEt, se observd un incremento en el tiempo al cual se presentd

la primera crisis tonica (Figura 11).
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Figura 11. Latencia de las crisis ténicas presentadas por los grupos administrados
con las dosis de 500 y 1000 mg/kg del extracto de acetato de etilo y el agente
convulsivante PTZ. Kruskal-Wallis, Mann-Whitney, * P< 0.05. NP: No presento en

un periodo de observacion de 30 minutos

Por otro lado, las dosis administradas del extracto de acetato de etilo no
modificaron, con respecto al grupo control, el porcentaje de animales que
murieron (Figura 12).
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Figura 12. Porcentaje de muerte presentada por los animales tratados con las
dosis de 500 y 1000 mg/kg del extracto de acetato de etilo y el agente
convulsivante PTZ.

6.2.2.3 Extracto etandlico al 70%
La actividad anticonvulsiva del extracto etandlico al 70% se evaluo
administrando las dosis de 1, 10 y 1000 mg/kg. Las crisis convulsivas se
indujeron quimicamente con una dosis de PTZ de 70mg/kg como en los casos
anteriores. Se compararon igualmente, los grupos tratamiento con los grupos
control y testigo.
Los resultados indicaron que este extracto no es capaz de modificar la
presencia de mioclonias ni el periodo de latencia a la que se presentan.
Por otro lado, no se observaron cambios en el periodo de latencia en el que se
presentaban las crisis tonicas; sin embargo, como se puede observar en la
Figura 13 a la dosis de 1000 mg/kg se redujo en un 25% el porcentaje de
respuesta. Es decir la administracion del extracto protegido al 25% de la
poblacion de que presentara la crisis tonica.
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Figura 13. Porcentaje de animales que presentaron crisis tonicas (inducidas por PTZ 70 mg/kg)
cuando se administraron con las dosis de 1, 10, 1000 mg/kg del extracto etandlico al 70%. NP:
No presenté

Por otro lado, la incidencia de muerte que ocurri6 cuando se administraron
distintas dosis del extracto etanodlico, se observa en la Figura 14. En ella
podemos apreciar que los animales no murieron con las dosis administradas de
1y 10 mg/kg. Sin embargo, en la dosis de 1000 mg/kg el porcentaje de muerte
es mayor que el grupo control. Lo cual parece indicar un efecto dual
protector/toxico de este extracto que es dependiente de la dosis.
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Figura 14. Porcentaje de muerte presentada cuando se indujeron crisis convulsivas con PTZ a la
dosis de 70 mg/kg. Las dosis evaluadas del extracto etandlico fueron 1, 10 y 1000 mg/kg.



Con el fin de comprobar el efecto protector que se sugeria a dosis bajas, se
llevé a cabo un experimento en el que se indujo el fenbmeno convulsivo con
una dosis de 90 mg/kg de PTZ que se sabe genera el 100% de muerte

Para ello, se ampli6 la ventana farmacoldgica para incluir las dosis de 1, 5, 10y
50 mg/kg de extracto etandlico al 70%.

En la Figura 15 se muestra el porcentaje de animales de cada grupo que
presentaron mioclonias, cuando se administraron las dosis de extracto
anteriormente mencionadas. Como puede verse, los grupos de tratamiento
presentaron un porcentaje de respuesta menor que la manifestada por el grupo
control. Sin embargo no se modificé el tiempo de latencia al cual este tipo de

crisis se presento.
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Figura 15. Porcentaje de animales que presentaron crisis mioclénicas inducidas

por PTZ (90 mg/kg) en los diferentes grupos de tratamiento, control y testigo, al

evaluar las dosis de 1, 5, 10, 50 mg/kg del extracto etandlico al 70%.
Por otro lado, el extracto etandlico no protegié de la presencia de crisis tonicas
a los animales de experimentacion, ni modific6 el tiempo al cual se
presentaron.
Como se puede observar en la Figura 16, a las dosis de 1, 5, 10 y 50 mg/kg, el
extracto etandlico protegi6 de la muerte. Este efecto protector no fue
dependiente de la concentracién, mas aun, parece ser dual. A la dosis de 5
mg/kg, se protegidé al 80% de la poblacion.
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Figura 16. Porcentaje de muerte presentado al administrar el agente
convulsivante PTZ a una dosis de 90 mg/kg. Las dosis administradas del
extracto etandlico fueron 1, 5, 10 y 50 mg/kg.




6.2.3 Actividad hipnética
6.2.3.1 Extracto de Acetato de Etilo

Cuando se efectué la evaluacion de los efectos farmacolégicos de cada
extracto, se observo que los ratones tratados con las dosis de 500 y 1000
mg/kg del extracto de acetato de etilo perdian el reflejo de enderezamiento.
Esto sugiere que dicho extracto posee actividad hipnética. Como se puede
observar en la Figura 17, los ratones tratados con las dosis anteriormente
mencionadas, perdieron el reflejo de enderezamiento (latencia de hipnosis)
aproximadamente a los 3 minutos de haber administrado el extracto de AcOEt.
Los ratones permanecen dormidos por aproximadamente 10 minutos en la

dosis de 500 mg/kg y 15 minutos en la dosis de 1000 mg/kg (Figura 18).
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Figura 17. Latencia de hipnosis al administrar las dosis de 500 y 1000 mg/kg del extracto de
acetato de etilo.
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Figura 18. Tiempo de hipnosis mostrado por los animales cuando se administraron
las dosis de 500 y 1000 mg/kg del extracto de acetato de etilo; NP: No presento.

Por ultimo, los resultados demuestran que el extracto de acetato de etilo posee
actividad anticonvulsiva e hipndtica que posiblemente se deba a un efecto
sedante o depresor del SNC.

Por otro lado, se observé que el extracto etandlico protegio de la muerte
cuando se administré a dosis bajas. Sin embargo, para garantizar un efecto
anticonvulsivo es necesario discriminar que esta accién se deba a efectos en el

metabolismo y biodisponibilidad del agente inductor (PTZ).



6.3 Estudio Quimico

Después del estudio farmacolégico de los extractos de las hojas de C.
calderoniae, se realizd el estudio quimico de cada uno de ellos con el fin de
aislar los componentes mayoritarios, posibles responsables de la actividad
farmacoldgica. Se llevé a cabo la cromatografia en columna de 24.4 g de
extracto hexanico. Las fracciones 20-24 (7:3 Hex/AcOEt) se reunieron con base
en su perfil cromatografico (CCF), el cual revelaba la presencia de dos
manchas. Posteriormente, dicha mezcla se separd por medio de cromatografia
en placa preparativa para dar 60.4 mg de un solido amarillento de p.f. 95-96°C
(solido 1) y 13.2 mg de un sdlido impuro de p.f. 30-33 °C (sdlido 2).

El espectro de IR del sdlido 1 muestra una banda a 171522 cm’
correspondiente a un carbonilo (Figura 19). Asimismo, en el espectro de masas
se observa un pico de m/z 270, que corresponde a un compuesto de formula
C16H1404 (Figura 20). En el espectro de RMN 'H se observé un patrén
caracteristico de un nucleo cumarinico (Figura 21). Asi, se aprecian dos
dobletes (J = 9.6Hz) ubicados a 7.767 y 6.367 ppm que corresponden a los
protones vinilicos de la pirona H-4 y H-3, respectivamente. A 7.692 y 6.8165
ppm se aprecian dos dobletes (J = 2.2 Hz) que corresponden a los protones
vinilicos a y 3 de un anillo furano. Ademas, a 7.361 ppm se observa una sefial
simple. Tales caracteristicas concuerdan con un esqueleto de tipo
furanocumarinico que presenta sustitucion en posicion 8. En el mismo espectro
también se observa a 5 ppm la presencia de una sefial doble (J = 7.2Hz) que
integra para dos hidrogenos y que corresponde a un metileno alilico, unido a
oxigeno. También se observé la presencia de un triplete (J = 7.2 Hz) a 5.61
ppm, que correspondia a un hidrégeno vinilico. Finalmente, se observaron dos
sefales dobles (J = 0.8 Hz) a 1.742 y 1.72 ppm que integraban para 6
hidrogenos y que correspondian a dos metilos alilicos. Por lo que se identifico
al sélido 1 como imperatorina. Las caracteristicas fisicas y espectroscopicas de
este compuesto coincidieron con las informadas previamente en la literatura
(Masuda et al., 1998; Razdan et al., 1982; Setzer et al., 2003).

La imperatorina (Figura 22), es una furanocumarina que se aislo previamente

de diversas especies pertenecientes a la familia Rutaceae; sin embargo, es la



primera vez que se aisla de una especie de Casimiroa. Dicho compuesto ha
sido estudiado desde el punto de vista farmacolégico. Se ha informado en la
literatura que posee actividad apoptoética en células de leucemia (Appendino,
2004), asi como actividades citotoxicas (Yang et al., 2003), antibacterianas,
antifungicas (Kwon et al., 1997) y fototoxicas (Schimmer et al., 1980). En 2003,
Choi y colaboradores demostraron que la imperatorina inhibe la GABA
transaminasa, enzima catabdlica de GABA. Por lo que es posible que la
imperatorina tenga actividades inhibitorias, por medio del incremento de los
niveles del neurotransmisor GABA.

Con respecto al solido 2, la cantidad y pureza no permitieron la identificacion de

sus componentes.
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Figura 19. Espectro de IR de la imperatorina (solido 1).
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Figura 20. Espectro de masas de la imperatorina (sélido 1).

4.988

mmmmmmm
mmmmm

N
/
6
6
6
]
2
a
8
—5.024

M,_yb J[ M L WPV N LALJL—JL_&__._JL.

-
——Y—— T T T ———— T —T
8 7 6 S 4 3 2 1 ppm
— e — e ——
2.10 1.00 0.93 6.79
1.03 0.99 2.04

Figura 21. Espectro de RMN'H de la imperatorina (sélido 1).




Figura 22. Estructura de la imperatorina (sélido 1).

El analisis cromatografico del extracto de acetato de etilo, permitio la obtencidn
de imperatorina (44.37mg) de la fraccién 43 (9:1, Hex/AcOEt).

Por otro lado, a partir de las fracciones 111-115 (7:3, Hex/AcOEt) se llevd a
cabo el aislamiento de 222mg de un sdlido blanquecino de p.f. 83-84 °C (sdlido
3). Dicho sdlido se purificé por medio de recristalizaciones sucesivas. En el
espectro de IR (Figura 23) se observa la presencia de una banda ancha a 1729
cm’'. Ademas, en el espectro de masas se observa un pico de m/z 328 que
corresponde a una formula de C1gH160s, (Figura 24).

En el espectro de RMN 'H (Figura 25), se observan sefiales semejantes a la
imperatorina; sin embargo, se observa la presencia de una senal simple a 4.65
ppm que integra para 2 hidrégenos, asi como una sefial a 2.0 ppm
correspondiente a los hidrégenos de un metilo de un grupo acetato. En el
Cuadro 11 se muestran los desplazamientos de las sefiales de RMN *C. En la
Figura 26 se muestra el espectro de RMN '*C. Tales evidencias concordaron
con la estructura del acetato de tricoclina (Figura 27). La estructura de este
compuesto ya habia sido informada en la literatura como un derivado
semisintético (Miyakado, 1978), sin embargo esta es la primera vez que se

informa su aislamiento como producto natural.
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Figura 23. Espectro de IR del acetato de tricoclina (solido 3).

Figura 24. Espectro de masas del acetato de tricoclina (sélido 3).
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Cuadro 11. Desplazamiento (ppm) de las sefiales de RMN 'H y RMN "*C del

acetato de tricoclina (solido 3).

Asignacién| RMN °C RMN "H J (Hz)
2,C=0 160.7 - -
3 114.7 6.36 (d) 9.6
4 144.2 7.75 (d) 9.6
5 113.3 7.36 (s) -
6 106.7 6.81 (d) 2.1
7 146.7 7.67 (d) 2.1
1 69.0 5.08 (dd) 0.8, 6.6
2 125.0 5.85 (ta) -
3 116.5 - -
4 21.3 1.88 (s) -
5 62.7 4.65 (s) -
c=0 170.8 - -
CO-CHj3 20.8 2.04 (s) -
C (qan) 148.3,143.6 - -
136.5, 131.3
125.9

gar: carbono cuaternario aromatico

Figura 27. Estructura del acetato de tricoclina (sélido 3).



7. Conclusiones

El extracto de acetato de etilo de hojas de C. calderoniae presentd efectos
sedantes-hipnoéticos a partir de la dosis de 500 mg/kg. Ademas, dicho extracto
presentd efectos anticonvulsivos, a la dosis de 1000 mg/kg, en el modelo de

induccion quimica con pentilentetrazol.

El extracto etandlico de hojas, a dosis bajas, protegid a los animales de
experimentacion de la muerte inducida por el tratamiento con una dosis letal total
de pentilentetrazol. Sin embargo a dosis altas del extracto, dicho efecto se revirtid,

lo que implica un efecto dual.

El estudio quimico de la especie C. calderoniae permitid el aislamiento e
identificacion de cuatro compuestos, dos furanocumarinas —imperatorina y acetato
de tricoclina- y dos flavonas, - la tangeretina y la 5,6,2’,3’- tetrametoxiflavona -.
Esta ultima resultd ser una nueva flavona. Asimismo, es la primera vez que se
informa la obtencidn del acetato de tricoclina a partir de una fuente natural, ya que

previamente se habia informado su estructura como un producto semisintético.

El presente estudio apoya la propuesta de que el estudio quimico de especies
relacionadas quimiotaxondmicamente puede conducir al aislamiento de

compuestos bioactivos.

Los resultados de la presente investigacion constituyen un aporte al conocimiento
quimico y biolégico del género Casimiroa y evidencian su potencial como fuente

de compuestos bioactivos.



8. ANEXO

FLAVONOIDES

Los flavonoides son metabolitos secundarios que ocupan una posicion prominente
entre los fenoles de las plantas superiores. Son compuestos que poseen dos
anillos fendlicos conectados por una unidad de tres carbonos (sistema Cg-C3-Cs
como estructura base) Los flavonoides provienen de la unién de las rutas del
acido siquimico y del acetato mevalonato. Se originan de unidades de acetato por
intermediario fenilpropanoide derivado de la ruta del acido siquimico. El anillo A
esta formado por la condensacion cabeza-cola de 3 unidades de acetato y el anillo
B formado del precursor fenilpropanoide. Suelen encontrarse sustituidos
comunmente por —OH, -OCHj;, u O-6sido. En la Figura 38 se muestra la

estructura general de los flavonoides (Trease et al., 1988)

Figura 38. Estructura general de flavonoides.

Entre las acciones biolégicas que se han atribuido a los flavonoides estan sus
propiedades antioxidantes, antiinflamatorias, asi como citotdéxicos en lineas
celulares de cancer humano. Asimismo se han encontrado evidencias de que los
flavonoides tienen propiedades protectoras en cultivos neuronales. Asimismo se
ha informado que algunos flavonoides actuan como ligandos del receptor GABA
y que poseen actividad sedante (Dajas et al., 2005).

En la Figura 39 se muestra la ruta biogenética de los flavonoides.
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CUMARINAS

Las cumarinas son metabolitos secundarios que proceden de la ruta del acido
siquimico. Estos metabolitos son derivados de benzo-a-pirona que se encuentran
ampliamente distribuidas en el reino vegetal; sin embargo, existen determinadas
familias que poseen gran cantidad de estos compuestos, como son las Rubiaceas,
Rutaceas, Asteraceas, Umbeliferas, Apocinaceas y Compuestas.

Entre las propiedades farmacoloégicas que se les atribuyen se encuentran, la
reduccion de linfoedema en el hombre, inhibicién de las enzimas tirosin-cinasas,
asi como actividades antiinflamatorias y fototoxicas (Hoult et al., 1996). En la
Figura 40 se muestra la estructura general de las cumarinas y en la Figura 41 se

muestra su ruta biogenética.

5 4
6 X3
7 1 2
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Figura 40. Estructura general de las cumarinas.
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