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1. INTRODUCCION

La hipertension arterial sistémica (HAS) es una enfermedad ampliamente extendida que
contribuye de forma notable a la morbilidad y mortalidad en los paises industrializados.
El diagnéstico correcto y su tratamiento apropiado disminuyen significativamente los
problemas cardiovasculares de la edad adulta. El diagnostico de HAS ha estado basado
en la demostracion de una presion arterial (PA) por encima de un determinado rango de
valores considerados normales. Aunque los valores de PA identifican a pacientes con
un riesgo superior de accidentes cardiovasculares, un enfoque mas moderno deberia
contemplar la anomalia cardiovascular resultante de la HAS y con base a ello,

establecer un prondstico y un tratamiento adecuado.

En paises desarrollados se estima que solamente se diagnostica este trastorno en dos
de cada tres individuos que lo padecen, y de ellos, sélo alrededor del 75 % recibe

tratamiento farmacoldgico, y éste es adecuado solo en el 45 % de los casos.’

Las plantas medicinales y sus productos derivados han sido milenariamente utilizados
en la medicina tradicional de los pueblos, y como materia prima, para la preparacion de
medicamentos. La industria farmacéutica y herbal conocen la importancia econdmica
del mercado de productos naturales, porque afio con afio aumenta significativamente.
Se estima que a nivel mundial el gasto de farmacos de origen vegetal es

aproximadamente de 35 mil millones de délares anuales.?

El desarrollo de la medicina se ha enfocado a buscar estrategias, procesos o métodos
de investigacion para descubrir tratamientos que mejoren el bienestar del ser humano.
Uno de los tratamientos para combatir enfermedades, es el empleo de medicamentos
que contienen sustancias biolégicamente activas. En la actualidad, el mayor éxito para
buscar dichas sustancias es a través de estudios que valoran cientos de moléculas en
preparaciones automatizadas que emplean blancos (enzimas, canales, receptores y
transportadores) para determinar si la molécula en estudio interacciona con alguno de
ellos. En la mayoria de estos estudios, la seleccidon de las moléculas es aleatoria

(random screening) sin importar sus antecedentes.®*°



Las plantas superiores son una fuente de nuevas moléculas, y se estima que el nUmero
de especies que se necesita investigar hasta encontrar una sustancia a comercializar,
es alrededor de 400. El esfuerzo para llegar a este fin, puede apreciarse si se considera
que de cada especie se obtienen cuando menos dos extractos de cada una de sus
partes (cascaras, hojas, frutos, raiz, etc.). Cada uno de los extractos debe investigarse
en diferentes sistemas experimentales que pueden sumar hasta 500, lo que indica que
seria necesario examinar mas de un millon de extractos para obtener un nuevo
medicamento. Las fases necesarias hasta la obtencién del medicamento duran de 10 a

15 afios y cuestan en promedio, 800 millones de dolares.® "8

Numerosas plantas han dado origen a compuestos y medicinas de gran importancia
para la cura de enfermedades, que por su gravedad, han afectado a la humanidad a
través de la historia. Las plantas de origen Latinoamericano han jugado un papel muy
importante en la busqueda de nuevos medicamentos, por ejemplo la Diosgenina con
actividad anticonceptiva, o la Emetina con actividad antiamebiana, han sido aisladas de
plantas del centro y del sur del continente americano. Actualmente, la eficacia y
seguridad de una gran variedad de compuestos aislados de nuestras plantas, estan
siendo ensayadas para el tratamiento de numerosas enfermedades como el cancer y el
SIDA.®

México tiene una gran biodiversidad de plantas potencialmente medicinales que no han
sido completamente registradas. Por ejemplo, hace 17 afos el Herbario del Instituto
Mexicano del Seguro Social, el mas importante de Latinoamérica, censd a curanderos,
yerberos y aquellos que utilizan las plantas para curar, y estimo unas 17 000 plantas
medicinales. A través de estos contactos logro reunir 11 156 plantas que curan desde

un dolor de estémago, hasta una insolacién y una gangrena.®

Actualmente existe una intensa investigacion cientifica sobre las plantas medicinales.
Numerosos estudios Quimico Farmacologicos se han generado en todo el mundo y a
pesar de este importante avance, para la mayoria de las plantas se carece de suficiente

investigacion cientifica que permita racionalizar su uso popular. Tal es el caso de



Argemone mexicana, que segun la base de datos Natural Product Alert (NAPRALERT)
se emplea en la India para el tratamiento de la HAS y sin embargo, solo hay un estudio
preclinico que sefala un efecto hipotensor en perros normotensos anestesiados,’" sin

caracterizarlo farmacolégicamente y menos aun quimicamente.

La presente investigacion fue disefiada para valorar los efectos de un Extracto
metandlico (EMeOH) obtenido de la parte aérea de A. mexicana, sobre la PA del lecho
mesentérico, para que guiados por las acciones vasculares de este extracto en dicho
modelo experimental, sea fraccionado hasta aislar e identificar los componentes
vasoactivos. Todo ello con el propésito de sentar las bases para que posteriormente, se
inicien los estudios farmacolégicos pertinentes que fundamenten el efecto hipotensor

informado para esta planta.



2. ANTECEDENTES TEORICOS

2.1. Hipertension arterial sistémica

A la HAS se le llama el “Asesino Silencioso”, porque en la mayoria de los casos no
ocasiona ningun sintoma hasta causar enfermedades serias que si no se detectan a
tiempo, o se controlan apropiadamente, pueden terminar con la vida del enfermo. Para
un diagndstico temprano de HAS, el médico debe tener presente que en algunos casos,
los pacientes sufren dolores de cabeza, sangrado de nariz (epistaxis), mareos o

cansancio extremo.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), en el mundo occidental la
hipertension arterial (HA) constituye el primer riesgo de muerte en la mujer y el segundo
en el hombre. Se estima que el 50 % de las enfermedades cardiovasculares se puede
atribuir a la elevacién de la presién arterial (PA), la cual es el principal riesgo de ictus y

de insuficiencia cardiaca.'

2.2. Definicion y clasificacion de la hipertensién arterial sistémica

De acuerdo con la OMS la HA se define como la elevacién sostenida de la PA por
encima de los limites normales.'® ' El limite para definir a un paciente como hipertenso
es =2 140 mm Hg en la presion arterial sistélica (PAS), y = de 90 mm Hg en la presion

arterial diastélica (PAD), véase Tabla .

Tabla I. Valores de referencia para la PA en el humano de acuerdo a la OMS.

Categoria Presion sistélica Presion diastolica
Nivel 6ptimo <120 mm Hg < 80 mm Hg
Normal 120 a 129 mm Hg 80 a 84 mm Hg
Normal alta* 130 a 139 mm Hg 85 a 89 mm Hg
Hipertension 140 0 mas mm Hg 90 0 mas mm Hg

Si se trata de un paciente diabético con nefropatia (proteinuria) estas cifras deben ser consideradas como si fuera hipertension y
requiere tratamiento farmacologico.

Fuente: Hipertension arterial en México Guias y recomendaciones para su deteccion, control y tratamiento.

El paciente hipertenso se clasifica en estadios segun los valores de su PA y de su
estado de salud (Tabla Il). El estadio | es cuando la PAS esta entre 140 y 159 mm Hg
y/o la PAD esta entre 90 y 99 mm Hg. El estadio Il es indicativo de pacientes cuya PAS

es mayor de 160 mm Hg y/o la PAD mayor de 100 mm Hg. Si el paciente es ademas



diabético con proteinuria, o bien hay evidencia de dafo renal o a otro 6rgano blanco, el

paciente debe ser considerado de riesgo mayor.

Tabla Il. Estadios de la HAS.

Categoria PAS PAD
Estadio | 140-159 mm Hg 90-99 mm Hg
Estadio Il 160 o mas mm Hg 100 o mas mm Hg

Fuente: Hipertension arterial en México Guias y recomendaciones para su deteccion, control y tratamiento.

En mayo del 2003 se presentd en el Congreso Americano de Hipertension Arterial, una
nueva guia para el diagnéstico y tratamiento de esta enfermedad. El objetivo fue
actualizar a los profesionales de la salud en los nuevos conocimientos publicados en las
diferentes revistas cientificas, y brindar una nueva guia sobre el manejo de la HA. Este
7°. Reporte de la Junta del Comité Nacional de Prevencién, Deteccidén, Evaluaciéon y
Tratamiento de la Presidon Arterial Elevada (7th Report of the Joint National Committee
on Prevention, Detection, Evaluation, and Treatment of High Blood Pressure-VII JNC)15

simplifico la clasificacion de HAS en categorias (Tabla IlI).

Tabla Ill. Valores de referencia para la PA en el humano de acuerdo a la JNC VII.

Clasificacion Presién arterial sistélica Presioén arterial diastélica
(mm Hg) (mm Hg)
Normal <120 <80
Pre-Hipertension 120-139 80-89
Hipertensién estadio 1 140-159 90-99
Hipertensién estadio 2 >160 >100

Fuente: JNC VII 2003.

Nuevos conocimientos en relacion con la HA, indican que no sélo es el nivel numérico
en mm Hg es lo que establece la categoria, sino también deben ser tomados en cuenta
al momento de estratificar la categoria del paciente, otros factores como por ejemplo, la

presencia de insuficiencia renal cronica.

2.3. Epidemiologia

En el 90 % de las personas con HAS, la causa es desconocida por lo que se denomina
hipertension esencial o primaria. Esta hipertensién puede tener mas de una causa y
probablemente se debe a una combinacion de diversos factores relacionados con el

corazdn y los vasos sanguineos. Cuando la causa es conocida, la HAS se denomina



secundaria y en el 5-10 % de los casos tiene como causa una enfermedad renal. Del
1-2 % su origen en un trastorno hormonal o en el uso de ciertos farmacos como los
anticonceptivos orales. Una causa poco frecuente de HAS secundaria es el
feocromocitoma, un tumor de las glandulas suprarrenales que secreta las hormonas

adrenalina y noradrenalina las cuales son responsables del incremento de la PA."®

Existen numerosos factores que determinan el desarrollo de la HAS, entre los cuales
destacan:

- Edad y sexo. La PAS a diferencia de la PAD, aumenta en ambos sexos con
forme avanza la edad. Sin embargo, es mas frecuente en mujeres de la tercera
edad.'®°

- Raza. La prevalencia es mayor en la raza negra (32,4 %) y menor en la raza
blanca (23,3 %) y en estadounidenses de origen mexicano (22,6 %).%°

- Herencia. La frecuencia de HAS es mayor en los familiares cercanos a los
hipertensos.

- Factores ambientales. La prevalencia, morbilidad y mortalidad es mayor cuanto
mas bajo es el nivel socioeconémico y educativo.?" ?° El estrés, la ocupacién, una
mala dieta y los ambientes sicosociales adversos, favorecen la HAS.

- Factores dietéticos. Sobrepeso, su relaciéon con la HAS es mas intensa en
individuos jovenes y adultos de mediana edad, principalmente en el sexo
femenino. La obesidad especialmente abdominal (se reconoce como el principal
factor hipertensindgeno), la resistencia a la insulina, la alta ingesta de alcohol, la
alta ingesta de sal, el sedentarismo, el estrés y la baja ingesta de potasio y calcio,
incrementan el desarrollo de la HAS.?° EI 25 % de los hipertensos menores de 60
anos, presenta la entidad clinica llamada sindrome metabdlico la cual se
caracteriza por resistencia a la insulina, intolerancia a la glucosa,

hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia, e hipercolesterolemia.??

La patologia cardiovascular es la principal causa de muerte de todos los paises
industrializados.”®> A nivel mundial el 20-25 % de los adultos presentan cifras
tensidnales consideradas por definicion como hipertensién, y de ellos el 70 % vive en

paises en vias de desarrollo.?™ 2* 2> Segun el 7° informe de la JNC, el 90 % de los



hipertensos antes de 55 afios formaban parte de la poblacién normotensa, lo cual indica

que el riesgo de desarrollar HAS se incrementa con la edad.®

En México de 1990 al 2006, las enfermedades cardiovasculares fueron la primera causa
de muerte.?® En el afio 2000 el CENSO de poblacién y vivienda, reveldé que habia 49,7
millones de mexicanos entre los 20 y 69 afnos, de los cuales 15,16 millones (30,05 %)
eran hipertensos. Lo cual signific6 que en el afo 2000 ocurrieran 227 400 muertes
atribuibles a la HAS vy por lo tanto, potencialmente prevenibles. En otras palabras, una
muerte cada 2 min. Si bien a este numero de muertes potenciales hay que restar el 14,6
% de pacientes hipertensos controlados, la cifra se reduciria a 194 199, es decir una
muerte cada 3 min.?’ En el afio 2002 la HAS ocupd la 92 causa de muerte en la
poblacién general, con un total de 10 696 muertes, con tasa de 10,38 defunciones por
cada 100 000 habitantes.?®

En la encuesta nacional de salud y nutricion (ENSANUT) del afio 2006, la prevalencia
de la HAS fue de 30,08 % en la poblacién de 20-69 afios, de los cuales el 61 %
desconocia su enfermedad. La prevalencia fue mayor en los estados del norte y en
relacion al sexo, es mayor para los hombres antes de los 50 afios, pero después de

esta edad, la prevalencia es la misma en ambos sexos.?®

2.4. Sintomatologia

Habitualmente la HAS es asintomatica. En ocasiones se acompafia de cefaleas,
hemorragias nasales, vértigo, enrojecimiento facial y cansancio. Sin embargo esta
sintomatologia también puede aparecer con la misma frecuencia en individuos con una

PA normal y su presencia no es patognomoénico de HAS.

En caso de HAS grave o de larga duracién que no recibe tratamiento, los sintomas
como cefaleas, fatiga, nauseas, vomitos, disnea, desasosiego y visidn borrosa se
producen por lesiones en el cerebro, los ojos, el corazon vy los rifiones.? Algunas veces

las personas con HAS grave, desarrollan somnolencia e incluso coma por edema



cerebral (acumulacién anormal de liquido en el cerebro) que requiere tratamiento

urgente.

2.5. Tratamiento

El tratamiento farmacologico del paciente hipertenso tiene como objetivo principal la
reduccidon del riesgo de complicaciones cardiovasculares, renales y cerebrales, y no
sblo el descenso de la PA. En los ultimos afos el descenso de la PA, parece estar
asociado a elementos distintos a la intervencidén farmacolégica tales como disminucion

del estrés y del peso corporal.*

Las principales clases de farmacos antihipertensivos manejados en la actualidad son:
diuréticos, antagonistas de receptores (-adrenérgicos, bloqueadores de canales de
calcio, inhibidores de la enzima de conversidén de la angiotensina (IECA), antagonistas
de los receptores de angiotensina Il (ARAII), bloqueadores a-adrenérgicos, inhibidores
del tono simpatico central, vasodilatadores arteriales directos y, muy recientemente,

31,32
(

inhibidores de la renina plasmatica Figura 1).
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La eficacia demostrada del tratamiento antihipertensivo para reducir la morbilidad del
los pacientes hipertensos se basa en estudios realizados fundamentalmente con los
farmacos clasicos diuréticos y B-bloqueadores.®® Estos son farmacos basicos en el
manejo de la HA, y se consideran como referencia en la evaluacién de los nuevos

farmacos modernos. Diferentes revisiones como la de Pasty. et al,*'

observan que los
farmacos modernos también son utiles para reducir el riesgo cardiovascular, pero
desafortunadamente no modifican el pronostico del paciente hipertenso.®* ** A pesar de
esta situacion, existe un debate acerca de qué grupo de antihipertensivos a de
considerarse como primera eleccion en el tratamiento de la HAS. La JNC VII ha
recomendado que el tratamiento inicial debiera ser un farmaco clasico,
fundamentalmente un diurético tiazidico.>® En este mismo sentido se expresa la Guia
Canadiense del 2005,%” que recomienda el inicio del tratamiento con diuréticos tipo
tiazidas, pero reconoce que para la mayoria de los hipertensos se requieren varios
agentes hipotensores asociados. Las guias conjuntas de la OMS, de la Sociedad
Internacional de Hipertensiéon y de las Sociedades Europeas de Hipertension y
Cardiologia (SEH-SEC), han establecido que cualquier farmaco de los grupos
principales puede ser valido para el inicio del tratamiento antihipertensivo.®® * La
reciente “Guia Europea para la Prevencion de las Enfermedades Cardiovasculares en la
Practica Clinica” también indican que cualquiera de los farmaco antihipertensivos de los

grupos principales, puede ser Util para iniciar el tratamiento.** *'

2.5.1. Farmacos utiles en la HAS

2.5.1.1.Diuréticos

Los diuréticos mostrados en la Tabla IV se encuentran entre los farmacos mas antiguos
en el tratamiento de la HA. Junto con los B-bloqueadores son los Unicos farmacos que
han demostrado una reduccion en la morbilidad y mortalidad a largo plazo. Los
diuréticos son farmacos relativamente baratos comparados con otros antihipertensivos;
y su efecto secundario mas notable es la hipopotasemia para farmacos como las
tiazidas y la furosemida, y la hiperpotasemia para los ahorradores de potasio como

espirinolactona, triamtereno y amilorida.*?
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Las Tiazidas, la clortalidona y la indapamida inhiben la reabsorcién de sodio en el tubulo
contorneado distal, la furosemida, bumetamida y el acido etacrinico en la porcion
ascendente gruesa del asa de Henle y la espirolactona, triamtereno y amilorida en el

tubulo contorneado distal y en los tubulos colectores.

El efecto antihipertensivo a largo plazo de los diuréticos no se explica por la disminucién
de volumen, sino mas bien con la atenuacion de la respuesta vascular a estimulos
depresores, quizas como una disminucion del grosor de la pared y del contenido en

sodio, lo que produciria una disminucién del calcio libre intracelular.*?

Los diuréticos pueden aumentar la resistencia a la insulina y descompensar una
diabetes en pacientes susceptibles, asi como incrementar los niveles de colesterol y

triglicéridos.*

Tabla IV. Ejemplos de diuréticos utiles en la HAS.
Tipo Ejemplos

Clorotiacida
Hidroclorotiacida
Clortalidona
Indapamida
Metolazona
Bendroflumetiacida

Tiazidas

Furosemida
Acido etacrinico
Bumetanida
Piretanida

Diuréticos de asa

Espironolactona
Ahorradores de potasio Triamtereno
Amilorida

Fuente: Goodman & Gilman's. The Pharmacological Basis of Therapeutics.

2.5.1.2. Inhibidores del sistema nervioso simpatico

La influencia del sistema nervioso simpatico en la patogénesis de la hipertension, llevd
al desarrollo de sustancias cuyo efecto farmacoldgico era la reducciéon del tono
simpatico. Estas sustancias se clasificaron segun el mecanismo de accion y se resumen
en la Tabla V.
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Tabla V. Ejemplos de inhibidores del sistema nervioso simpatico utiles en la HAS.
Tipo Ejemplos

Alfametildopa
Guanetidina
Inhibidores del tono simpatico central Clonidina
Rilmenidina
Guanfacina

Bloqueadores adrenérgicos de accioén central y Reserpina
periférica Urapidil

Labetalol

Antagonistas de receptores a y § adrenérgicos Carvedilol

Atenolol
Bisoprolol
Metoprolol
Antagonistas de receptores  adrenérgicos Nadolol.
Oxprenolol
Propranolol
Timolol

Prazocina
Teratozina
Fentolamina
Doxazosina

Antagonistas de receptores a adrenérgicos

Fuente: Goodman & Gilman's. The Pharmacological Basis of Therapeutics.

En la actualidad los farmacos mas utilizados de este grupo son los B-bloqueadores. El
efecto farmacologico de este grupo de farmacos, esta basado en el antagonismo
competitivo por los receptores B con los neurotransmisores agonistas noradrenalina y
adrenalina. La maxima eficacia antihipertensiva de los -bloqueadores generalmente se

alcanza a las 2-4 semanas de tratamiento.

Las desventajas de los B-bloqueadores son la disminucion de la capacidad para realizar
ejercicio y la aparicion de efectos secundarios como astenia, alucinaciones, frialdad de
extremidades o disfuncion sexual que suelen estar relacionados con la dosis. Ademas,
pueden desencadenar crisis asmaticas en pacientes predispuestos o con insuficiencia
cardiaca. En contraste, hay evidencias cada vez mayores de su efecto

cardioprotector.*?
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Los B-bloqueadores tienen diferente selectividad por los receptores 1 del corazén,
diferente actividad simpaticomimética intrinseca, y un efecto adicional vasodilatador
sobre los receptores a4. Su empleo para el tratamiento de la HA suele acompanarse
con diuréticos (tiazidas), bloqueadores de canales de calcio (dihidropiridinas) o un

antagonista selectivo de receptores a4 (prazosina).

2.5.1.3. Vasodilatadores arteriales directos

Su efecto farmacoldgico reside en la accion directa sobre la musculatura lisa vascular
tanto de los vasos arteriales como venosos. Los vasodilatadores directos usados en la
practica clinica son: hidralazina, minoxidil, nitroprusiato y diaxosido (Figura 1). Estos
dos ultimos farmacos son de eleccion en las crisis hipertensivas y deben su efecto
respectivamente, a la inhibicion de la Guanilato ciclasa y a la apertura de los canales de
potasio localizados en la membrana celular de los vasos.** *° Salvo el nitroprusiato, en
la actualidad los vasodilatadores son de uso infrecuente debido a sus efectos
secundarios caracterizados por el fendmeno de tolerancia y la necesidad frecuente de
tener que afnadir un segundo farmaco debido a la retencién de sodio y taquicardia que
producen. Debido a estos efectos, los vasodilatadores directos son farmacos no

recomendados para el tratamiento inicial de la HA.

2.5.1.4. Bloqueadores de canales de calcio

Son sustancias quimicas heterogéneas cuya caracteristica comun es la inhibicion de la
entrada de iones de calcio al interior de la célula. Pueden clasificarse segun su
estructura quimica y funcién en: fenilalquilaminas, dihidropiridinas y benzodiazepinas
(Tabla VI). Descienden la PA independientemente de la edad o sexo y su efectividad ha
sido demostrada en todos los grados de HA ideopatica, y en muchos paises se
consideran como de primera eleccidn, ya que ademas, producen reduccién de la
hipertrofia cardiaca, incrementan la diuresis y natriuresis (especialmente las

dihidropiridinas), y funcionan como antianginosos.*®
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Los bloqueadores de canales de calcio tipo verapamilo o diltiazem, por su efecto
cronotropico negativo estan contraindicados, y deben administrarse con suma
precauciéon en pacientes que ademas de la HAS, presentan bradicardia, disfuncién
sinusal o grados variables de bloqueo de la conduccidn cardiaca. El efecto secundario
mas frecuente de la hidropiridina es el edema de extremidades, mientras que el

verapamilo produce estrefimiento.

Tabla VI. Ejemplos de bloqueadores de canales de calcio Utiles en la HAS.
Tipo Ejemplos

Fenilalquilaminas Verapamilo

Benzodiazepinas Diltiacem

Nifedipino
Amlodipino
Felodipino
Nitrendipino
Lacidipino
Nicardipino

Dihidropiridinas

Fuente: Goodman & Gilman's. The Pharmacological Basis of Therapeutics.

2.5.1.5. Inhibidores del sistema renina - angiotensina

El sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAA) es fundamental en la regulacion de la
PA. La enzima renina producida por el aparato yuxtaglomerular es liberada por diversos
estimulos: hipotensidn, hiponatremia, hipovolemia, etc., y convierte al angiotensinégeno
en angiotensina | y esta a su vez en angiotensina Il, por accion de la enzima

convertidora de la Angiotensina.

Los efectos de la angiotensina Il sobre diversos 6rganos estan mediados por el estimulo
de los receptores AT y AT,. La estimulacion de los AT producen vasoconstriccion,
liberacién de aldosterona y catecolaminas, y efectos mitogénicos. La relevancia clinica
de los receptores AT, esta menos clara. En la actualidad los Inhibidores de la Enzima
Convertidora de Angiotensina (IECA) tienen una amplia aceptacibn como farmacos
antihipertensivos de primera linea. Los IECA actuan tanto a nivel sistémico como local
(corazon, rifiones, pared vascular, cerebro, etc.). La disminuciéon de la formacion de

angiotensina Il, produce disminucion de la vasoconstriccion y de la reabsorcién de sodio
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y agua mediada por este octapéptido. Los EICA inducen los siguientes cambios

hormonales.*’

- Aumento de la secrecion de renina.

- Aumento de la angiotensina I.

- Disminucion de la actividad de la enzima convertidora de angiotensina.
- Disminucién de la angiotensina Il.

- Disminucién de la secrecion de aldosterona.

- Aumento de bradicinina.

Todos los IECA disponibles en la actualidad (Tabla VII) tienen el mismo mecanismo de
accion y sélo se diferencian por su estructura molecular (Figura 1). Su eficacia es
mayor en pacientes con niveles de renina altos, pero también controla la PA en un
sustancial numero de pacientes con niveles de renina normales o bajos. Su principal
efecto secundario es la tos, y se tiene que vigilar los niveles de potasio por el riesgo de
aparicion de hiperpotasemia, especialmente si se toma simultaneamente con diuréticos

ahorradores de potasio.

Tabla VII. Ejemplos de IECA utiles en la HAS.
Tipo Ejemplos

Grupo sulfhidrilo Captopril

Enalapril
Benazepril

Cilazapril

Grupo carboxilo Lisinopril
Perindopril

Quinapril

Ramipril
Trandolapril

Grupo fosforilo Fosinopril

Fuente: Goodman & Gilman's. The Pharmacological Basis of Therapeutics.

Los antagonistas de los receptores de la angiotensina Il (ARAIl), losartan, valsaltan,
candesartan, (Figura 1), van adquiriendo un protagonismo cada vez mas importante en
el tratamiento de la HA.*® *° Esto en parte se debe a una menor aparicion de efectos

secundarios, especialmente la ausencia de tos y el riesgo de edema angioneurético®
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ya que no interfieren en la via metabdlica de la bradicinina, como lo hacen los IECA
clasicos Su eficacia antihipertensiva ha sido demostrada en diferentes estudios y

ademas, ofrece proteccion cardiaca y renal.”’

Muy recientemente la FDA ha aprobado un nuevo medicamento para el control de la
HAS de la clase Inhibidores de la Renina Plasmatica (IRP) llamado aliskiren (tekturna)
(Figura 1). Ya en los 80s se habia publicado el primer agente IRP, sin embargo este
agente era poco potente, inespecifico y requeria dosis muy altas para mostrar su efecto

hipotensor.>?

El aliskiren se une al sitio activo de la molécula de renina lo cual bloquea la accién de
esta enzima sobre el angiotensindégeno. Es el primer antihipertensivo que se ha
aprobado desde hace mas de 10 afnos. Se puede utilizar solo o en combinaciéon con
otros antihipertensivos. Reduce la PA en un 50-80 % y su magnitud no esta relacionada
con la dosis, ni se correlaciona con la reduccién en la presién sanguinea.®® Es bien
tolerado y tiene un efecto aditivo con la mayoria de los otros antihipertensivos. Produce
efectos adversos gastrointestinales que se relacionan con la dosis. Estos se manifiestan
como: diarrea que aumenta en el sexo femenino y en los ancianos, dolor abdominal,
dispepsia y leve reflujo gastroesofagico. Se ha asociado con un ligero aumento de tos

sarpullido, angioedema en la cara, hiperuricemia, gota y litiasis renal.**

Como puede notarse en la literatura consultada, existen notorias controversias sobre la
seleccion del o de los mejores farmacos antihipertensivos, y numerosos informes sobre
multiples y variadas reacciones que llevan a la conclusién que no hay farmaco seguro e

inocuo.
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2.6. Caracteristicas de Argemone mexicana Linn

2.6.1. Taxonomia

La Argemone mexicana pertenece al reino: Plantae, subreino: Tracheobionta,
superdivision: Spermatophyta, divisidn: Magnoliophyta, clase: Magnoliopsida, subclase:
Magnoliidae, orden: Papaverales, familia: Papaveraceae, genero: Argemone, especie:

mexicana Linn.>®

2.6.2. Nombres

En México la Argemone mexicana es conocida con una gran variedad de nombres,
tanto en lengua indigena como en espariol.’® *” La Tabla VIII resume algunos de los

nombres por Estados de la Republica Mexicana.

Tabla VIIl. Nombres de la A. mexicana en diferentes Estados de la Republica Mexicana.

Estado de la Republica Mexicana Nombres

Baja California Cardo

Estado de México Ostrené, Ost-bi-yi-shi-villi (mazuhua), chicalote*
Guerrero Chicale, tlapa (mexicano)

Hidalgo Chicalote*

Michoacéan Shate, Xaté (purhépecha)

Morelos Ayohuixtle, Chicallotl, xicalotl (nahuatl)

Nayarit Chicalote sha, zamuitiza (cora), to-he (tepehuano)
Oaxaca Guechinichi (zapoteca)

Quintana roo h-man, ixk"anlo (maya)

San Luis Potosi Tsolich (huasteca)

Veracruz Tlamexcaltzin

Yucatan kiix-kanlol, K'iix-saklol (maya)

* La A. mexicana es mas conocida con la denominacién chicalote la cual provienen de la lengua nahuatl
Chicallotl, que significa cardo.’®

2.6.3. Aspectos botanicos

2.6.3.1. Distribucion y habitat

La Argemone mexicana (Figura 2) es originaria de México y del sur de Estados Unidos,
extendiéndose desde las zonas tropicales y subtropicales de América, Paraguay, Brasil,
Uruguay, Chile y en la zona norte de la Patagonia.”® Crece en climas semicalido,
semiseco y templado. Florece entre los meses de abril a octubre. Se encuentra en
terrenos abandonados, zonas agricolas asociadas a bosques tropicales de caducifolio

de pino y mixto (encino-pino).
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Figu 2. A. mexicana.

2.6.3.2. Morfologia

Es una planta anual de 50 a 70 cm de altura con hojas de 10 a 20 cm de largo, de color
verde-azulado, borde dentado y cada diente termina en una espina. El fruto presenta un

aspecto de capsulas alargadas espinosas (Figura 3).

Figura 3. Fruto y tallo de la A. mexicana.
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Las flores tienen pétalos de color amarillo en niumero de seis, (Figura 4) y sus semillas

son color negro.*

2.7. Historia

Los indigenas mexicanos molian las semillas y las daban a beber en dosis de 2
dracmas (3,59 g) para obtener efectos purgantes. Los aztecas mojaban un algodén con
jugo de chicalote y lo aplicaban en los ojos para eliminar nubes y manchas que

dificultaban la vision.*®

El codice florentino en el siglo XVI indica a la A. mexicana para el dolor de los 0jos.®® En
el mismo siglo Francisco Hernandez sefala: “evacua todos los humores (fluidos),
principalmente los pituitosos y los que dafian las articulaciones, cura las inflamaciones
de los ojos, es eficaz contra los accesos de las fiebres, cura las uUlceras de las partes
sexuales, la sarna, disuelve las nubes de los ojos, consume la carne superflua y calma

el dolor de jaqueca”.®’

A finales del siglo XVIII Vicente Cervantes relata que “purga los humores pituitosos,

mitiga las inflamaciones de los ojos y disipa las nubes que principian a formarse en

ellos”.
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En el antiguo hospital de San Andrés, México, se empleaba para sedar a los enfermos y

para calmar la tos de los nifios.*®

La sociedad mexicana de historia natural lo registra como: antidiarreico, antidisentérico,
antigonorreico, astringente, para enfermedades de los ojos, diurético, emetocatartico,

hipnético, pectoral, tonico capilar y analgésico, para cefalalgias y dermatosis.®?

Francisco Flores consigna su uso para la conjuntivitis simple, las quemosis (edema de
la conjuntiva ocular) y como sedante. Eleuterio Gonzalez la cita para curar las nubes de
la cornea, contra los dolores de cabeza ya que obra como calmante, para lavar la
cabeza y asi nazca pelo, como purgante drastico. En el siglo XX Narciso Souza
describe su uso para afecciones del higado, pancreas, falta de apetito, como emético y
purgante, para inflamacién de los ojos y enfermedades de la piel. En el mismo siglo Luis

Cabrera la registra como antitusigeno, hipnético y para la tos ferina”.®®

En la década de los 20s se creyd haber aislado morfina de esta planta, pero estudios

posteriores confirmaron la presencia de un alcaloide de estructura similar.*®

Finalmente, la Sociedad Farmacéutica de México menciona Sus UusSO COMO:
antiescabiatico, antiespasmadico, antitusigeno, catartico, dermatoldégico,

emetocatartico, hipnaético, pectoral y sedante.

2.8. Usos Ethomédicos

En la medicina popular diferentes estados de la Republica Mexicana han utilizado la
parte aérea de A. mexicana (Figura 5). Por ejemplo en Michoacan, se emplea en
infusion por sus propiedades analgésicas. En odontologia colocada en las caries
dentales actia como analgésico. Se han observado efectos analogos a los que produce
el opio. Ademas, se le atribuyen propiedades hipoténicas y antitusivas.®* El aceite
extraido de las semillas de esta planta produce efectos emetocatarticos. Se utiliza para
el tratamiento de las convulsiones y afecciones espasmddicas. El latex se emplea para

deshacer las nubes de los ojos y tratar las alergias oculares.®® Las flores y el latex
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aplicado como emplastos curan la sarna.’® ®” Hay informacién etnomédica que en la
India se utilizan infusiones de A. mexicana mezclada con palo mulato, para el

tratamiento de la hipertension arterial."

México

Océano
Pacifico

[ Areas de uso

Figura 5. Estados de la Republica Mexicana en los cuales se utiliza la A. mexicana en la medicina
popular.

2.9. Estudios quimicos

Numerosas sustancias organicas pueden ser aisladas de la mayoria de las plantas. En
el caso de la A. mexicana de las flores y el tallo se han aislado aminoacidos, acidos
grasos, acidos organicos (Figura 6), azucares como fructosa y glucosa, ademas de dos

sales inorganicas, sulfato de calcio (CaSQ,) y nitrato de potasio (KNO3).5’
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Ademas de las sustancias mencionadas anteriormente, se han aislado una gran
variedad de alcaloides en toda la planta: como la berberina, (-)-canadalina,
queilantifolina, alocriptopina, sanguinarina, protopina y argemexicainas A y B, los
flavonoides 3-O-glucopiranosido Isoramnetin y 3,7-diglicosidos Isoramnetin. En la raiz
también se encontraron meta-hidroxi-(-)-a-estilopina y meta-hidroxi-(-)-p-estilopina.

Todos los compuestos aislados son mostrados detalladamente en el ANEXO A.%8©°

En el aceite obtenido de las semillas, se ha encontrado sanguinarina, norsanguinarina y
dihidrosanguinarina, las cuales, han sido sefialadas como las sustancias responsables
de las intoxicaciones observadas en la India, por la ingesta de aceite adulterado con

semillas de A. mexicana.”

2.10. Estudios farmacologicos

2.10.1. En el sistema cardiovascular

En estudios farmacoloégicos relacionados con el sistema cardiovascular se ha
encontrado que la administracion del extracto acuoso obtenido de flores de A.
mexicana, produjo contraccion de las aortas provenientes de cobayo, rata, perro y
conejo, y relajacion de traquea e ileon de cobayo. Otro estudio demuestra que la
administracion de extracto acuoso (0,1 mL/kg) e hidroetandlico (0,3 mL/kg) de hojas y

tallos, produjo en perros actividad hipotensora arterial.”’

De igual modo, se comprobo el
mismo efecto hipotensor en perros con la administracidn de ambos extractos, pero de la
planta entera en dosis de 50 mg/kg.”? Por otra parte, la administracion de extracto
acuoso por via i.v. a ratas anestesiadas, increment6 la PA, mientras que con dosis

bajas la disminuyo.”
También se ha encontrado que un Extracto Metandlico (EMeOH) obtenido de la parte

aérea de A. mexicana, produjo hipotension arterial en ratas anestesiadas, efecto

antihipertensor en ratas despiertas, y efecto bifasico en aorta aislada de rata.™
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2.10.2. En el area de infectologia

Estudios llevados a cabo con A. mexicana en ratones Swiss albinos, infectados con
formas sanguineas de Plasmodium berghe, se pudo constatar que el EMeOH de las
hojas mostré una reduccién del crecimiento de los parasitos de 47 %, 32 % y 39 %, en
las dosis de 250, 500 y 1000 mg/kg, respectivamente, resultando parcialmente activo in
vivo como antimalarico.”* Sin embargo, el aceite de la semilla (0,8 %) mostré actividad
in vitro frente a Salmonella sp. y Staphylococcus aureus.”® El extracto hidroalcohdlico
(50:50) de la parte aérea mostrd in vitro propiedades antifungicas.”” En cambio, el

extracto completo de la planta resulto inactivo in vitro frente a Candida albicans.”

Los alcaloides protopina y sanguinerina ejercen in vivo un significativo efecto
moluscosida frente a Lymnaea acuminata, produciendo descenso del nivel de proteinas,
aminodacidos y acidos nucleicos en tejido nervioso acompafiado de peroxidacion lipidica
en membranas celulares.”” La actividad molusquicida se extiende también a
Biomphalaria glabrata, el huésped intermediario de Schistosoma mansoni.®° La Tabla IX

muestra otros organismos en los cuales presenta actividad la A. mexicana °’

Tabla IX. Efectos de la A. mexicana en diferentes organismos de prueba.

Parte estudiada Actividad Organismo de prueba Resultado
Hoja tallos y raiz Antibacteriana Mycobacterium tuberculosis Activa
Hoja tallos y raiz Antibacteriana Escherichia coli Activa
Hoja tallos y raiz Antibacteriana Shigella dysenteriae Activa
Hoja tallos y raiz Antibacteriana Leishmania tropica Activa
Hoja tallos y raiz Fungicida Microsporum ferrugineum Activa
Hoja tallos y raiz Fungicida Candida pseudotropicalis Activa

Fuente: Plantas medicinales de México I.-Composicic'm, usos y actividad biolégica.

En los virus la 6-Acetonildihidrosanguinarina demostré efectos anti-VIH significativos en
linfocitos H9 con CEsp de 1,77 pg/mL.%" Al respecto, la fraccién de acetona del extracto
de éter de petréleo provenientes de las semillas exhibi6 efectos insecticidas in vitro
sobre el estadio larvario de Aedes aegypti a concentraciones relativamente altas
25-200 ppm. A bajas concentraciones de 10 ppm mostré efecto esterilizante del 100 %

en la primera generacion de huevos.®?
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2.10.3. Otros estudios

El extracto acuoso e hidroalcohoélico en dosis de 3,3 mL/L demostraron en ileon aislado
de cobayo efectos espasmogénicos.71 Estudios de oncologia experimental no hallaron
actividad citotdxica de dichos extractos, tanto in vitro sobre cultivos de células

tumorales, como in vivo sobre tumores transplantados a ratones.’?

Estudios in vitro sobre ileon aislado de cobayo determinaron que un EMeOH y una
fraccion purificada con los alcaloides protopina y alocriptopina, producen una
disminucién del sindrome de abstinencia a morfina, lo cual podria interpretarse como
una potencial actividad farmacolégica para ser evaluada en la lucha contra adicciones a

opioides.®

2.11. Efectos adversos y/o téxicos

2.11.1. En humanos

En la India desde hace mas de 20 afos ocurren intoxicaciones con aceite de mostaza
contaminado con las semillas de A. mexicana. Un reciente informe del 2001, da cuenta
que entre los meses de agosto y septiembre de 1998 en Nueva Delhi (India) y
provincias fronterizas, ocurrieron 3 000 intoxicaciones con aceites adulterados, de las
cuales 65 personas fallecieron. Sus principales alcaloides sanguinarina e
hidrosanginarina, demostraron producir alteraciones capilares con aumento de la
permeabilidad y la consiguiente extravasacién proteica hacia el compartimiento
extracelular lo que dio comienzo al edema e hipoproteinemia observados en todos estos

casos.?* 8°

Es importante sefalar que la ingesta de semillas de A. mexicana produce importantes
efectos toxicos en humano como: edema en miembros inferiores o generalizado,
diarrea, disnea, anemia, hipopotasemia, fragilidad capilar, vasculitis, hemorragias
retinales, aumento de la presion intraocular, eritema y pigmentacion cutanea, dolores
musculares, parestesia, en casos graves insuficiencia cardiaca, arritmias severas y paro

cardiaco .8 8" 8
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También en la India han sido reportados algunos casos de alergias respiratorias al
polen de A. mexicana.®® El aceite contaminado con sanguinarina utilizado
cutdneamente en forma de masajes, ha provocado cuadros de toxicidad similares a los

descritos anteriormente.°

2.11.2. En animales

El extracto acuoso de la hoja y la decoccion de la raiz son embriotdxicos y estimulan el
utero de rata.®" %2 La sanginarina aislada de la semilla produce degeneracion y necrosis
de las células hepaticas de ratas a dosis de 10 mg/kg.>® La administracién de semillas
en el alimento diario de gallinas produjo entre otros sintomas: edema generalizado,
retrazo en el crecimiento, pericarditis, edema pulmonar, hidrotérax y obscurecimiento en
las puntas de las crestas.** La protopina en altas dosis ejerce un efecto paralizante

muscular.

Las semillas de A. mexicana administradas en la dieta diaria de ratas, a lo largo de 10-
60 dias, producen signos de intoxicacion tales como: letargo, debilidad, atonia
muscular, contractura abdominal, diarrea, opacidad craneal, piloereccion, pérdida de
peso y edema generalizado. En la quimica sanguinea se encuentra importante
hiperglucemia y aumento de transaminasas. A nivel de érganos hay hemorragias en el
glomérulo e intersticio, fibrosis e hiperplasia de vias biliares, congestion portal,
congestion pulmonar, atrofia de la mucosa superior del estbmago y erosion de la
mucosa del duodeno. Los signos téxicos cardiacos se produjeron entre los 30 y 60 dias

de ingesta continua.® %

Los alcaloides de la semilla también resultan hepatotoxicos, inhiben los sistemas
metabdlicos dependientes de la aminopirina-N-dimetilasa, de la hidrocarbonaril-
hidroxilasa y los citocromos Bs y P4s0. A su vez, incrementan los sistemas enzimaticos

prooxidativos que estimulan la formacion de peroxidos lipidicos.”’
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2.12. Caracteristicas de la vasculatura del lecho mesentérico de rata

2.12.1. Estructura y componentes

La red arterial en la vasculatura del mesenterio de rata, abarca la arteria mesentérica
superior con un diametro de 460 um, la cual se ramifica en 16-20 arterias pequenas,
cada una se subdivide en mas redes antes de unirse a la arteria mesentérica principal
que tiene un didmetro en su luz de alrededor de 200 uym. Esta corre en forma paralela a
la pared intestinal y se ramifica en arterias mas pequenas con redes adicionales sobre

los intestinos.®

Similar a la pared de otras arterias, la arteria mesentérica superior presenta tres tunicas
que de afuera hacia la luz del vaso son: la adventicia, la media central y la intima, las
cuales estan formadas por tejido conectivo, musculo liso y endotelio respectivamente.
En comparacion con la aorta, la arteria mesentérica superior presenta una estructura
mas muscular, tiene aproximadamente de 6-8 capas de células de musculo liso, y de
4-6 capas de laminas elasticas arregladas circunferencialmente alrededor de su
pared.®® ' E| numero de capas de las células de musculo liso es directamente
proporcional al diametro de la arteria,® por lo que las arteriolas pequefias tienen

solamente una capa de mayor diametro dentro de la tunica media

2.12.2. Resistencia periférica arterial

Mediciones directas de la PA en el lecho microcirculatorio del intestino de ratas
anestesiadas, indica que las arterias y las arteriolas del mesenterio contribuyen a la
resistencia vascular total aproximadamente del 23 al 57 %."°" '°2 Recientemente en
ratas conscientes, se midi6 la PA a lo largo de la vasculatura mesentérica, y se
demostré que cerca del 31 % de la presion acontece en las arterias pequefias y
alrededor del 51 % en la microcirculacion intestinal, incluyendo arteriolas, tubos
capilares, vénulas y venas pequer"1as.103 Un 5 % de la PAS se disipa en la arteria
mesentérica superior, el 6 % en las venas principales y el 7 % en venas restantes, mas
la circulacidon hepatica. Los resultados indican que las arterias mesentéricas pequenias,

y los vasos microcirculatorios, contribuyen perceptiblemente en la PAS. Esto determina
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que la arteria mesentérica superior contribuya no solamente a generar la resistencia

vascular periférica si no también, al control de la misma.

2.12.3. Control de la resistencia periférica.

La resistencia y el tono del musculo liso en la arteria del lecho mesentérico, esta
controlada por varios factores intrinsecos y extrinsecos que incluyen fuerzas fisicas,

4 106 estimulos

presion sanguinea, flujo sanguineo,' estimulos neuronales,'®
hormonales y sustancias vaso-activas sintetizadas localmente, especialmente
sustancias derivadas del endotelio.'”” La repercusion de estos factores sobre el lecho
vascular mesentérico es variable y depende del estado funcional de los diferentes vasos

sanguineos.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los objetivos primarios en el tratamiento de la HA son: a) disminuir la PA hacia niveles
considerados como normales y b) mantener al sujeto “normotenso” para prevenir
complicaciones. Estos objetivos, tedricamente se logran mediante una estrategia
terapéutica racional, en la cual los medicamentos son la piedra angular. Sin embargo,
hasta la actualidad no se ha logrado obtener un medicamento antihipertensor que tenga
la eficacia para mantener la PA dentro de limites normales, y la seguridad de no
producir efectos toxicos. Aunado a esto, tampoco se cuenta con un medicamento que
por su costo abarate el tratamiento.'® Ademas, se sabe que los medicamentos
existentes poseen reacciones adversas que limitan el tratamiento cronico. Por estas
razones, la busqueda de nuevos y mejores farmacos con actividad terapéutica

antihipertensiva, continua vigente.

Una fuente de farmacos con potencial efecto antihipertensor son las plantas superiores.
Este hecho generalmente es originado empiricamente a nivel popular. Sin embargo, en
la medicina alépata la informacion etnomedicinal no es suficiente para avalar
oficialmente su empleo en el ser humano. Se necesitan estudios cientificos que
comprueben la actividad bioldgica y la seguridad de la planta propuesta para que sea
aprobada como medicamento herbolario o bien, aislar los principios activos y
desarrollarlos como nuevos medicamentos. La A. mexicana es una planta con una
supuesta actividad antihipertensora sin estudios cientificos que la avalen, por lo que
requiere de una adecuada investigacion farmacolégica y quimica que comience a
identificar los componentes vasoactivos de la planta. Por esta razon, la presente
investigacion propone caracterizar la quimica y farmacologia de un extracto obtenido de
dicha planta, para fraccionarlo mediante un estudio fitoquimico dirigido por la actividad
de cada una de las fracciones sobre el lecho mesentérico y obtener el o los

componentes vasoactivos.
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. OBJETIVOS

4.1. General

Aislar e identificar de un extracto metandlico obtenido de la parte aérea de
Argemone mexicana, el o los compuestos que incrementen o disminuyan la

presion arterial del lecho mesentérico de la rata.

4.2. Especificos

Identificar y recolectar el material biologico.

Preparar el extracto metandlico de la parte aérea de A. mexicana.
Realizar curvas concentracion-respuesta del extracto metandlico de A. mexicana.

Fraccionar el extracto metandlico por extraccion liquido-liquido e identificar las

fracciones vasoactivas en el mesenterio aislado de la rata.
Purificar las fracciones con actividad farmacoldgica por columna cromatografica.

Realizar curvas concentracion-respuesta de las fracciones purificadas del
extracto metandlico de A. mexicana, en lecho mesentérico relajado o en

presencia de noradrenalina o cloruro de potasio.

Determinar la estructura quimica de los compuestos activos a partir de estudios
de Infrarrojo (IR), Espectrometria de Masas (EM), Resonancia magnética nuclear
(RMN) de 'Hy de *C.
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5. HIPOTESIS

La parte aérea de la A. mexicana contiene al menos un principio activo con actividad
farmacolégica el cual puede ser aislado, identificado y caracterizado

farmacolo6gicamente en el lecho mesentérico.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Reactivos

La (x)-Noradrenalina (NA), prazosina, nifedipina, cloralosa, uretano y el acido ascorbico
son marca Sigma—Aldrich (St. Louis, MO USA). El cloruro de sodio (NaCl), cloruro de
potasio (KCI), cloruro de calcio (CaCly), sulfato de magnesio (MgSO,) fosfato
monobasico de potasio (KH2POQO,), carbonato acido de sodio (NaHCOs), glucosa y los
disolventes metanol, acetato de etilo y diclorometano son marca J.T.Baker. La heparina
marca PiSA. La gel de silice 60 M; 0,04-0,063 mm marca MACHEREY-NAGEL, GmbH
& C.o.

6.2. Preparacion de soluciones

La composicion de la solucién Krebs-Henseleit modificada esta expresada en miliMolar
(mM) y es la siguiente: NaCl 121,40; KCI 4,70; CaCl, 2,50; MgSO, 1,25; KH,PO4 1,18;
NaHCO3; 25,00; glucosa monohidratada (CsH120s#H20) 11,00; acido ascérbico (CsHsCs)
0,60 mM. La solucion se prepard en agua bidestilada y se mantuvo a una temperatura
de 36,5 £ 0,5°C burbujeada con carbégeno (95 % de O, y 5 % de CO;) para mantener

el pH de la solucion a 7,4 + 0,5."%°

La NA, prazosina y nifedipina, asi como las concentraciones que se emplearon del
EMeOH, y fracciones puras, se disolvieron en la solucién de Krebs-Henseleit que se

preparo diariamente.

6.3. Recoleccion de Argemone mexicana

La parte aérea de la planta se colect6é en el camino de Xochimilco a San Gregorio
Atlapulco durante los meses de junio y julio del afio 2006, un espécimen se depositd en
el herbario del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) para ser identificado por la

Mtra. Abigail Aguilar Contreras, jefa del herbario.
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6.4. Preparacion de extracto metandlico

222 g del material recolectado de la parte aérea de A. mexicana, fue secado bajo la
sombra a temperatura ambiente, posteriormente se moli6 y macer6 con 300 mL de
MeOH durante 24 h a temperatura ambiente. Al término de este tiempo, el disolvente
fue removido y sustituido con igual volumen. El disolvente removido, se evapord a
temperatura ambiente hasta sequedad obteniendo un residuo seco. Este procedimiento
se repitié cada 24 h, hasta que el residuo extraido con MeOH, fue menor al 5 % del
obtenido en la primera extraccion. Los residuos extraidos libres de disolvente se

mezclaron formando el material denominado EMeOH.

6.5. Preparacién del lecho mesentérico en ratas anestesiadas

Los protocolos experimentales se realizaron conforme a las normas oficiales
nacionales (NOM-062-ZO0O-1999 y NOM-087-SEMARNAT-SSA1-2002) e
internacionales (Guide for the care and Use of Laboratory Animals National
Institutes of Health Publication 85-23, 1996) de las buenas practicas de
investigacion preclinica. Los experimentos se llevaron a cabo en ratas macho
adultas de la cepa Wistar con un peso entre 200 y 300 g proporcionadas por el
Bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM. Todos los animales se
mantuvieron alimentados con Purina Chow y agua corriente ad libitum, en el
bioterio de la Facultad de Medicina que tiene instalaciones propias para controlar
la temperatura, la higiene y los ciclos de luz-oscuridad de 12 por 12 h. Previo a la
administracion del anestésico se administré heparina via i. p. una dosis de
1000 Ul por kg de peso, las ratas se anestesiaron con una mezcla de Cloralosa-

Uretano por via i.p. (500 mg - 8 g en 100 mL de H,O destilada).

6.5.1.Diseccion del lecho mesentérico

A la rata anestesiada se le realiz6 una incision en el abdomen a lo largo del eje medio,
en la linea alba del plano muscular. Para no dafar los érganos, las tijeras fueron de
punta roma, se mantuvieron horizontalmente y paralelas al eje medio. Otra incision se

realizd en la parte media del abdomen, perpendicular al eje medio. Al levantar la piel y
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separar los musculos rectos anteriores se visualizaron las siguientes visceras

abdominales (Figura 7).

- Higado con varios I6bulos y su desembocadura a las vias biliares en el intestino
delgado.

- Estémago, en donde se diferencian la zona cardial, la fandica y la pilérica.

- Pancreas difuso y de color rosado. Es identificado por las numerosas masas
tisulares diseminadas en el mesenterio del intestino delgado.

- Bazo, que tiene forma de lengieta.

- Complejo intestinal cubierto de la grasa que se diseco.

Higado

Estomago
Pancreas

Duodeno Pancreas

Venta .
mesentérica.
superior Bazo
Arteria
mesenterica
superior

Colon

Ciego

Mesenterio '
Yeyuno e ileon

Figura 7. Organos abdominales de la rata.

Al mover el complejo intestinal hacia la izquierda se identificaron todas las partes del
intestino. En primer lugar el delgado, compuesto por duodeno, yeyuno e ileon. El
cambio de intestino delgado a grueso se nota facilmente por el ciego (saco muy

voluminoso), el colon (con estriaciones) y el recto que desemboca en el ano.
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Al identificar el lecho mesentérico, este se extrajo para disecarlo y referir, la arteria y la
vena mesentérica superior. En el origen de esta arteria se colocd una canula (PE-60)
para la perfusién de la solucién Krebs-Henseleit modificada. El esofago, el recto y la
vena mesentérica superior se cortaron, e inmediatamente el mesenterio se desgarro
suavemente para retirarlo y colocarlo en una gasa con ambiente controlado de
temperatura de 36,5 + 0,5°C.

La solucion de perfusion Krebs-Henseleit modificada se mantuvo a 36,5 + 0,5°C con un
recirculador VWR Scientific: 1104, y a un pH de 7,4 con burbujeo de carbégeno. A
través de una bomba peristaltica Heidolph Pumpdrive: 5006, el lecho mesentérico se
prefundié a una velocidad de 4 mL/min para obtener una PA inicial entre 25-35 mm Hg
(presion basal) (Figura 8). Esta presidon de perfusibn se registr6 mediante un
transductor de presion P23XL acoplado a un poligrafo Grass 79 Medical Instruments
Quince, USA., y a través de una interfase se envio la sefal a un software PREFRE

EME. 2003 que guardaba los registros.

TRANSDUCTOR .
DE PRESION BOMBA PERISTALTICA
&
&
(
CANULA '{53 O
SEEC ‘“‘ 4 mL/min
OR 2
Y 3 )
ENTRADA DE
SUSTANCIAS
N Y
SOLUCION
KREBS
HENSELEIT
LECHO MESENTERICO 36,5+ 0,5°C
H: 7.4
A p
CARBOGENO

(95 % de O,y 5 % de CO,)

-
Figura 8. Representacion esquematica de la perfusién del lecho mesentérico
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6.6. Incremento de la PA del lecho mesentérico por el EMeOH

Al inicio de los experimentos, el lecho mesentérico se mantuvo perfundido durante 20
min para estabilizarlo a una presién entre 25-35 mm Hg. Después se estimuld con una
sola concentraciéon de NA 100 uM o de KCI 250 mM para incrementar la resistencia
vascular al liquido de perfusién, lo cual se tradujo en ascenso de la PA que alcanzé6 su
maximo para cada una de las sustancias vasoconstrictoras (NA, KCI). Esta respuesta
maxima se consideré como el 100 %. Es importante sefalar que a las concentraciones
empleadas de NA (100 uM) o de KCI (250 mM), el lecho mesentérico se mantuvo
viable. Posterior a la respuesta maxima, el lecho mesentérico recupero las condiciones
basales (25-35 mm Hg) y se administraron concentraciones crecientes del EMeOH
(100; 149,5; 223,6; 334,3 y 500 mg/mL). Con los resultados obtenidos se construyeron
curvas concentracion respuesta con EMeOH tomando como 100 % la respuesta

maxima producida previamente por NA (100 puM) o por KCI (250 mM).

6.7. Disminucién de la PA del lecho mesentérico por el EMeOH

Estabilizado el lecho mesentérico se administraron concentraciones crecientes de NA
(0,1; 1; 10 y 100 pM) antes y después de agregar a la solucion de perfusion una
concentracion de 2 mg/mL del EMeOH. El mismo disefio experimental fue realizado con
concentraciones crecientes de KCI (50; 75; 111; 164; 250 mM). Se realizaron seis
experimentos en forma independiente para cada wuna de las sustancias
vasoconstrictoras. Con los resultados obtenidos se construyeron curvas concentracion-
respuesta a NA y a KCI, antes y después de agregar a la solucion Krebs-Henseleit el
EMeOH.

Otra serie de experimentos fue realizada utilizando como control positivo prazosina
(1 nM) o nifedipina (1 pM) para el caso de NA o KCI, respectivamente Con los
resultados obtenidos se construyeron las curvas concentracion-respuesta a NA y a KCl,
antes y después de agregar a la solucion Krebs-Henseleit la prazosina o nifedipina,

respectivamente.
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6.8. Fraccionamiento por extraccion liquido-liquido

5 g de EMeOH disueltos en 50 mL de agua (fase acuosa) se colocaron en un embudo
de separacion de 250 mL, y lentamente se adiciono 50 mL de acetato de etilo (fase
organica). Evitando que se formara turbulencia al adicionar el solvente organico, la
mezcla se agitdo y dejdé reposar hasta la separaciéon de dos fases. La fase superior
(acetato de etilo) se depositd en un matraz erlenmeyer de 150 mL, y se adicioné
‘nuevo” acetato de etilo a la fase acuosa. Esta operacion se repitid cinco veces, y los
residuos solubles en acetato de etilo, se agruparon previa evaporacion de este
disolvente a temperatura ambiente. La fase acuosa libre de acetato de etilo,
nuevamente fue extraida durante cinco ocasiones con 50 mL de diclorometano en cada
ocasion. En las cinco extracciones, la fase inferior de diclorometano, fue separada
adicionando “nuevo” diclorometano a la fase acuosa. En resumen se obtuvieron tres
extractos denominados: Extracto de Acetato de Etilo (EAE), Extracto de Diclorometano
(ED) y Extracto Acuoso (EA), los cuales fueron ensayados independientemente
administrando una sola dosis (100 mg/mL) de cada extracto a el lecho mesentérico

aislado de rata.

6.9. Fraccionamiento del ED por columna cromatografica.

Debido a que de los tres extractos ensayados, solo el ED disminuyé la PA del lecho
mesentérico, se procedié a fraccionarlo por columna cromatografica. 123 mg de ED se
colocaron en una columna con soporte de gel de silice 60 M en proporcién 1:20, y se
eluy6 con una fase movil de Diclorometano-Metanol (9:1). Las fracciones obtenidas se
analizaron por cromatografia en capa fina con fase movil dicloro-metanol (9:1) y cada
una, se probd en el lecho mesentérico. Las fracciones recolectadas fueron agrupadas
con base a su patron cromatografico y su actividad biolégica. Las fracciones activas

fueron recromatografiadas hasta la purificaciéon de los principios activos
A la fraccion activa purificada se le realizd punto de fusién, reacciones quimicas para la

determinacion de alcaloides, flavonoides y glucésidos cardiacos (ANEXO B). Una

muestra con suficiente compuesto, se envié a la UAM campus Xochimilco en donde se
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realizaron los estudios de RMN de 'H y de "*C. Otra muestra de la misma fraccion

activa fue enviada al Instituto de Quimica para realizar EM e IR.

6.10. Fraccionamiento del EA por columna cromatografica.

Debido a que de los tres extractos ensayados solo el EA incrementd la PA del lecho
mesentérico, 2,904 g de este extracto se colocd en una columna con soporte de gel de
silice 60 M en proporcién 1:20, y se eluyo con una fase movil de Acetona-Metanol (9:2).
Cada una de las fracciones fue analizada por cromatografia en capa fina y probada en
el lecho mesentérico. Las fracciones recolectadas fueron agrupadas con base a su

patrén cromatografico y su actividad bioldgica.

A los compuestos activos purificados se les realizd punto de fusion, reacciones
quimicas para la determinacion de alcaloides, flavonoides y glucosidos cardiacos
(ANEXO B), y se envio suficiente compuesto a la UAM campus Xochimilco, para
realizar los estudios de, RMN de 'H y de "*C. Otra concentracién del componente activo
fue enviada al Instituto de Quimica para realizar IR, y a la Unidad de Apoyo a la

Investigacion (USAI) para estudios complementarios.

6.11. Curvas concentracion respuesta de los componentes vasoactivos
purificados

El efecto de los componentes vasoactivos aislados del ED y EA fue estudiado sobre la

PA de lecho mesentérico siguiendo los mismos procedimientos mencionados en los

incisos 6.6, para el compuesto contractil y 6.7, para el compuesto relajante. Las

concentraciones crecientes del compuesto contractil fueron 14,14; 19,99; 28,27 y 40

mg/mL, y para el compuesto relajante fue 2 mg/mL adicionado a la solucion de

perfusion del lecho mesentérico.

6.12. Analisis estadistico

Los resultados del incremento de la PA producida por concentraciones crecientes del
EMeOH se informan en mm Hg como la media * Error Estandar (EE). Estos valores se

convierten a porcentaje al comparar su magnitud con respecto al incremento de PA
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maxima (100%) obtenida con NA o con KCI. Las diferencias observadas con las
fracciones activas y con el compuesto vasoactivo puro, fueron determinadas de la

misma forma que con el EMeOH completo y también se expresan en porcentaje.

Los resultados de la respuesta del lecho mesentérico a dosis crecientes de NA o de KCI
registrados antes y después de adicionar EMeOH (2 mg/mL) al liquido de perfusion, son
expresados en mm Hg como la media + Error Estandar (EE). Las diferencias
encontradas con cada una de las sustancias vasoconstrictoras, antes y después de
adicionar el EMeOH, se analizan mediante la prueba t de student’s pareada. El nivel a

para considerar las diferencias estadisticamente significativas se estableci6 en 0,05.

Los procedimientos estadisticos se realizaron a cabo con el paquete de estadistica
STATGRAPHICS Plus Ver. 5.1 diciembre, 2001 y XLSTAT Ver. 7.5.2 1995-2004
(Addinsoft) ambos para Windows. La construccién de las curvas concentracion

respuesta, se realizo en la hoja de calculo Excel del paquete Microsoft Office 2003.
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7. RESULTADOS

7.1. Obtencion e identificacion de A. mexicana

Durante los meses de junio y julio del afio 2006, en el camino de Xochimilco a San
Gregorio Atlapulco se colectaron 650 g de la parte aérea de la planta. El espécimen fue
identificado por la Mtra. Abigail Aguilar Contreras, jefa del herbario en el IMSS, como

Argemone mexicana asignandole el No. 14132.

7.2. Rendimiento del extracto metanodlico

El rendimiento obtenido del EMeOH de la parte aérea de A. mexicana después de

haber sido macerado con metanol fue de 15,76 %.

7.3. Incremento de la PA del lecho mesentérico por el EMeOH

El Registro 1 ilustra un ejemplo de una imagen digitalizada obtenida con los
incrementos de PA del lecho mesentérico cuando se administran concentraciones
crecientes de EMeOH. Cada pico indica la maxima respuesta alcanzada por cada
concentracion administrada, y refleja los incrementos de la resistencia vascular que se
opone al liquido de perfusion. Observe que la relacion entre la concentracion y la PA es
directamente proporcional.

90
801
70-
60-
501

40

Presién (mm Hg)

301 A A A A A
20_' 100 141,4 191,9 334,3 500

A EMeOH (mg/mL)

Registro 1. Imagen digitalizada que representa los cambios de PA en la arteria mesentérica, producidos
por concentraciones crecientes e independientes de EMeOH.
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La Tabla X muestra los promedios del por ciento de PA del lecho mesentérico,
alcanzados con cada una de las concentraciones del EMeOH (100; 149,5; 223,6; 334,3
y 500 mg/mL). Estos porcentajes se calcularon con respecto a la respuesta maxima
obtenida con la administracién de NA (~74,5 mm Hg-100 uM) o KCI (~54 mm Hg-250
mM), la cual se tom6 como el 100 %. Estos valores se representan mas claramente en
la Grafica 1. Observe que el incremento de la PA producido por el EMeOH es mayor en

los experimentos en donde el KCl se empleo como el vasoconstrictor de referencia.

Tabla X. Promedios del por ciento de incremento de PA en el lecho mesentérico obtenidos con diferentes
concentraciones de EMeOH. Se tom6 como 100 % la maxima respuesta producida con NA (100 yM) o
con KCI (250 mM).

s i Concentracion EMeOH [mg/mL]
M t
T 100 149,5 223,59 334,34 500

% de incremento de la PA

NA (74,5 mm Hg) 50,42 +4,622 61,51+£3,3256 72,27 +4,260 80,69+4,785 85,13 5,233
KCI (54 mm Hg) 65,51+7,452 79,70+5,641 9406+7488 1058+10,36 111,8+11,29

Los valores se expresan como el promedio en por ciento + EE, n=6.

Incremento de la PA del lecho mesentérico por el EMeOH

120 -
100 ~
80 -

60 -

PA (%)

40 -

20

0

2 2,173 2,349 2,524 2,699

Log concentracion (mg/mL)
Grafica 1. Comparaciéon de los incrementos de la PA producidos por el EMeOH con respecto al
incremento maximo alcanzado con NA (100 uM) (-4-) o con KCI (250 mM) (-&-). Cada simbolo representa
el valor promedio en por ciento £ EE (I), n=6.
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7.4. Disminucion de la PA del lecho mesentérico por el EMeOH

7.4.1.Curva concentracion respuesta con NA

El Registro 2 ilustra un ejemplo de una imagen digitalizada obtenida con los
incrementos de la PA del lecho mesentérico, producidos por concentraciones crecientes
de NA. Estos incrementos se registraron antes y después de adicionar al liquido de
perfusion 2 mg/mL de EMeOH. Cada pico indica la maxima respuesta alcanzada por la
concentraciéon en turno administrada, y refleja incrementos de resistencia vascular al
liquido de perfusion. Observe que la relacion entre la concentracion de NA y la PA es

directamente proporcional.
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Registro 2. Imagen digitalizada que representa los cambios de PA en la arteria mesentérica, producidos
por dosis crecientes de NA antes (A) y después (B) de agregar en liquido de perfusién 2 mg/mL de
EMeOH.
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La Tabla Xl muestra la estadistica descriptiva de los cambios producidos por
concentraciones crecientes del NA, (0,1; 1; 10; 100 pyM) sobre la PA del lecho
mesentérico, antes y después de adicionar al liquido de perfusion el EMeOH (2 mg/mL)
o la prazosina (1 nM). Estos valores se representan mas claramente en la Grafica 2.
Observe que el EMeOH desplaza la curva concentracion respuesta hacia la derecha y

la prazosina la bloquea completamente

Tabla XI. Estadistica descriptiva de los efectos producidos por concentraciones crecientes de NA, sobre
el lecho mesentérico, en ausencia y presencia del EMeOH (2 mg/mL) o de prazosina (1 nM) adicionadas
al liquido de perfusion.

Concentracion NA (M)

Tratamiento 0,1 1 10 100
Presién (mm Hg)
NA 7 +1,862 10,66 + 2,813 44 + 2,708 79,66 £ 7,233
EMeOH (2 mg/mL) + NA 6,333 £ 1,022 9,333 £ 0,760 32,16 £ 5,294 56,16 + 5,282
Prazosina (1 nM) + NA 3,167+ 0,543 3,333 £ 0,760 4,333 £ 1,909 55 +2,217

Los valores se expresan como el promedio en mm Hg * EE, n=6, *p<0,05.

El analisis estadistico mediante la prueba t pareada para los resultados obtenidos con la
administracion de concentraciones crecientes de NA, antes y durante la perfusion de
EMeOH (2 mg/mL) fue de t.ac = 0,293; 0,523; 2,083 y 4,231 respectivamente para cada
una de las concentraciones, con un valor critico de 2,571, y respectivamente un valor de
p = 0,781; 0,623; 0,091; 0,008. La adicion de EMeOH modifica significativamente la

respuesta en la ultima concentracion de NA.
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Efecto del EMeOH sobre la curva

100 - concentracion respuesta de NA

90 -
80
70
60 -
50
40 -
30 -
20 -

10 -
0 = — z 1

0,1 1 10 100

Concentracion (mM)

Presion (mm Hg)

Grafica 2. Curvas concentracion-respuesta de NA (4-) obtenidas antes y después de la perfusion del
lecho mesentérico con EMeOH (2 mg/mL) (-e-) o con prazosina (1 nM) (-=-). Cada simbolo representa la
presion en mm Hg como el valor promedio + EE (I), n=6, *p<0,05.

7.4.2.Curva concentracion respuesta con KCI

El Registro 3 ilustra un ejemplo de una imagen digitalizada obtenida con los
incrementos de la PA del lecho mesentérico, producidos por concentraciones crecientes
de KCI. Estos incrementos se registran antes y después de adicionar al liquido de
perfusion 2 mg/mL de EMeOH. Cada pico indica la maxima respuesta alcanzada por la
concentracion en turno administrada, y refleja incrementos de resistencia vascular al
liquido de perfusién. Observe que la relacion entre la concentracion de KCl y la PA es

directamente proporcional.
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Registro 3. Imagen digitalizada que representa los cambios de PA en la arteria mesentérica producidos
por dosis crecientes de KCI antes (A) y después (B) de agregar en liquido de perfusién 2 mg/mL de
EMeOH.

La Tabla XIl muestra la estadistica descriptiva de los cambios producidos por
concentraciones crecientes del KCI, (50; 75; 111; 164; 250 mM) sobre la PA del lecho
mesentérico, antes y después de adicionar al liquido de perfusién el EMeOH (2 mg/mL)
o la nifedipina (1 nM). Estos valores se representan mas claramente en la Grafica 3.
Observe que el EMeOH practicamente no modifica la curva concentracion respuesta de

KCl y la nifedipina la bloquea casi completamente.
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Tabla XII. Estadistica descriptiva de los efectos producidos por concentraciones crecientes de KCI sobre
el lecho mesentérico, en ausencia y presencia del EMeOH (2 mg/mL) o de nifedipina (1 yM) adicionadas
al liquido de perfusion.

Concentracion (mM)

Tratamientos 50 75 111 164 250
Presiéon (mm Hg]
KCI 13,16 £ 2,301 21,00 £ 2,463 34,83 + 2,664 43,66 + 2,951 50 £ 4,457

EMeOH (2 mg/mL) + KCI 15,66 £ 1,116 26+2,049 36,83+1,682 41,83+1,621 47,5+1,285
Nifedipina (1 uM) + KCI 45+0,806 5,667+1,687 8,333+1,116 11,83+1,167 13,50 +0,922

Los valores se expresan como el promedio en mm Hg * EE, n=6.

El analisis estadistico mediante la prueba t pareada para la administracion de las
concentraciones de KCI obtenidas antes y durante de la perfusion de EMeOH
(2 mg/mL) fue respectivamente de t.qc = 1,263; 1,946; 0,592; 0,510; 0,6 para cada una
de las concentraciones, con un valor critico de 2,571, y un valor respectivamente de p =
0,262; 0,109; 0,579; 0,631; 0,574. La adicion de EMeOH no modifica la respuesta a
KCI.

Efecto del EMeOH sobre la curva

60 - concentracion respuesta de KCI

o ,—/{/I/I/!

1,699 1,875 2,045 2,215 2,398

Log concentracion (mM)
Grafica 3. Curvas concentracion-respuesta de KCI (4A-) obtenidas antes y después de la perfusion del
lecho mesentérico con EMeOH (2 mg/mL) (-e-) o con nifedipina (1 uM) (-=). Cada simbolo representa la
presion en mm Hg como el valor promedio + EE (I), n=6.
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7.5. Fraccionamiento por extraccion liquido-liquido

Las caracteristicas fisicas y el rendimiento para cada uno de los extractos secos
obtenidos del EMeOH de A. mexicana se describen en la Tabla XIll. Los rendimientos

se expresan en por ciento a partir de 5 g de EMeOH.

Tabla XIIl. Caracteristicas fisicas y rendimientos de los extractos secos obtenidos a partir del EMeOH.

... . . Extracto
Caracteristicas fisicas , .
Acetato de etilo Diclorometano Acuoso
Aspecto Oleoso Polvo Oleoso
Color Verde Amarillo Café
Rendimiento 1,97 g (39,44 %) 0,123 g (2,46 %) 2,904 g (58,08 %)

7.6. Efecto de tres extractos sobre la PA del lecho mesentérico

7.6.1. Incremento de la PA del lecho mesentérico

Las Tabla XIV, XV y XVI muestran los promedios del efecto alcanzado por tres
extractos (EAE, ED y EA) obtenidos del EMeOH. Estos efectos indican los cambios de
la PA del lecho mesentérico cuando cada uno de los extractos se administré en forma
independiente y bajo condiciones basales en concentraciones de 100 mg/mL. Estos
valores se comparan con respecto a la respuesta maxima obtenida con la
administracion de NA (100 uM).

El Registro 4, 5 y 6 son ejemplos digitalizados de las respuestas obtenidas con la
concentracion de 100 mg/mL de EAE, ED y EA respectivamente, sobre la PA del lecho
mesentérico. Observe que solo el EA presentd actividad al incrementar la PA del lecho

mesentérico en mas del 50 % del efecto producido por NA (100 uM)

47



Tabla XIV. Promedios del efecto producido por el EAE en lecho mesentérico

) EAE NA
p t
arametros 100 mg/mL 100 M
n 6 6
Promedio 241 79,66 + 7,232

Los valores se expresan como el Promedio en por ciento + EE.
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Registro 4. Imagen digitalizada que muestra la ausencia de efecto del EAE (100 mg/mL) sobre la PA del

lecho mesentérico en condiciones basales.
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Tabla XV. Promedios del efecto producido por el ED en lecho mesentérico

- ED NA
Parametros
100 mg/mL 100 uM
n 6 6
Promedio 0,166 + 0,1666 80,33+ 1,476

Los valores se expresan como el Promedio en por ciento + EE.
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Registro 5. Imagen digitalizada que representa la ausencia de efecto del ED (100 mg/mL) en la PA del

lecho mesentérico en condiciones basales.
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Tabla XVI. Promedios del efecto producido por el EA en lecho mesentérico

) EA NA
p t
arametros 100 mg/mL 100 M
n 6 6
Promedio 46,66 + 7,232 76,83 + 6,161

Los valores se expresan como el Promedio en por ciento + EE.
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Registro 6. Imagen digitalizada que muestra el efecto del EA (100 mg/mL) en la PA del lecho

mesentérico en condiciones basales.
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7.6.2.Disminucion de la PA del lecho mesentérico

Las Tablas XVII, XVIIl y XIX muestran los promedios de los incrementos de la PA del
lecho mesentérico, producidos por NA (100 uM), y registrados antes y después de
adicionar al liquido de perfusién una concentracion 100 mg/mL de alguno de los
extractos obtenidos del EMeOH (EAE, ED y EA) o de prazosina (1 nM).

Los Registros 7, 8 y 9 son ejemplos digitalizados de los incrementos de la PA del lecho
mesentérico, producidos por NA (100 uM). Estos incrementos se registran antes y
después de adicionar al liquido de perfusién una concentracion 100 mg/mL del EAE, o
del ED o del EA, o de prazosina (1 nM). Observe que solo el ED mostr6 actividad al

bloquear por completo el incremento producido por NA (100 uM).
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Tabla XVII. Promedio del efecto producidos por NA (100 pM) en ausencia y presencia del EAE
(50 mg/mL) o de prazosina (1 pM) adicionadas al liquido de perfusion.

. NA EAE Prazosina
P t
arametros 100 UM 50 mg/mL 1M
n 6 6 6
Promedio 74,69 + 3,547 72,41 + 2,649 7,989 + 4,721

Los valores se expresan como el Promedio en mm Hg + EE
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Registro 7. Imagen digitalizada que representa los cambios de PA en el lecho mesentérico producidos
por una dosis de NA, antes (A) y después (B) de agregar en el liquido de perfusion 100 mg/mL de EAE.

52



Tabla XVIII. Promedio del efecto producido por NA (100 uM), en ausencia y presencia del ED
(100 mg/mL) o de prazosina (1 pM) adicionadas al liquido de perfusion.

. NA ED Prazosina
P t
arametros 100 UM 50 mg/mL 1M
n 6 6 6
Promedio 78,94 + 3286 2,852 + 3,559 6,598 + 1,751

Los valores se expresan como el Promedio en mm Hg + EE
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Registro 8. Imagen digitalizada que representa los cambios de PA en la arteria mesentérica producidos
por una dosis de NA antes (A) y después (B) de agregar en liquido de perfusion 100 mg/mL de ED.
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Tabla XIX. Promedio del efecto producidos por NA (100 uM), en ausencia y presencia del EA (100
_mg/mL) o de prazosina (1 pM) adicionadas al liquido de perfusion.

. NA EA Prazosina
P t
arametros 100 UM 50 mg/mL 1M
n 6 6 6
Promedio 75,33 + 3,430 7422 + 7314 7.124 + 3,741

Los valores se expresan como el Promedio en mm Hg + EE.
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Registro 9. Imagen digitalizada que representa los cambios de PA en el lecho mesentérico, producidos
por una dosis de NA, antes (A) y después (B) de agregar en liquido de perfusién 100 mg/mL de EA.
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7.7. Identificacion del compuesto contractil

Del EA se aisl6 y purificd un compuesto activo cristalino, inodoro, incoloro, de sabor
amargo que por su alta solubilidad en agua permiti6 ensayarlo sobre la PA del lecho
mesentérico. El rendimiento fue de 0,032 g (1,109 %), y mostr6é un pf. 342-345°C con
descomposicion a los 405°C. Las reacciones para determinaciéon de alcaloides,
flavonoides y glucésidos fueron negativas para estos grupos, y el espectro de RMN de
'H (400 MHz, D,0) no permitié elucidar estructura alguna (Espectro 1) y por IR (KBr)
se encontrd una vmax, 1380,5; 828 cm™ (ver Espectro 2). A este compuesto se le
realizaron pruebas para determinacion de iones, cationes y radicales (Anexo D). Dio
positivo a la prueba de potasio y nitrato por lo que se realiz6 Espectroscopia de
Absorcion atomica a la flama cuyo resultado muestra la presencia del ion potasio
240933,821 ppm (Espectro 4). Por tal motivo el compuesto se identific6 como Nitrato
de Potasio (KNO3).

7.8. Curva concentracion respuesta de KNO;

El Registro 10 ilustra un ejemplo de una imagen digitalizada obtenida con los
incrementos de la PA del lecho mesentérico que producen concentraciones crecientes
de KNO;. Cada pico indica la maxima respuesta alcanzada por la concentracién en
turno administrada, y refleja los incrementos de la resistencia vascular al liquido de
perfusion. Observe que la relacién entre la concentracion y la PA es directamente

proporcional.
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Registro 10. Imagen digitalizada que representa los cambios de PA en el lecho mesentérico, producidos
por concentraciones crecientes e independientes de KNOs.

La Tabla XX muestra los promedios del por ciento de PA del lecho mesentérico,
alcanzados con cada una de las concentraciones del KNO3; (10; 14,14; 19,99; 28,27 y
40 mg/mL). Estos porcentajes se calcularon con respecto a la respuesta maxima
obtenida con la administracion de NA (~70,67 mm Hg-100 uM) o KCI (~56,57 mm Hg-
250 mM), la cual represent6 el 100 %. Con los valores obtenidos se construyd una
curva concentracion respuesta, en la cual se observa que el por ciento del incremento
de PA producido por el KNOg, tiende a ser mayor cuando se toma como 100 % de la

respuesta maxima la producida por KCl (Grafica 4).

Tabla XX. Promedios del por ciento de incremento de PA en el lecho mesentérico obtenido con diferentes
concentraciones de KNO;. Se tomo6 como 100 % la maxima respuesta producida con NA (100 uM) o con
KCI (250 mM).

i Concentracién (mg/mL)
Maxima respuesta 10 14,14 19,99 28,27 40

(100 %) :
% de incremento de la PA

NA (70,67 mm Hg) 32,3+9,689 45,02+11,78 56,90+11,04 70,48+9,65 86,15+9,452
KCI (56,57 mm Hg) 36,23 +9,332 50,62+ 10,66 6574+8,734 83,18+5,61 103,9+8,834

Los valores se expresan como el promedio en por ciento + EE, n=6.
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Incremento de la PAdel lecho mesentérico por KNO 4
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Grafica 4. Comparacion de los incrementos de la PA producidos por KNOj3 con respecto al incremento
maximo alcanzado con NA (100 uM) (4-) o con KCI (250 mM) (-4-). Cada simbolo representa el valor
promedio en por ciento £ EE (I), n=6.

7.9. Identificacion del compuesto vasorelajante

Del ED se aisl6 y purific6 un compuesto activo de aspecto amorfo, inodoro, de color
amarillo, de sabor amargo, muy soluble en metanol, Rf= 0,66 (mezcla diclorometano-
metanol 9:1). El rendimiento fue de 0,020 g (16,26 %), y mostrd un pf. 223-225°C con
descomposicion. Las reacciones para determinacion de alcaloides fue positiva, el
espectro de IR (KBr) mostré una vmax, 3388, 43 (-OH); 1602,87-1636,88 (C=N") cm™.
Las asignaciones de los espectros de RMN de 'H (400 MHz, DMSO) y "*C (100 MHz,
DMSO) se reportan en la Tabla XXI. El EM presento un ion molecular m/z en 353 [M" +
1] que junto al espectro de RMN de 'H (100 MHz, DMSO) publicado en estudios

110

previos' " permitieron identificar el compuesto como Berberastina (CyoH1sN"Os). Su

formula estructural se muestra en la Figura 9.
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Figura 9. Estructura de la berberastina y posicion de sus atomos de Hy C.

Posicion  RMN "H RMN "C RMN 'H Publicado™"

1 7,78(s) 1H 102,01 7,83 (1H, s, C4-H)

2 - 147,47 -

3 - 150,2 --

4 7,08 (s) 1H 105,37 7,16(1H, s, C4-H)

5 4,92-4,94 (m) 1H 81,82

6 4.88-4.91, (m) 2H 6304 4,7-5,3 (3H, m, Cs-H y en C4-CH,)

8 8,92 (s) 1H 143,42 9,01 (1H, s, Cg-H)

9 - 149,60 --

10 - 145,28 -

11 7,98 (d) J= 9 Hz 1H 123,41 8,02 (1H, d J= 9 Hz Cy4-H)

12 8,19 (d) J=9 Hz 1H 126,53 8,24 (1H, d J= 9 Hz C,-H)

13 9,88 (s) 1H 120,05 9,98 (1H, s, Cq5-H)

14 6,16 (s) 2H 101,89 6,20 (2h, s, -OCH,0-)
5,95-6,05 (1H, m, removido por la

15 6 (s) 1H - deuteracién —OH)

16 4,06 (s) 3H 61,92 4,08 (3, s, Co-OCHs)

17 4,08 (s) 3H 57,04 4,12 (3, s, C1o-OCHs)

18 - 130,54 -

19 - 132,77 -

20 - 120,32 -

21 -- 137,29 -

22 - 108,33 -

Tabla XXI. Asignaciones de los espectros de RMN 'H y °C para la determinacion de berberastina

comparadas con las asignaciones publicadas en 1975.
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7.10. Disminucion de la PA del lecho mesentérico por berberastina

7.10.1. Efecto de berberastina sobre la curva concentraciéon
respuesta con NA

El Registro 11 ilustra un ejemplo de una imagen digitalizada obtenida con los
incrementos de la PA del lecho mesentérico producidos por concentraciones crecientes
de NA. Estos incrementos se registran antes y después de adicionar al liquido de
perfusion 2 mg/mL berberastina. Cada pico indica la maxima respuesta alcanzada por la
concentracion en turno administrada, y refleja incrementos de la resistencia vascular del
lecho mesentérico al liquido de perfusion. Observe que la relacion entre la

concentracion de NA y la PA es directamente proporcional.
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Registro 11. Imagen digitalizada que representa los cambios de PA del lecho mesentérico, producidos
por dosis crecientes de NA, antes (A) y después (B) de agregar en liquido de perfusion berberastina
(2 mg/mL).
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La Tabla XXIl muestra la estadistica descriptiva de los cambios producidos por
concentraciones crecientes de NA (0,1; 1; 10; 100 yM) sobre la PA del lecho
mesentérico antes y después de adicionar al liquido de perfusion berberastina
(2 mg/mL) o prazosina (1 nM). Estos valores se representan mas claramente en la
Grafica 5. Observe que la berberastina desplaza la curva concentracion respuesta
hacia la derecha, de manera semejante a como lo hace la prazosina, con excepciéon de
la ultima respuesta a NA.

Tabla XXII. Estadistica descriptiva de los efectos producidos por concentraciones crecientes de NA,

sobre el lecho mesentérico, en ausencia y presencia de berberastina (2 mg/mL) o de prazosina (1 nM)
adicionada al liquido de perfusion.

Concentracion (pM)

Tratamientos 0,1 1 10 100
Presién (mm Hg]
NA 8,667 £ 1,745 24,16 + 3,07 4516 + 8,244 88,83 £ 10,34
Berberastina 2 (mg/mL) + NA  1,667* + 1,667 3,5% £+ 2,078 6,5 £3,106  26,83% + 4,799
Prazosina 1 (nM) + NA 3,167 £ 0,543 3,333 + 0,667 4,333 + 1,909 5,500 + 2,217

Los valores se expresan como el promedio en mm Hg * EE, n=6, *p<0,05.

El analisis estadistico mediante la prueba t pareada de los resultados obtenidos con la
administracion de concentraciones crecientes de NA, antes y durante la perfusion de
berberastina (2 mg/mL) fue respectivamente de f.,c = 3,388; 6,542; 4,635 y 4,118 para
cada una de las concentraciones con un valor critico de 2,571, y respectivamente un
valor de p = 0,019; 0,001; 0,005; 0,009. La adicibn de berberastina modifica
significativamente la respuesta en todas las concentraciones empleadas para realizar la

curva de concentracidon respuesta con NA.
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Efecto de Berberastina sobre la curva
concentracion respuesta de NA
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Grafica 5. Curvas concentracion-respuesta de NA obtenidas antes (4-) y después de la perfusiéon del
lecho mesentérico con berberastina (2 mg/mL) (-e-) o con prazosina (1nM) (-=-). Cada simbolo representa
la presion en mm Hg como el valor promedio + EE (I), n=6, *p<0,05.

7.10.2. Efecto de berberastina sobre la curva concentracion
respuesta con KCI

El Registro 12 ilustra un ejemplo de una imagen digitalizada obtenida con los
incrementos de la PA del lecho mesentérico, producidos por concentraciones crecientes
de KCI. Estos incrementos se registran antes y después de adicionar al liquido de
perfusion 2 mg/mL de berberastina. Cada pico indica la maxima respuesta alcanzada
por la concentracién en turno administrada, y refleja incrementos de resistencia vascular
del lecho mesentérico al liquido de perfusion. Observe que la relacion entre la

concentracion de KCl y la PA es directamente proporcional.
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Registro 12. Imagen digitalizada que representa los cambios de KCI en la PA del lecho mesentérico,
producidos por dosis crecientes de NA, antes (A) y después (B) de agregar en el liquido de perfusion
berberastina (2 mg/mL).

La Tabla XXIll muestra la estadistica descriptiva de los cambios producidos por
concentraciones crecientes del KCI, (50; 75; 111; 164; 250 mM) sobre la PA del lecho
mesentérico, antes y después de adicionar al liquido de perfusion berberastina (2
mg/mL), o nifedipina (1 nM). Estos valores se representan mas claramente en la
Grafica 6. Observe que la berberastina no modifica la curva concentracion respuesta de

KCI mientras que, la nifedipina la bloquea casi completamente.
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Tabla XXIIl. Estadistica descriptiva de los efectos producidos por concentraciones crecientes de NA
sobre el lecho mesentérico, en ausencia y presencia de berberastina (2 mg/mL) o de nifedipina (1 pM)
adicionadas al liquido de perfusion.

Concentracion (mg/mL)

oo
arametros 50 75 111 164 250

KClI 8,167+ 1,778 21,163,772 33,5+4,773 45,16 +3,962 57,33 + 2,963

Berberasﬂ”;élz ma/imbL) 5 566+3826  17+1788 27.66+1406 37,83+0009 4933+ 0714

Nifedipina [1 uM] + KCI 4,833 + 1,138 6,667 + 0,882 9,167 + 1,447 10+£1,592 13,66 +2,728

Los valores se expresan como el Promedio en mm Hg + EE, n=6.

El analisis estadistico mediante la prueba t pareada para los resultados obtenidos con la
administracion de concentraciones crecientes de NA, antes y durante la perfusion de
berberastina (2 mg/mL) fue respectivamente de f.ac= 0,319; 1,005; 1,252; 1,886 y 2,449
para cada una de las concentraciones, con un valor critico de 2,571, y respectivamente
un valor de p = 0,761; 0,360; 0,265; 0,117 0,057. La adicion de berberastina no modifico

la respuesta en cada una de las concentraciones de KCI.

Efecto de berberastina sobre la curva
concentracion respuesta de KCI

Presion (mm Hg)
N w H (@] (@] ~
o o o o o o
| | | | | |

—_—
o
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Grafica 6 Curvas concentracion-respuesta de KCI obtenidas antes (&) y después de la perfusion del
lecho mesentérico con berberastina (2 mg/mL) (-e-) o con nifedipina (1 pM) (-m-). Cada simbolo representa
la presion en mm Hg como el valor promedio + EE (I), n=6.
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8. DISCUSION

Estudios previos mostraron que un EMeOH de A. mexicana increment6 y disminuyd
significativamente la tension de los anillos de aorta de rata relajados o contraidos con
NA.™ Estos hechos hicieron pensar que en dicho extracto, habia mas de un principio
activo con funciones antagonicas, lo cual es coherente con numerosas publicaciones
que informan sobre plantas que contienen sustancias con efectos diametralmente
opuestos sobre los sistemas de prueba. Por ejemplo, la Casimiroa edulis utilizada por la
poblacion mexicana para el tratamiento de la HAS, contiene un compuesto identificado
como acetonido de sinefrina con efecto hipertensor, y compuestos analogos de
histamina con efectos hipotensores.'” Otro ejemplo es la Hydrastis canadensis que
contiene grandes cantidades de una sustancia vasoconstrictora, hemostatica e
hipertensiva llamada hidrastina, y otra sustancia con propiedades hipotensoras llamada
berberina.''? Es altamente probable encontrar en las plantas medicinales mas de un
principio activo con acciones antagdnicas. Sin embargo, analizar los efectos de los
compuestos de manera independiente, es diferente al analisis de los extractos
completos. En el segundo caso, el efecto que predomine dependera de la
concentracion, potencia y eficacia de cada una de las sustancias activas, asi como
también del modelo experimental en donde se ensaye. En nuestro caso, fue posible
observar incrementos y decrementos de la PA ya que el lecho mesentérico, en
condiciones basales, facilitd la observacion de actividad vasoconstrictora del EMeOH, y
con la presencia de NA o KCI, la observacién de acciones vasorelajantes. Ambas
condiciones experimentales, permitieron el seguimiento fitoquimico del EMeOH
completo, hasta mostrar las evidencias que sustentan que dicho extracto contiene mas

de un principio vasoactivo.

La presente investigacion muestra que el EMeOH obtenido de la parte aérea de A.
mexicana incrementa la PA del lecho mesentérico en condiciones basales (Registro 1)
Este incremento es notoriamente mayor cuando se compara con el efecto maximo
previamente alcanzado por KCI, que cuando se compara con el efecto maximo
previamente alcanzado por NA (Grafica 1). Esto podria deberse a una accibn mas

intensa de los componentes del EMeOH sobre los canales de Ca*™, que sobre los

64



receptores a4 adrenérgicos, ya que se sabe que la contraccion del musculo liso vascular

producida por KCI, se debe al incremento de la entrada de Ca**.""

El incremento de la PA basal (25-35 mm Hg) del lecho mesentérico producido por el
EMeOH, es un hallazgo interesante porque no es comun encontrar en la base de datos
MEDLINE, plantas medicinales que se reporten solo por sus acciones vasoconstrictoras
en el lecho mesentérico, lo cual contrasta con numerosos informes sobre plantas que
producen vasodilatacion en el mismo modelo experimental.”'* " ¢ | 5 carencia de
informacidén sobre plantas con efecto vasoconstrictor, podria deberse al poco interés
que se tiene sobre sustancias que incrementan la contraccion vascular, y a la gran
importancia que representan las sustancias vasodilatadores para el tratamiento de la
HAS.

El mismo EMeOH cuando se adicion6 al liquido de perfusion (2 mg/mL) del lecho
mesentérico, bloqued significativamente el efecto de la ultima concentracion de NA
empleada para realizar la curva concentracién respuesta (Grafica 2), lo cual podria
indicar que dicho extracto, contiene sustancias que relajan directamente la musculatura
vascular del lecho mesentérico, posiblemente por un mecanismo de accion que
modifica las acciones vasoconstrictoras de la NA. En contraste, las acciones
vasoconstrictoras del KCI no fueron modificadas cuando se adiciono al liquido de
perfusion el EMeOH (Grafica 3 y Registro 3) lo cual puede implicar que el o los
componente vasodilatadores del EMeOH, no actuan directamente sobre el canal de
Ca', ya que se conoce que la contraccion del musculo liso vascular producida por altas
concentraciones de KCI, es debida a una accién directa de K* sobre la apertura de
estos canales, que al incrementar el Ca™" intracelular, conduce a la fosforilaciéon de las
cadenas ligeras de miosina permitiendo el deslizamiento de actina y miosina, y en
consecuencia la contracciéon muscular.'® Es importante mencionar que con estos
experimentos, no se puede descartar que la sustancia vasoconstrictora presente en el
EMeOH, enmascare una posible modificacion del incremento de la PA producido por
KCI.
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Por otra parte, la sensibilidad del lecho mesentérico a sustancias que bloquean los
canales de Ca"* se comprobo al adicionar al liquido de perfusion nifedipina (1 nM). Esta
sustancia bloque6 hasta un 74% la respuesta maxima de incremento de PA producida
por KCI (Grafica 3) indicando que la preparaciéon era lo suficientemente sensible para

mostrar cambios.

La sensibilidad del receptor a; adrenérgico del lecho mesentérico se comprobd al
realizar las curvas concentracion respuesta con NA en presencia de prazosina (1 uM)
(antagonista de los receptores a4)'" Esta sustancia como era de esperarse, bloqueo
completamente la respuesta del lecho mesenterio a la NA, lo cual contrasta con el
bloqueo parcial observado en la curva concentracidén respuesta con NA en presencia de
EM (Grafica 2). Este hecho sefiala que el EMeOH o necesita una concentracion mayor
para bloquear completamente la accion de NA, o posee mas de un compuesto activo
con mecanismos de accion diferentes, o la presencia del componente contractil se esta
sumando a la contraccién producida por NA. Esta ultima hipdtesis es altamente
probable, porque en la presente investigacion se demostré que el EMeOH obtenido de
A. mexicana contiene al menos una sustancia que incrementa la PA del lecho
mesentérico y en consecuencia, se opone al efecto relajante que también esta

presente.

Después de fraccionar el EMeOH por extraccion liquido-liquido (Tabla XIll), el EA
conservo el componente vasoconstrictor (Registro 6) y el ED el componente
vasorelajante (Registro 9). El EAE no presento actividad (Registro 4 y Registro 7). La
cromatografia por columna permitié aislar del EA, un solo componente que incremento
la PA del lecho mesentérico, el cual fue identificado como KNOj3; por reacciones
quimicas positivas a potasio y a nitrato, por IR y por Absorcion atdmica. Para identificar
potasio se agrego oxalato de sodio a la sustancia aislada (KNO3) en solucién acuosa,
formando un precipitado de oxalato de potasio. Obteniendose la siguiente reaccion.
NazC204(ac) + 2KNO3(ac) —> KoC204(s) + 2NaNO3(4¢)
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El ion nitrato se identificé por dos reacciones, en la primera la soluciéon presenta una
coloracién verdosa debida a la oxidacion de Cu metalico y formacion de Oxido nitrico
(NO) de color rojo-café, se tiene la siguiente reaccion:

3Cu’s) + 8HNO3g) —> 3Cu(NO3)zac) + H20() + 2NOq)

En la segunda reaccion el ion nitrato oxida el FeSO4 a Fe,(SO4); formando NO, que se
combina con el exceso de FeSO,, dando un compuesto nitrosilico en la zona de
contacto de color marrén Fe(NO)SO4. Primero se obtiene la reaccion:
6FeSO4(ac) + 3H2SO4() + 2HNO3; — 4H20() + 3Fex(S04)3(ac) + 2NO(g)
y luego:
FeSO4(0) + NOg = Fe(NO)SO4q

En el compuesto Fe(NO)SOy4 el Fe tiene formalmente un numero de oxidacién +1. El
espectro de IR (Espectro 2) muestra una vmax 1380,5 y 828 cm™ las cuales al ser
comparadas con un espectro de referencia (Espectro 3), son las mismas bandas
caracteristicas del ion NO3 . Por absorcion atomica (Espectro 4) se corroboré el ion K*
en la muestra purificada vasoconstrictora. Sin embargo, la concentracion informada
(24,09 %) difiere de la concentracion tedrica esperada (38,67 %). Una posible
explicacion de esta diferencia es que se haya realizado una mala técnica de analisis o
bien, a la falta de pureza de la muestra enviada. Esta hipétesis es apoyada por el hecho
de que el punto de fusidén del KNO3; aislado de A. mexicana fue de 342-345°C, y el de
descomposicion 405°C, mientras que el reportado en la literatura es de 333°C y 400°C,
respectivamente.'"” La presencia de esta sal en el EMeOH puede explicarse por la gran
cantidad de metanol (J.T.Baker) utilizado, y por el agua que contiene dicho disolvente.
Ambas condiciones durante la maceracion y el fraccionamiento, solubilizarén el KNO;
que por su intensa accidn vasoconstrictora sobre el lecho mesentérico, permitié el

seguimiento fitoquimico hasta su aislamiento e identificacion.

La presencia de esta sal inorganica en A. mexicana ya ha sido reportada.®’ Por lo
general las especies vegetales poseen nitratos como consecuencia del proceso
metabdlico de asimilacion de nitrégeno presente en suelos. Algunas especies por

diferentes circunstancias, lo acumulan en demasia (Salsola kali: cardo ruso), y otras
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como el Centeno, lo acumulan de acuerdo a la fertilidad del suelo, a la disponibilidad de
agua y a la radiacién solar.'® La presencia de KNOs en las plantas les confiere el
calificativo de plantas toxicas temporarias, y en tiempos nublados son mas toxicas
porque los niveles de nitratos se incrementan.’’® Es importante sefalar que la cantidad
maxima utilizada de KNOs3 para producir hipertension en el lecho mesenterio fue de 40
mg/mL, cantidad que esta notoriamente distante a la dosis letal 50 (DLsp) de 3,750 g/kg
reportada en ratas por via oral."®® Sin embargo, no se puede establecer una correlacion
entre dos modelos experimentales completamente diferentes, como tampoco se puede
inferir que la administracidon de KNOs3 a la rata integra incremente la PAS. En teoria el
KNO3; se metabolizaria liberando el ion potasio, y el nitrato a su vez se convertiria en
nitrito."® Estos dos iones pudieran producir acciones antagoénicas sobre la PA. Por un
lado, el ion potasio incrementaria la entrada de Ca’" a las células musculares de las
arteriolas elevando la resistencia periférica, y por el otro lado, el ion nitrato se reduce a
nitrito funcionando como donador de NO. Se conoce que este gas estimula a la
Guanilato Ciclasa la cual convierte Guanosin Trifosfato (GTP) a Guanosin Monofosfato
(GMPc) que como segundo mensajero, estimula a una cinasa dependiente de cadenas

"En la

ligeras de miosina que conduce a la relajacion de musculo liso vascular.'
presente investigacion no se estudio la farmacodinamia del KNO; (Grafica 4) pero su
efecto hipertensor en el lecho mesentérico, es de similar intensidad al producido por el
EMeOH (Grafica 1) que requiere una mayor concentracion. Estos resultados
concuerdan con las acciones vasoconstrictoras conferidas al ion K*, y explican el

importante incremento de la PA observada en dicho lecho.

No existe duda que la presencia de KNOg3, pondria en tela de juicio el uso de la planta
completa como agente antihipertensivo, como es informado para la medicina tradicional
de la India. Aun mas, incrementa el riesgo de toxicidad que puede ser mortal debido a
que el ion NO3; es capaz de unirse a la hemoglobina de la sangre, de una forma
semejante a como lo hace a la mioglobina, formandose metahemoglobina, un
compuesto que ya no es capaz de transportar el oxigeno. Otro riesgo es la formacion de

nitrosaminas, substancias que son agentes cancerigenos y que se forman al preparar la
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infusiéon con A. mexicana debido a la union de nitratos o nitritos con las aminas

presentes de forma natural.'™

Dentro de un contexto muy amplio, y buscando correlacionar el efecto del KNO3 del
EMeOH con los usos etnomedicinales ya sefialados, se le podria conferir a la A.
mexicana alguna utilidad en el tratamiento de la hipersensibilidad que afecta la pulpa
dentaria. Esta inferencia de ninguna manera se apoya en estudios cientificos, pero
tampoco puede subestimarse. La importancia del KNO3; debe de analizarse dentro del
contexto completo de la planta, particularmente su efecto vasoconstrictor encontrado en
lecho mesentérico, el cual podria no repercutir en la PA del humano, debido a que este
componente se ingiere con otros que también estan presentes en el EMeOH, y que

poseen acciones en teoria antagonicas.

En otra serie de experimentos, el fraccionamiento por columna cromatografica del ED
permiti6 el aislamiento de un componente con accién vasorelajante. Mediante
Dragendorff, Mayer, IR, RMN de 'H y de *C, y EM, este componente fue identificado
como el alcaloide berberastina. El analisis del espectro de RMN de H permitio proponer
como estructura base del compuesto aislado, el nucleo de las protoberberinas
(Espectro 6). Los 2 protones del grupo funcional dioxi (-O-CH2-O-) en H-14 con
asignacion en 6,16 ppm y los 6 protones de los dos grupos metoxi (-O-CHs), en H-16 y
H-17 con asignacién en 4,06 y 4,08 ppm, respectivamente, son sefales simples
caracteristicas de esta estructura. En las regiones de los protones aromaticos se
observan 2 sefales simples en 7,78 y 7,08 ppm, para los H-1 y H-4 que se encuentran
en posicién para. También se observan 2 sefiales dobles en 7,98 y 8,19 ppm con J= 9
Hz, indicando que hay acoplamiento en posicion orto en el H-11 y H-12
respectivamente. La presencia del H-8 y H-13 se observo por 2 sefiales simples en 8,92
9,88 ppm, respectivamente. El proton en H-15 perteneciente al grupo hidroxilo (-OH)
presento una asignacion en 6 ppm. El espectro de IR confirmo la presencia del -OH en

la banda de absorcion a 3388,43 cm™ (Espectro 5).
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La RMN "*C indica la presencia de 20 C que equivalen a la cantidad de carbonos que
contiene la berberastina. EI C del grupo funcional dioxi en C-14 con asignacion en
101,89 y de los 2C de los dos grupos metoxi en C-16 y C-17 con asignacion en 61,92 y

57,04, respectivamente (Espectro 7).

La formula molecular CyoH1gN*Os (Tedrico: 352,36 g/mol) fue deducida por el EM
(IE, 70 eV) (Espectro 8), el cual muestra un ion molecular m/zen 353 [M* + H] (6,75) se
observa la presencia de un fragmento m/z 337 (3,75) que indica la perdida de [CH3],
m/z 164 (58,12) con perdida de [Cy1H1oNO,]", m/z 148 (100) con perdida de
[C12H14aNO,]".

La disminucion de la PA del lecho mesentérico (Registro 11), indica que la berberastina
tiene un significativo efecto vasodilatador que se produce a concentraciones de 2
mg/mL, el cual es suficiente para desviar hacia la derecha la curva concentracion
respuesta a NA (Grafica 5). Con base a la informacion encontrada en la literatura, es la
primera vez que se muestra la presencia de berberastina en A. mexicana. Este
inesperado hallazgo se aleja de lo que podria esperarse de una planta cuyo
compuestos en su mayoria han sido identificados. Llama la atencion que en nuestro
fraccionamiento biodirigido, no se encontraron otras sustancias que han sido reportadas
como hipotensoras (berberina, canadalina, protopina). Se sabe que la planta completa
de A. mexicana también tiene un alto contenido de protopina (0,3%) alocriptopina
(0,04%).°” Sin embargo, ninguna de estas sustancias se encontré dentro de la fraccién
final activa, incluyendo berberina que por sus acciones hipotensores y vasorelajantes,'??
podria ser el compuesto activo del EMeOH. Una posible explicacion es el relativamente
bajo rendimiento de berberina (0,01%), comparado con berberastina (0,05%), o que la
variedad de A. mexicana que se estudio sea diferente a la reportada en la literatura. En
relaciébn a esto, la jefa del herbario del IMSS nos comunico verbalmente que la A.
mexicana del presente estudio es variedad ocroleuca. Otra posible explicacion es que a
pesar que berberastina y berberina parten del mismo precursor dopamina, la via
metabdlica hacia berberastina es predominante o bien, la presencia en el C-5 del grupo

(-OH) en la berberastina incrementa su solubilidad en un medio acuoso, y en

70



consecuencia, su disponibilidad a los sitios de accién que contiene el lecho mesentérico
es mayor. Desafortunadamente, carecemos de elementos experimentales para
establecer el porque de la presencia de berberastina, y la ausencia de berberina en la

fraccion vasorelajante activa.

La berberina y la berberastina como se observa en la Figura 10 difieren por la
presencia de un grupo hidroxilo. Ambas sustancias son alcaloides clasificados como
protoberberinas las cuales se encuentran distribuidas en muchas plantas de las
familias: Papaveraceae, Berberidaceae, Fumariaceae, Menispermaceae,
Ranunculaceae, Rutaceae, Annonaceae, Magnoliaceae y Convolvulaceae,'®® las cuales
se encuentran como tetrahidroprotoberberinas o como sales cuaternarias de

protoberberinas.

Berberina Berberastina
Figura 10. Estructuras quimicas de berberina y berberastina

La berberastina ha sido reportada como uno de los principales componentes (2-3 %) de
Hydrastis canadensis, una planta perteneciente a la familia Ranunculaceae llamada
comUnmente sello dorado (goldenseal)."®* Esta planta se encuentra como ingrediente
de algunos suplementos herbales con aplicacién over the counter (OTC), productos de
venta libre, que saturan los mercados de los Estados Unidos con ventas de hasta 40
billones de dolares anules,'® promoviendo diversos usos para limpieza femenina,
resfriados o catarros, alergia, y trastornos digestivos. No obstante que existen
evidencias cientificas sobre efectos hiperlipidémicos,’®®  antimicrobianos,'?’
antidiarreicos, antiparasitarios e infecciones oculares por tracoma,'® no hay informes
en la literatura cientifica que H. canadensis modifique la PA. Sin embargo, por su alto

contenido de protoberberinas tedricamente se esperaria efecto antihipertensivo.
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Tampoco hay evidencias en la literatura para la berberastina, ya que diferentes bases
de datos, incluyendo MEDLINE, no muestra articulos de actividad biolégica alguna. Por
tal motivo, estos resultados parecen ser los primeros que informan sobre la actividad

vasodilatadora de este compuesto.

Como se muestra en la Grafica 5, la pendiente de la curva concentracion respuesta con
NA, fue notoriamente disminuida al adicionar 2 mg/mL de berberastina aislada del ED al
liquido de perfusion. Todas las respuestas a concentraciones crecientes de NA fueron
bloqueadas con berberastina. Esto contrasta con el bloqueo parcial observado en la
curva concentracion respuesta de NA al adicionar 2 mg/mL de EMeOH al liquido de
perfusion, lo cual es entendible debido a que se emplea el componente vasorelajante
puro a una dosis mayor. La intensa actividad de berberastina mostrada en el lecho
mesentérico, produce un patron de respuesta inhibitoria semejante a la producida por
prazosina (Grafica 5), lo cual no significa que comparta el mismo mecanismo de accion,
pero indica la gran eficacia que tiene berberastina en este lecho vascular. Con nuestros
resultados no se puede explicar como la berberastina bloquea la curva concentracion
respuesta con NA. Sin embargo, se sabe que esta catecolamina produce un efecto
vasoconstrictor mediado por la estimulacion de los receptores ai adrenérgicos
localizados en la membrana celular del musculo liso. Estos receptores se encuentran
acoplados a proteina Gq que al ser estimulada separa su subunidad a que a la vez
estimula a la fosfolipasa C, enzima que cataliza la formacién de trifosfato de inositol
(IP3) y diacil glicerol (DAG) a partir de difosfato de inositol (IP2). Después de originarse
esta cascada de transduccién, se produce una fase rapida de contraccién debida a la
salida de Ca’" del reticulo sarcoplasmico, al estimularse los canales de dicho ion por el
segundo mensajero IP3. El incremento de Ca’" intracelular, junto a las acciones del
DAG, producen una segunda fase lenta debida a la entrada de calcio extracelular que
incrementa la intensidad y la duracién de la contraccion.””® La berberastina, podria
modificar algun sitio de esta cascada de transduccién sin interferir directamente con los
canales Ca'", ya que se comprobd que en presencia berberastina en el liquido de
perfusion no se modifico la curva con KCI (Grafica 6), fendmeno igualmente observado

en presencia del EMeOH completo (Grafica 3). En adicion a esta carencia de efecto,
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estudios realizados con berberina muestran que esta sustancia al igual que la
berberastina, produce efecto vasorelajante de la arteria mesentérica aislada de rata, sin
interferir con la entrada de Ca™ al musculo liso vascular.'® Desafortunadamente,
tampoco se determind si la berberina relaja la arteria mesentérica, al inhibir la
vasoconstriccién inducida por la activacion de la fosfolipasa C y la formacién de IP3,
mecanismo que como antes se menciono, puede ser inducido por la estimulacién de los

receptores a4 presentes en musculo liso vascular.

La presente tesis aporta nuevo conocimiento sustancial sobre los efectos vasculares
producidos por un EMeOH de una planta con reconocidos usos etnomedicinales.
Permite caracterizar la actividad vascular del EMeOH y de los principios activos, en el
lecho mesentérico de rata. Logra aislar e identificar los compuestos vasoactivos
responsables de los efectos producidos por el EMeOH completo en el lecho
mesentérico. Y por ultimo, permite correlacionar el efecto vasorelajante de berberastina,
con el efecto hipotensor producido en la rata integra por un EMeOH aislado de A.

mexicana.
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. CONCLUSIONES

e E|I EMeOH obtenido de A. mexicana, incrementa la PA basal del lecho
mesentérico aislado de rata, y disminuye la pendiente de la curva concentracion

respuesta con NA, pero no asi la pendiente de la curva con KCI.

e Las preparaciones del lecho mesentérico son sensibles y confiables, ya que
responden como se informa en la literatura, a sustancias empleadas como

referencia (prazosina y nifedipina).

e EI fraccionamiento biodirigido del EMeOH, condujo al aislamiento de dos

principios activos con acciones antagénicas en el lecho mesentérico.

e Los estudios de IR, Espectroscopia de absorcién atdmica para ion K, y las
reacciones para determinacion de iones K' y NO3~, establecieron que la

sustancia que incrementa la PA del lecho mesentérico es KNOs.

e EI KNOj es el responsable del incremento de la PA producida por el EMeOH de

A. mexicana, en el lecho mesentérico.

e EI KNOs incrementa la PA en el lecho mesentérico al favorecer el flujo de Ca™*

extracelular hacia el compartimiento intracelular.

e Las reacciones de Dragendorff y Mayer, los espectros de IR, RMN de 'H y de
3c, y EM establecieron que la sustancia que disminuye la PA del lecho

mesentérico es berberastina.

e La berberastina es la responsable de la disminucion de la PA producida por el

EMeOH de A. mexicana, en el lecho mesentérico.

e La berberastina disminuye la PA del lecho mesentérico, por un mecanismo de
accion que parece no incluir el incremento de flujo de calcio extracelular hacia el

compartimiento intracelular.
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El efecto hipotensor observado en lecho mesentérico, correlaciona con lo
reportado en anillos de aorta aislados de rata, y con el efecto hipotensor

observado en la rata integra.

La A. mexicana contiene sustancias que pudieran actuar en forma antagonica,
sobre la HAS, lo cual cuestiona el uso de las infusiones de té utilizados en la

medicina tradicional hindu para el tratamiento de la HAS.

La presencia de altas concentraciones de KNO3; en A. mexicana, incrementa el
riesgo de toxicidad en personas que consumen esta planta como remedio

medicinal.
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10. PROPUESTAS Y/O RECOMENDACIONES

Investigar cuantas variedades de A. mexicana existen en la Republica Mexicana,

y determinar su contenido de berberastina y KNO3; en cada una de ellas.

Investigar que tipo de variedad de A. mexicana crece en el lugar en el cual se

realizé la recoleccidn de dicha planta.

Realizar un método adecuado para la obtencion y/o determinacion de KNO; a

partir de la planta completa de A. mexicana.

Determinar el contenido de berberastina y KNO3 en las diferentes partes de la

planta.
Realizar el estudio pertinente para determinar la toxicidad de la berberastina.

Realizar estudios para determinar el mecanismo de accién por el cual la
berberastina produce disminucion de la PA, y compararlo con lo informado para

berbenina.

Investigar la accion vasorelajante de berberastina en diferentes lechos

vasculares.
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Facurrap bE QuimicA - UNAM
UNIDAD DE SERVICIOS DE APOYO A LA INVESTIGACION

; : LAB. DE ABSORCION ATOMICA
VNIVER4DAD NACJONAL TEL. 56232527- FAX 56232522- OFNA 56232521

AVEN"MA DE
it FR-USAI-FQ-AA-004 USAL

INFORME DE RESULTADOS
Clave anélisis: 29-250547-AT

Dr. Gil Alfonso Magos Guerrero
Facultad de Medicina, UNAM
PRESENTE

» Objetivo del analisis:
Cuantificar Potasio en un par de muestras cristalinas de “Argemone mexicana”.
> Identificacion y descripcion de las muestras

Las muestras se encuentran envasadas en frascos viales de plastico transparente.
Etiquetadas como sigue:

Clave muestras
M2 Argemone mexicana cristales

> Parametros de la prueba

Parametros instrumentales:

Potasio

Longitud de onda (nm) 766.5 nm

Slit (ancho de ventana) (nm) 1.0m

Método Curva de calibracién
Método atomizacion Flama aire/acetileno
Supresor de ionizacién CsCl

Equipo empleado Varian SpectrAA 220.
La muestra se digiri6 en horno de microondas marca CEM, modelo MDS. Para tal
propésito se emplea HNO (acido nitrico).

Av. Universidad 3000, Cd. Universitaria, Circuito Escolar, Facultad de Quimica Edif. "B" - Pdgina 1 de I -

Espectro 4. Espectroscopia de Absorcién Atdmica a la Flama para ion Potasio.
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» Resultados

Muestra

ppm K

M2 argemone mexicana cristales

240933.821

NOTA. Se anexan: curva de calibracién obtenida durante el andlisis, lecturas obtenidas y

los céalculos necesarios para llegar a la concentracién reportada.

Potasio
0,45 -
Conc. ppm | Abs 0.4 4 y=0,3984x + 0,0024
0.2 0,079 0,35 - R? = 0,9992
04| 01647 € 0o
0.6 0,241 °
08 03253 g 0,25
1 0,3971 g 0.2 4
£ 0,15 4
0.1 -
0,05
0 T T T T 1
0 0,2 0.4 0,6 0.8 1
Conc K ppm
Multiplico por Peso de
factor de Multiplicar | la
muestra- | dilucion= *0.010= muestra | % Kenla Promedio
Labels | Abs mg/L | promedios | blancos 200 mg (mg) muestra ppm K ppm K
sC 0.1562 | 0.386
blanco -0.0042 | 0.017
blanco -0.0058
blanco 0.0105
m2_1 0.1033 | 0.253
M2_1 0.0916 | 0.224
M2_1 0.0946 | 0.231 0.236 0.236 47.239 0.472 3 15.7463186 | 157463.186
M2_2 0.115 | 0.283
M2_2 0.1373 | 0.339
M2_2 0.1591 | 0.393 | 0.338 0.338 67.637 0.676 2.8 26.0143137 | 260143.137
M2_3 0.2172 | 0.539
M2_3 0.21 | 0.521
M2_3 0.2813 | 0.725 | 0.595 0.595 119.026 1.190 3.9 30.519514 | 305195.140 | 240933.821
sc 0.1748 | 0.433
Av. Universidad 3000, Cd Universitaria, Circuito Escolar, Facultad de Quimica Edif. “B” - Pigina 2 de 2-

(Continuacion).
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sc = concentracion de chequeo (dada por el fabricante y es caracteristica para cada
elemento), en el caso del Potasio esta concentraciéon es de 0.4 ppm. Esta solucién se
intercala en el andlisis, si la concentracién obtenida es de +10% el analisis continua, en
caso contrario se procede a la recalibracion del equipo.

Ciudad Universitaria, México D.F., a 03 de agosto, 2007

/ Q. ARACELI TOVAR TOVAR.
Responsable del Laboratorio
de Absorcion Atémica

NOTA: Los resultados analiticos generados en la USAI tienen tan solo el alcance de la
muestra entregada en nuestras instalaciones, no asumimos resposabilidad alguna por el
origen de la misma.

Av. Universidad 3000, Cd. Universitaria, Circuito Fscolar, Facultad de Quimica Edif “B" - Pdgina 3de 3 -

(Continuacion).
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12. ANEXOS

A. Descripcion detallada de los compuestos informados en la literatura
para A. mexicana.

1,6,7-Isoquinolinetriol

Derivado: 3,4-Dihidro, eter de metileno, N-Me

Sinénimos: Oxihidrastina, 7,8-Dihidro-6-metil-1,3- 0
dioxolo[4,5-glisoquinolin-5(6H)-ona, 3,4-Dihidro-2-
metil-6,7-metilendioxi-2(1H)-isoquinolinona. o _CH,
Formula molecular: C;;H{{NO; N

PM: 205,213 g/mol <

Descripcion fisica: Cristales. ( éter de petroleo) O

Pf: 98°C

Fuente biologica: Alcaloide de A. mexicana.

3,7-diglucosidos Isoramnetin

Derivado: 3,7-Di-O--D-Glucopiranosido
Sinénimos: Isoramnetin, 3,7-diglucosido

Formula molecular: CysH3,047

PM: 640,551 g/mol

Descripcion fisica: No reportada

Pf. 208-210°C

Fuente biolégica: Glucésido presente en la parte
aérea de la A. mexicana.

6,11-Triacontanediol

Sinénimo: Mexicanol HaC

Formula molecular: C3yHg,O5

PM: 454,819 g/mol

Descripcion fisica: No reportada HsC
Pf. 116°C

Fuente biolégica: Constituyente de A. mexicana OH
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3-O-glucopiranosido Isoramnetin

Formula molecular: C,,H>,045

PM: 478,349 g/mol

Descripcion fisica: Agujas amarillas (MeOH)

Pf. 278-280°C

Fuente bioldgica: Glucosido presente en la parte
aérea de la A. mexicana.

OH

6-Acetonildihidrosanguinarina

P\
HaC._ 0
Formula molecular: C,3HgNOs N
PM: 389,407 g/mol
Descripcion fisica: No Reportada O]
Pf: No Reportado <
Fuente biolégica: Alcaloide presente en la parte
aérea de la A. mexicana. O
HsC (0]

8-Acetonildihidrosanguinarina

Variante: Forma-(€)

Formula molecular: C,3H19NOs

PM: 389,407 g/mol

Descripcion fisica: Agujas color amarillo palido
(MeOH/CHCI5)

Pf: 194-195,5°C

Fuente biologica: Alcaloide de A. mexicana.
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11-Triacontanol

Formula molecular: C;,Hg,0O

PM: 438,819 g/mol

Descripcion fisica: No reportado

Pf: 82°C

Fuente biolégica: Constituyente de A. mexicana.

Acido 9-oxooctacosanoico

Formula molecular: CysHs,05

PM: 438,733 g/mol HiC

Descripcion fisica: No reportada HO

Pf: No reportado

Fuente biolégica: Constituyente de las semillas de 0 o}
A. mexicana.

Acido 10-hidroxi-4-heptadecenoico

Variante: Forma-(2)
Sinénimo: Acido mexicanico

Formula molecular: C;;H3,05 OH

PM: 284,438 g/mol HO

Descripcion fisica: No reportada h CHy
Pf: 43°C ©

Fuente bioldgica: Constituyente de las semillas de

A. mexicana.
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Acido 11-Hidroxitriacontanoico

HsC

Formula molecular: C3yHg,O3 OH
PM: 468,802 g/mol
Descripcion fisica: Ojuelas (MeOH/CHCI5)

Pf: 110°C
Fuente biolégica: Constituyente de las semillas de
A. mexicana. o
4
Acido 11-Hidroxitriacontanoico
HyC
Derivado: 11-Cetona o
Formula molecular: C;Hs5505
PM: 466,786 g/mol
Descripcion fisica: Ojuelas (MeOH/CHCI3)
Pf: 102-103°C
Fuente bioldgica: Constituyente de las semillas de
A. mexicana. OH
4
Acido 11-Oxooctacosanoico
Formula molecular: CysHs,05
PM: 438,733 g/mol Hy HO
Descripcion fisica: No reportada
Pf: No reportado
Fuente biolégica: Constituyente de las semillas de O O

A. mexicana.
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Angolina

Sinénimos: 5-Methoxidihidroqueleritrina,
12-Metoxidihidroqueleritirina.

Formula molecular: C,,H,/NOsg

PM: 379,4 g/mol

Descripcion fisica: Polvo de color amarillo
Pf: 173-174,5°C

Fuente biolégica: Alcaloide de A. mexicana.

Argemexicaina A

(@]
{ ot
Formula molecular: C,{H,3NO5 (0] N

PM: 369,416 g/mol o)
Descripcion fisica: Cristales (hexano)

Pf: 158-160°C

Fuente bioldgica: Alcaloide presente en toda la

planta de A. mexicana. 0
I
H3C o)
-
HiC
Argemexicaina B
CHs3
0 4
Formula molecular: C,H,3NO5 < |
PM: 369,416 g/mol
TR (0]
Descripcion fisica: Polvo
Pf. 131-133°C O
Fuente bioldégica: Alcaloide presente en toda la
planta de A. mexicana. /
H3C (@)
HyC™
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(¥)-Argemonina

Sinénimo: N-metilpavina, dimetilrotundina.

Formula molecular: C,;H;sNO, 0
PM: 355 g/mol HyC™ O
Descripcion fisica: No reportada CH3
Pf: 138-140°C HsC CH
Fuente biolégica: Alcaloide presente en la A. O o~ 3
mexicana.

Berberina

Sinénimos: 5,6-Dihidro-9,10-dimetoxibenzo[g]-1,3-
benzodioxolo[5,6-a]quinolizinio(1+): 9Cl,

Umbellatine

Formula molecular: C,oH:sN O,

PM: 336,35 g/mol

Descripcion fisica: Agujas color amarillo (eter)

Pf. 145°C

Fuente biolégica: Alcaloide altamente distribuido
en la familia Papaveraceae (A. mexicana).

Canadalina
O
Derivado: 8-Hidroxilo < NH
Sinénimo: Argenaxina 0]

Formula molecular: C;;H23NO5

PM: 357,405 g/mol

Descripcion fisica: Prismas

Pf. 157-158°C

Fuente biolégica: Alcaloide presente en toda la 0
planta de A. mexicana. |
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Coptisina

Sinénimos: 6,7-Dihidrobis[1,3]benzodioxolo[5,6-
a:4',5'-g] quinolizinio: 9HCI.
2,3:9,10-Bismetilenedioxiprotoberberina

Formula molecular: C;gHsN"O,

PM: 320,318 g/mol

Descripcion fisica: Solido, polvo amarillo

Pf: No reportado

Fuente biolégica: Alcaloide presente en la planta.

Criptopina

Sinénimo: Criptocavina, Talisopirina, 4,6,7,13- _0O
Tetrahidro-9,10-dimetoxi-5-metilbenzo[e]1,3- H;C
dioxolo[4,5-1][2]benzazecin-12(5H)-ona:9HCI. _-CHs
Formula molecular: C,H,3NOs H3C\O N
PM: 369,416 g/mol o)
Descripcion fisica: Prismas (Piridina/EtOH) 0
Pf. 221-223°C
Fuente bioldgica: Alcaloide altamente distribuido | >
en la familia Papaveraceae (A. mexicana). (0]

Dihidroquereritrina
Sinénimos: Dihidrotoddalina, Toddalinina, 12,13- CH,
Dihidro-1,2-dimetoxi-12-metill [1,3]benzodioxolo[5,6- o/ CHj
clfenantridina:9HClI,
Formula molecular: C,H;sNO, HaC_
PM: 349,385 g/mol N
Descripcion fisica: Cristales. (EtOH, C¢Hs o
CHCly/MeOH) O
Pf. 169-171 (161-162; 164-165)°C <
Fuente biolégica: Alcaloide altamente distribuido o

en la familia Papaveraceae (A. mexicana).
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Dihidrosanguinarina

Sin6nimo:13,14-Dihidro-13-metil[1,3]benzodioxolo
[5,6-c]-1,3-dioxolo[4,5-i] fenantridina: 9HCI,
5,6-Dihidro-5-metil-2,3:7,8-bis(metilenedioxi)
benzo[c]fenantridina

Formula molecular: C5oH{5NO,

PM: 333,3 g/mol

Descripcion fisica: Cristales (CHCI3/MeOH o
CsHe/EtOH)

Pf: 195-196 (188-189, 191-193)°C

Fuente biolégica Alcaloide altamente distribuido en
Papaveraceae (A. mexicana).

Dihidrosanguinarina

Derivado: 8-Oxo o O/\
Sinénimo: N-Demetiloxisanguinarina 0]
Formula molecular: CgH{{NOs HN
PM: 333,3 g/mol |
Descripcion fisica: Polvo amorfo. 0] NN
Pf: No reportado <
Fuente bioldégica Alcaloide presente en la parte
aérea y en mayor proporcion, en la semilla de A. o
mexicana.

Eriodictiol

OH

Sinénimos: 2-(3,4-dihidroxifenil)-5,7-dihidroxicroman
-4-ona OH
Formula molecular: C;5H,0¢

PM: 288,26 g/mol

Descripcion fisica: Polvo blanco HO o

Pf: 265-270°C(descompone)

Fuente biologica: Flavonoide presente en las

semillas de A. mexicana.

OH O
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Estilopina

Derivado: Forma-(S)

Sinénimos: 6,7,12b,13e-Tetrahidro-4H-bis[1,3]
benzodioxolo[5,6-a:4',5'-g]quinolizina,
Tetrahidrocoptisina

Formula molecular: C1gH{;NO,

PM: 323,115 g/mol

Descripcion fisica: Prismas

Pf: 204°

Fuente biolégica: Alcaloide altamente distribuido
en la familia Papaveraceae (A. mexicana).

(+)-Higenamina

HO
Formula molecular: C;zH{;NO;
PM: 271,311 g/mol N
Descripcion fisica: Polvo amorfo incoloro, Prismas HO >H

(EtOH)

Pf: 255-256 (242-244 descompone)°C

Fuente biolégica: Alcaloide presente en la parte
aérea de la A. mexicana.

OH

Luteolina

Sinénimos: 3'4'5,7-Tetrahidroxiflavona; 5,7,3'.4'-
Tetrahidroxiflavona.

Formula molecular: Ci5H;0¢

PM: 286,26 g/mol

Descripcion fisica: Polvo amarillo cristalino.

Pf. > 320 °C

Fuente biolégica: Flavonoide presente en las
semillas de A. mexicana.
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Norsanguinarina

Derivado: N-de-Me
Sinénimo:[1,3]Benzodioxolo[5,6-c]-1,3-dioxolo [4,5-
ilfenantridina,
2,3;7,8-Bis(metilendioxi)benzo[c]fenantridina,

o\

Formula molecular: C;gH{{NO, NZ~
PM: 317,3 g/mol
Descripcion fisica: Agujas de color amarillo claro N
(Me,CO, CHCI3/MeOH o CHCI5/EtOH)
Pf: 285-287 (278-280 descompone)°C
Fuente bioloégica: Alcaloide presente en la parte
aérea y en mayor proporcién, en la semilla de A.
mexicana.
Quereritrina
Derivado: N-de-Me _CH3
Sinénimos: N-Norqueleritrina, Des-N-etilqueleritrina. CH,
1,2-Dimetoxi[1,3]benzodioxolo[5,6-c] fenantridina:
9HCI, O-Metildecarina, \N+/

Formula molecular: C,;HsNO,

PM: 348,37 g/mol

Descripcion fisica: Agujas (CH2Cl,/hexano o
CHCI3/MeOH)

Pf: 220-221 (211-213; 215-216; 217-221)°C

Fuente bioloégica: Alcaloide de A. mexicana.

O AN
.
O

Pancorina

Sinénimo: 14-Metoxi-[1,3]benzodioxolo[5,6-c]-1,3-
dioxolo[4,5-i]fenantridina:9HCI, 6-Metoxi-2,3;7,8-
bis(metilenedioxi)benzo[c]fenantridina,
8-Metoxinorsanguinarina

Formula molecular: C;,H3NOs5

PM: 347,326 g/mol

Descripcion fisica: Cristales. (CHCI3/EtOH)

Pf: 254-256°C

Fuente biolégica: Alcaloide de A. mexicana.
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Protopina

Sinénimos:4,6,7,14-Tetrahidro-5-metilbis[1,3]
benzodioxolo[4,5-c:5',6'-g]azecin-13(5H)-one: 9HCI.
Fumarian, Coridalis C, Coridinina, Biflorina.
Formula molecular: C,,H1gNOs

PM: 353,36 g/mol

Descripcion fisica: Prismas (EtOH/CHCI;)

Pf: 205-206°C

Fuente bioldgica: Alcaloide altamente distribuido
en la familia Papaveraceae (A. mexicana).

(+)-Reticulina

H3CO
Sinonimo: Coclanolina
Formula molecular: C;gH,3sNO,
PM: 329,39 g/mol HO
Descripcion fisica: Cristales rosas o agujas

p gu)

blancas HO CH,
Pf: 146 (200-202)°C -
Fuente biolégica: Alcaloide presente en la parte
aérea de la A. mexicana.

b

H,CO

Sanguinarina

Sinénimos: Pseudoqueleritrina, W-queleritrina,
13-Metil[1,3]benzodioxolo[5,6-c]-1,3-dioxolo[4,5-i] o/\
fenantridinium (1+):9HCI, 5-Metil-2,3:7,8-

bis(metilendioxi)benzo[c] fenantridinium (1+). H3C_ +2
Formula molecular: C,H4,NO,* N

PM: 332,335 g/mol X |
Descripcion fisica: No reportada

Pf: No reportado <
Fuente biologica: Alcaloide presente en la parte )
aérea, y en mayor proporcion, en la semilla de A.

mexicana.
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Stigma-4-en-3,6-diona

Sinénimo: 24-Etilcolestan-4-ene-3,6-diona HsC CHg
Formula molecular: CogH50- CHj

PM: 426,67 g/mol CHj
Descripcion fisica: Agujas incoloras CHs

H3C
Pf: 137-139 (170-172)°C

Fuente bioldégica: Esterol presente en la parte
aérea de la A. mexicana. o)

B-Sitostelol

Sinénimos: 22:23-dihidrostigmasterol, a-fitosterol;
a-dihidrofucosterol, cupreol

Formula molecular: C,gHs5,0

PM: 414,72 g/mol

Descripcion fisica: Platos (Et-OH)

Pf: 140°C

Fuente bioldgica: Esterol presente en las flores y
tallo de la A. mexicana.
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B. Métodos para la determinacion de alcaloides, flavonoides y glucésidos
cardioténicos

1. Determinacion de alcaloides

Una minima cantidad del compuesto se disuelve en acido clorhidrico, se agita y si
produce un precipitado, se filtra. La soluciéon de acido clorhidrico se ensaya con los
reactivos para alcaloides; Mayer y Dragendorff. Se consideran positivas las pruebas en

las que hay precipitado.

2. Determinacion de flavonoides

a) Reaccion con vapores de amoniaco
Una minima cantidad del compuesto se diluye con etanol. Se impregna una tira de
papel filtro con el compuesto diluido y se deja secar a temperatura ambiente
posteriormente, se somete a la accion de vapores de amoniaco. El desarrollo de una

coloracién amarilla ocre se considera positiva.

b) Reaccion con hidréxido de sodio
Una minima cantidad del compuesto se diluye con etanol, se agregan unas gotas de
hidroxido de sodio diluido. La apariciéon de los colores amarillo o naranja se considera

indicativa de la presencia de flavonoides.

3. Determinacion de glucdsidos cardiotonicos

a) Método Baljet
De 2 o 3 mL del compuesto diluido en etanol, se le adicionan 3 o0 4 gotas de reactivo de
Baljet (solucion A y B), si presenta coloracion anaranjada o roja obscura se considera

positiva.

b) Método Legal
Una minima cantidad del compuesto se disuelven 2 o 3 gotas de piridina, después se
agrega una gota de solucion recientemente hecha de nitroprusiato de sodio al 5 % en
agua y de 1 a 3 gotas de NaOH 2N. Se considera positiva la prueba cuando aparece un

color rojo intenso.
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C. Reactivos para la determinacion de alcaloides y glucdsidos
cardiotonicos

1. Reactivo de Dragendorff

En un matraz erlenmeyer de 125 mL, disolver 8 g de nitrato de bismuto pentahidratado
con 20 mL de acido nitrico. En otro matraz colocar 27,2 g de yoduro de potasio con 50
mL de agua. Mezclar las dos soluciones y dejarlas en reposo durante 24 h. Decantar la
solucion (para separar residuos de cristales de nitrato de potasio) y aforar con agua a
100 mL.

2. Reactivo de Mayer

En un matraz erlenmeyer de 125 mL disolver 1,36 g de cloruro de mercurio con 60 mL
de agua. En otro matraz de la misma capacidad disolver en agua 5 g de yoduro de
potasio. Mezclar las soluciones y aforar a 100 mL con agua destilada. El reactivo solo

se agrega a soluciones previamente aciduladas con acido clorhidrico o acido sulfurico.

3. Reactivo de Baljet

Soluciéon A: 1 g de de acido picrico se afora a 100 mL con etanol.

Solucién B: 10 g de hidroxido de sodio se aforan a 100 mL con agua.
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D. Pruebas para la Identificacion de iones, cationes y radicales

ACETATOS. Al calentar un acetato con acido sulfurico y alcohol al 96 % se desarrolla

acetato de etilo de olor caracteristico.

BENZOATOS. Las soluciones ligeramente concentradas de benzoatos, acidificadas con
solucién de acido sulfurico 2 N, producen un precipitado de acido benzoico facilmente

soluble en éter.

BROMUROS. Las soluciones de bromuros, con solucién de nitrato de plata, producen
un precipitado blanco amarillento, insoluble en acido nitrico y ligeramente soluble en

solucion de hidréxido de amonio 6 N.

CALCIO. A soluciones de sal de calcio (1:20), agregar dos gotas de Sl de rojo de
metilo; neutralizar con solucién de hidréxido de amonio 6 N; agregar solucion de acido
clorhidrico 3 N, gota a gota, hasta que la solucion sea acida al indicador; agregar
solucion de oxalato de amonio. Se forma un precipitado blanco de oxalato de calcio

insoluble en solucidn de acido acético 6 N, soluble en acido clorhidrico.

Las sales de calcio, humedecidas con acido clorhidrico, imparten color rojo amarillento

a la flama no luminosa.

CARBONATOS Y BICARBONATOS. Al tratar una solucién de la muestra, con solucién
de sulfato de magnesio, se forma un precipitado blanco; cuando la muestra contiene

carbonatos y cuando la muestra contiene bicarbonatos, no se forma el precipitado.

Al calentar a ebulliciéon la solucién de bicarbonatos, se forma un precipitado blanco y se

libera didoxido de carbono.

CIANUROS. Las soluciones de cianuros, con solucion de nitrato de plata, producen un
precipitado blanco grumoso, soluble en solucion de amoniaco y lentamente soluble en

acido nitrico caliente.
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CITRATOS. Agregar unos cuantos miligramos de citrato a una mezcla de 15 mL de

piridina y 5 mL de anhidrido acético. Se produce un color rojo carmin.

Las soluciones neutras de citratos, agregar solucién de cloruro de calcio: no se forma
precipitado, sin embargo al calentar a ebullicion la solucion si se produce un precipitado

blanco, soluble en acido acético 6 N.

CLORATOS. Las soluciones de cloratos con solucion de nitrato de plata, no producen
precipitado. Si se agrega acido sulfuroso la mezcla produce un precipitado blanco,

insoluble en acido nitrico, soluble en solucidn de hidroxido de amonio 6 N.

CLORURGOS. Las soluciones de cloruros, con solucién de nitrato de plata, producen un
precipitado blanco grumoso, insoluble en acido nitrico, soluble en ligero exceso de

solucion de hidroxido de amonio 6 N.

FERRICIANUROS. Las soluciones acuosas de ferricianuros con solucion de sulfato
ferroso, dan un precipitado azul, insoluble en acido clorhidrico diluido y el cual se

descompone con solucion de hidréxido de sodio.

FERROCIANUROS. Las soluciones acuosas de ferrocianuros, con solucién de cloruro
férrico, dan un precipitado azul. Con solucién de sulfato de cobre dan un precipitado

rojo, insoluble en acidos diluidos.

FOSFATOS. Las soluciones neutras de ortofosfatos, con solucién de nitrato de plata,
producen un precipitado amarillo, soluble en solucion de acido nitrico 2 N o en solucién

de hidroxido de amonio 6 N.

Con solucion de molibdato de amonio, producen un precipitado amarillo, soluble en

solucién de hidréxido de amonio 6 N.

MAGNESIO. Las soluciones de sales de magnesio en presencia de cloruro de amonio,
no precipitan; con solucién de carbonato de amonio y la subsecuente adicion de
solucion de fosfato de sodio, forman un precipitado blanco cristalino, insoluble en

solucion de hidroxido de amonio 6 N.
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NITRATOS. Mezclar una solucion de nitrato con un volumen igual de acido sulfurico;
enfriar la mezcla y sobreponer una solucioén de sulfato ferroso: se produce un color café

en la zona de contacto de los dos liquidos.

Al calentar un nitrato con acido sulfurico y cobre metalico se desarrollan vapores de

color rojizo.

NITRITOS. Al tratar soluciones de nitritos con acidos minerales diluidos, con solucién de
acido acético 6 N, desarrolla vapores de color café rojizo, la solucién colorea de azul el

papel indicador con yoduro de almidon.

OXALATOS. Las soluciones neutras o alcalinas de oxalatos, con solucién de cloruro de
calcio, producen un precipitado blanco, insoluble en solucion de acido acético 6 N,

soluble en acido clorhidrico.

POTASIO. Los compuestos de potasio imparten un color violeta a la flama no luminosa

que se observa a través de un vidrio de cobalto.

Las soluciones de sales de potasio concentradas o ligeramente concentradas,
dependiendo de la solubilidad del contenido de potasio, con solucion de perclorato de

sodio, producen un precipitado blanco cristalino.

SULFATOS. Las soluciones de sulfatos, con solucién de cloruro de bario, producen un

precipitado blanco, insoluble en acido clorhidrico y en acido nitrico.

SULFITOS. Las soluciones de sulfatos, tratadas con solucién de acido clorhidrico 3 N,

producen diéxido de azufre, reconocido por su olor picante.
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