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| RESUMEN

En el presente trabajo se describe el proyecto que se realizé como parte de los
estudios encaminados a la integracion de monografias tipo OMS de especies vegetales
medicinales utilizadas en México. Los estudios incluyeron un analisis de la informacion
etnobotanica; establecimiento de pruebas de identidad botanica y quimica; asi como de

las pruebas de eficacia y seguridad preliminares.

Como resultado del andlisis de la informacion etnoboténica se integrd una base
de datos importante sobre el uso a través del tiempo de la especie Datura lanosa, que
antes de 1986 era identificada como las especies D. inoxia, D. meteloides, D. wrightii y
D. discolor. Los datos obtenidos en el estudio indicaron que la parte de la planta que
mas se utiliza son las hojas, seguido de las raices, los tallos, las semillas y por Gltimo las
flores. Los frutos como tales no se utilizan. En cuanto al modo de preparacion, las hojas
se emplean bajo la forma de emplasto, infusion, té, cataplasma, cigarros para fumar,
asadas, molidas, maceradas y en locion. Por Gltimo, las afecciones para las cuales se
recomienda la planta son dolores reumaticos, musculares, hinchazén por golpes y
desinflamatorio, asma, heridas y llagas, hemorroides, granos y afecciones de la piel, uso
ritual y/o ceremonial, tos y garganta, problemas digestivos, dolor de oido, parto y
guemaduras.

En lo que respecta a las pruebas de identidad boténica, se describieron por
primera vez las caracteristicas anatdmicas e histoldgicas de la droga cruda. Las
caracteristicas mas relevantes de las hojas son la gran densidad de tricomas no
glandulares uniseriados pluricelulares, la presencia de tricomas glandulares, espacios
intercelulares en parénquima esponjoso y la presencia de estomas mesdgenos

anisociticos.

En cuanto a las pruebas de identidad quimica, la droga cruda (hoja) de D.
lanosa, contiene como alcaloide tropanico mayoritario a la escopolamina y en segundo
lugar la atropina. De manera general, los alcaloides identificados para D. lanosa son
atropina, escopolamina, apoescopolamina y se reportan por primera vez para la
especie, noratropina 3-tigloiloxi-6-propioniloxi-7-hidroxitropano, 3-(2-
hidroxitropoiloxi)-6,7-epoxitropano y cuscohigrina. Con lo anterior se logro el
establecimiento de una técnica analitica de utilidad para el futuro desarrollo y validacion

de un método que permita cuantificar a los componentes mayoritarios presentes en la



especie D. lanosa. De manera adicional se establecieron los perfiles cromatogréaficos
mediante las técnicas de Cromatografia en Capa Fina, Cromatografia liquida de alta

resolucion y cromatografia de gases.

En cuanto a las pruebas de eficacia se comprobd el efecto antinociceptivo del
extracto total de la droga cruda de D. lanosa lo que respalda su uso médico popular para
el tratamiento de dolores musculares, reumaticos y como desinflamatorio. Asi mismo, la
presencia en la hoja de atropina y escopolamina explica el uso de la especie para el

tratamiento del asma, y trastornos digestivos.

Como pruebas de seguridad se establecié la toxicidad aguda en ratones ICR por
el método de Lorke, encontrandose que el valor de la DLs, del extracto total de la droga
cruda se ubica por arriba de 5g/kg. Por lo tanto, de acuerdo a los criterios de Lorke, las

hojas de D. lanosa se consideran no toxicas.

En resumen se logré el establecimiento de pardmetros de identidad boténica y
quimica, eficacia, y seguridad de la especie D. lanosa, los cuales serviran como base y

antecedente para la elaboracion de su monografia tipo OMS.



1 INTRODUCCION

Las plantas medicinales tienen un papel clave en el mantenimiento de la salud de
un gran sector de la poblacion mundial. Se estima a nivel global se utilizan méas de
10,000 especies vegetales con fines medicinales. La mayor parte de estas especies se
utilizan en sistemas medicos alternativos, principalmente en los paises en vias de
desarrollo (Canigueral, 2002). Por tal motivo, la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) continuamente ha propuesto a los gobiernos de esos paises que realicen
programas centrados en la identificacion, preparacién, cultivo y conservacion de las
plantas medicinales mas utilizadas en sus sistemas practicas médicas alternativas. Asi,
en 1978 en la declaracién de Alma-Ata, esta organizacion recomendd que aquellos
medicamentos tradicionales de mayor uso fueran incorporados en los sistemas de salud

pablica. Posteriormente, esa misma organizacion50

elabor6 un documento original con una serie de lineamientos para la
determinacidn de la eficacia, inocuidad y control de calidad de plantas medicinales, en
particular de los procedimientos apropiados para establecer la pureza, composicion e
identidad de las drogas vegetales (OMS, 2000)

En 1999 la OMS edit6 28 monografias de plantas medicinales selectas
elaboradas por un centenar de expertos procedentes de 40 paises. Posteriormente, en los
afios 2001 y 2008 se publicaron dos volumenes adicionales con 30 monografias,
estructuradas bajo el mismo formato que las primeras 28. Estos trabajos han constituido
la base para la elaboracion de monografias similares y para las de tipo farmacopeico en
distintos paises del mundo.

Debido al amplio uso y comercializacion de medicamentos herbolarios en
México, en el mes de febrero de 1998, se publico en el Diario Oficial de la Federacion
el Reglamento de Insumos para la Salud. Dicho Reglamento considera de manera
explicita en sus articulos 66-71, 88-98 y 129-130 las condiciones que para su registro,

autorizacion y venta deben cumplir los medicamentos y remedios herbolarios.

De manera adicional, en el afio 2001, la Secretaria de Salud a través de su
Comision Permanente de la Farmacopea, publico la primera edicion de la "Farmacopea
Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos”, como una respuesta ante la creciente
necesidad de referentes a estos recursos y como una repercusion de la propuesta de la
OMS. Sin embargo, a pesar de la reconocida riqueza herbolaria del pais, las

monografias de especies autdctonas o introducidas, pero de uso médico tradicional en



nuestro pais, resultaron muy limitadas en cantidad y calidad, por el simple hecho de que
no se disponia de la informacion suficiente para integrarlas. De ahi que sea necesario
investigar de manera exhaustiva e interdisciplinaria las plantas de mayor uso en nuestro
pais, con la finalidad de integrar en primera instancia las monografias tipo OMS, de
utilidad para el sector salud, industrial y pablico en general. Ademas estas monografias
pueden contribuir a normar el creciente comercio de drogas vegetales y propiciar el uso
racional de las plantas de mayor uso medicinal en el mundo (Bauer 1999; Gaedcke,
2003).

Con base en estas premisas, el presente trabajo pretende generar datos sobre la
informacion etnobotanica, algunos parametros de calidad asi como de eficacia y
seguridad preclinicas de la especie Datura lanosa A.S. Barclay ex Bye (Solanaceae) con
la meta de integrar una monografia tipo OMS, y con ello contribuir al uso medicinal
racional de esta especie. Por otro lado, muchos de los datos que se generen serviran para
posteriores estudios sistematicos y taxonomicos del género Datura, histéricamente

vinculado a la cultura mexicana.



2 ANTECEDENTES

2.1 Género Datura. Descripcion y distribucion.

La familia Solanaceae cuenta con 2,900 especies distribuidas en 76 géneros
(Zomlefer, 1994). Es cosmopolita y tiene una amplia distribucion en todo el mundo; sin
embargo, la mayoria de las especies se concentra en Centro y Sudamérica (Singh, 2004)
donde muchas de ellas se utilizan con fines rituales, alimenticios y medicinales,
destacando en importancia las representantes de los géneros Datura y Solanum
(Roddick, 1991).

El género Datura consta de aproximadamente 14 especies que usualmente
crecen en areas perturbadas. Su centro de distribucion y dispersion incluye a México y

el sureste de Estados Unidos.

De las 14 especies de Datura, 11 son nativas de México (Jiao et al., 2002). Se
cree que D. metel es de origen asiatico, mientras que D. leichhardtii tiene dos
variedades, una en México y Guatemala; la otra en Australia. El resto de las especies
son americanas. Su centro de distribucién y dispersion incluye México y el suroeste de
Estados Unidos. En Sudamerica generalmente encontramos D. ferox, D. inoxia y D.
metel (Symon & Haegi, 1991).

Jiao y colaboradores (2002) agruparon las 11 especies mexicanas de Datura en
cuatro secciones: Datura, Dutra I, Dutra Il y Ceratocaulis (Tabla 1). Esta division se
realiz6 con base en un andlisis de la variacion de alozimas en cinco poblaciones

diferentes.

Tablal. Secciones de Datura.

Datura D. stramonium, D. quercifolia 'y D. ferox

Dutra | D. metel, D, inoxia, D. wrightii y D. lanosa

Dutra II: D. discolor, D. pruinosa, D. reburra y D. kymatocarpa
Ceratocaulis | D. ceratocaula

Desde el punto de vista anatomico las hojas de Datura son las que han recibido
una mayor atencion, en particular la caracterizacion y descripcion de sus tricomas los
cuales han sido de gran utilidad para el establecimiento de divisiones sistematicas. D.

stramonium, D. tatula, D. inoxia, D. metel, y D. fastuosa presentan dos tipos de



tricomas; el primer tipo es uniseriado, en forma de dedo, y pluricelular con tres a seis
células; su base puede ser unicelular o pluricelular (Seithe, 1991). El segundo tipo es
glandular multicelular; estos tricomas son muy cortos, normalmente con una célula
formando un tallo y una cabeza pluricelular. La cabeza puede consistir de cuatro células
en el mismo plano con una pequefia célula debajo de ellas (glandulas cuadradas);
alternativamente puede estar compuesta de dos o tres niveles de células; cada uno con
dos o més células (glandulas en pisos). Ademas los tricomas glandulares contienen
cristales de diferentes tipos (Timmerman, 1927). Los estomas descritos para D.
arborea, D. inermes y D. stramonium son mesogenos anisociticos y rara vez

mesoperigenos anisociticos (Bessis & Guyot, 1991).

2.2 Generalidades de los alcaloides tropanicos del género Datura

En la naturaleza los alcaloides tropanicos se encuentran distribuidos en diversas
familias botanicas, principalmente en las Solanaceae y Eritroxilaceae y con menor
frecuencia en las Protedceae, Euforbiaceae, Rizoforaceae, Convolvulaceae, Cruciferae y
Moraceae. La presencia dispersa de estos metabolitos en diferentes grupos de plantas
superiores, supone la idea de que pudieran ser un vinculo entre diferentes familias
boténicas.

En la familia Solanaceae los alcaloides tropanicos son especialmente abundantes
en especies de los géneros Datura, Atropa, Scopolia, Mandragora, Brugmansia y
Hyoscyamus (Griffin y Lin, 2000). En general los alcaloides se biosintetizan en las
raices y semillas de donde son translocados a practicamente todos los 6rganos de la
planta.

Los alcaloides tropanicos de Datura son ésteres de &cidos organicos como el
tropico, mandélico, benzoico y cinamico y alcoholes como la tropina, seudotropina,
escopina, y calisteginas, principalmente. Los mas relevantes por sus aplicaciones
terapéuticas son la escopolamina, la apoatropina, la I-hiosciamina y la atropina (Figura
1).
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Figura 1. estructuras de los alcaloides atropina (A), apoatropina (B) y escopolamina (C).




Biosintéticamente el nlcleo tropano (8-azabiciclo [3.2.1] octano) se origina a
partir del aminoacido l-ornitina y de la malonil CoA (Figura 2). Los acidos que mas
comunmente. El alcohol tropanico se generan a partir de la fenilalanina y la tirosina
principalmente. A manera de ejemplo en la figura 2 se ilustra la biosintesis de la
hiosciamina (Dewick 2009).

La atropina es la mezcla racémica (d, I) del enantiomero (I)-hiosciamina el cual
se encuentra de manera natural en las plantas. La atropina se forma durante el proceso
de extraccion por racemizacion de la (I)-hiosciamina (Drager, 2006). La escopolamina
se encontr6 en 1982 en Scopolia atropoides. Posteriormente se identific6 como un
compuesto idéntico a la I-hioscina, que fue separada de la I-hiosciamina en extractos de
Hyoscyamus miticus L. La actividad bioldgica de los isomeros d es de 20 a 30 veces
menor que la de los isomeros I. Las especies de Datura mas utilizadas para la obtencién
de estos alcaloides son D. stramonium y D. metel; aunque también se obtienen de
Atropa belladona, Hyoscyamus niger, H. muticus y varias especies de Duboisia .

Los alcaloides tropanicos de mayor uso terapéutico son antagonistas
competitivos de la acetilcolina por los receptores muscarinicos del sistema nervioso
parasimpético, por lo tanto son productos anticolinérgicos. Este modo de accion es el
responsable de los efectos terapéuticos utiles de los compuestos, incluyendo su
actividad antiespasmadica en el tracto gastrointestinal, la regulacion de secrecion salival
durante las intervenciones quirdrgicas y el efecto midriatico a nivel ocular (De Simone,
2008).

La escopolamina tiene ademas un efecto depresor sobre sistema nervioso central
(SNC) y por lo tanto una actividad sedante para contrarrestar los sintomas de la
cinetosis 0 mal del viajero. De hecho, el efecto sedante provocado por el consumo de
diferentes drogas crudas obtenidas a partir de especies pertenecientes a los generos
Mandragora, Brugmansia, Hyoscyamus, Atropa y Datura (Grifin y Lin, 2000), se
relaciona directamente con el nombre de la familia (Solanaceae) que proviene del latin
solamen que significa “tranquilidad”. La atropina y la escopolamina, asi como
algunos de sus derivados semisintéticos también se utilizan clinicamente para el control
de algunos sintomas de la enfermedad de Parkinson, como broncodilatadores y sedantes

preanestésicos (De Simone, 2008).
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Figura 2.- Biosintesis de alcaloides tropanicos. (Tomado y modificado de Dewick, 2009).



Las investigaciones recientes en torno a productos derivados de la escopolamina
permitieron el descubrimiento de un nuevo compuesto, el titropiumbromido (Spiriva ®
Boehringer Ingelheim). El producto es un derivado sintético que posee un tiempo de
vida media muy prolongado (varios dias) y esté especificamente disefiado para tratar la
enfermedad crénico obstructiva pulmonar.

Otro grupo de alcaloides tropanicos de reciente interés y potencial aplicacion en
la terapéutica son las calisteginas, que actian como inhibidores de las a-glucosidasas y

del virus de inmunodeficiencia humana (VIH) (Dewick, 2009).

2.3 Datura en Mexico

En nuestro pais el género Datura es de gran importancia por razones evolutivas,
ecologicas y culturales. La importancia evolutiva radica en el hecho de que 11 de las 14
especies reconocidas a nivel mundial son nativas de México y que por lo tanto nuestro
pais pudiera ser el centro de origen y dispersién del género (Jiao et al., 2002). Ademas,
desde el punto de vista ecoldgico las especies crecen en ambientes perturbados,
caracteristica de las especies pioneras.

En lo que se refiere a la importancia cultural, las plantas pertenecientes a este
género se reconocen indistitamente con el nombre de toloache * y de acuerdo a fuentes
historicas de gran importancia (Figura 3) su uso medicinal y ritual se remonta a la época
prehispanica. Asi, en el Libro X de los vicios y virtudes, lamina 35v Capitulo Sexto,
pagina 39 del “Codice Florentino” (1580) se menciona que el toloache era una planta de
sobra conocida que se consumia como droga, a veces complementada por hongos
alucinantes. Se menciona también en el libro undécimo de las yervas (sic) medicinales
como Toloa (fo 143, ldmina 31) con los mismos usos. En el capitulo séptimo del
“Libellus Medicinalibus Indorun Herbis” o Libro de las hierbas medicinales de los
indios, también llamado “Cddice De la Cruz-Badiano”, se sefiala el uso de una Datura
contra el dolor de costado para lo cual las hierbas tolohuaxihuitl (toloache) y nexehuac
se muelen en agua y se aplican. También, en el Capitulo Segundo aparece una
ilustracién de una hierba conocida como tlazolpahtli que bien molida y mezclada con
cochizxihuitl y hiel de golondrina, se untaba en la frente para el tratamiento de pérdida o

interrupcion del suefio. El tratamiento se complementaba frotando todo el cuerpo con el

! Segun el Cédice De la Cruz-Badiano, tolohua deriva de tolohuaxihuitl que significa hierba inclinada.
También se relaciona con el verbo t" olo™ a que significa bajar la cabeza. En la nomenclatura nahuatl
toloatzin se traduce como planta venenosa.



jugo exprimido de las hojas de la hierbecita (sic) llamada huihuitzyo cochizxihuitl. Es
posible que Tlazolpahtli que nace junto a los hormigueros, también sea una Datura.

En “Dendrologia Natural y Botanelogia Americana o Tratado de los Arboles y
Hierbas de la América” (1785) escrito por Fray Juan Caballero; en la ilustracion 2B se
hace referencia al Toloache y es identificada como la especie D. stramonium. En los
“Anales de Historia Natural” (1799-1804) Numero 15; Tomo quinto, Don Joseph
Mariano Mocifio da un discurso sobre los recursos que se utilizan en la Nueva Espafa
para curar diversas afecciones. Se menciona entre los narcéticos al Toloache (Datura
stramonium). En este discurso se enfatiza la importancia de contar con los recursos
vegetales medicinales en el territorio mexicano sin la necesidad de esperar que sean
abastecidos desde Espafia. EI Herbario Histdrico de Sessé y Mocifio contiene ejemplares
recolectados por los botanicos Martin de Sessé, Joseé Mariano Mocifio, Juan Castillo y
Jaime Senseve durante la Real Expedicion Botanica a Nueva Espafia llevada a cabo
entre 1787 y 1803. Esta expedicidn fue creada por la corona espafiola para inventariar
los recursos naturales de la Nueva Esparia. Esta coleccion pertenece al herbario del Real
Jardin Boténico y forma parte del Patrimonio Histérico Espafiol. La base de datos
cuenta con 14515 registros correspondientes a 1879 géneros y 7635 especies

pertenecientes a México, Cuba, Peru y Estados Unidos.

k onfra /.lfrnum ./.v/‘:,-‘.,,,

Figura 3. Cddice De la Cruz-Badiano.



En la época actual las diferentes especies de Datura contintan siendo objeto de
estudios antropologicos y etnobotanicos. De tal forma que autores como Helen
O’Gorman (1962) en su libro “Plantas y Flores de México”, pagina 54, menciona varias
especies de Datura para las que reconoce los nombres comunes de floripondio,
floripundio, campanilla blanca, trompeta, trombita, y trompeta de &ngel. Sobre el uso
medicinal menciona que “las hojas cocinadas se aplican en cataplasma sobre las llagas
para calmar el dolor y acelerar la supuracion; en tiempos remotos se aplico alrededor de
los huesos rotos.

Maximino Martinez (1989) en su obra “Las plantas medicinales de México”
sefiala que D. stramonium sirve para atenuar los sufrimientos del parto, con fines
religiosos, contra el asma, y para atenuar dolores reumaticos.

Schultes y Hofmann (1982) en “Plantas de los Dioses” y Bye et al. (1976)
sefialan que D. inoxia tikuwari es quiza la especie mas importante y de mayor uso en
México y sudoeste de Norteamérica. Y que los tarahumara adicionan las raices, semillas
y hojas de esta planta al tesguiino, bebida fermentada preparada a base de maiz, utilizado
con fines ceremoniales para promover o provocar visiones. La bebida la consumen
también los hombres médicos tarahumaras para ayudar a diagnosticar las enfermedades.

Por su parte Aguilar y colaboradores (1998) en el “Herbario de Plantas
Medicinales del IMSS™? citan varias especies del género Datura, entre ellas D. innoxia

Mill. (D. meteloides), D. metel y D. stramonium.

Actualmente en varios estados del pais, las especies de Datura se conocen con
diversos nombres como tapate, nacazul, tlapa, hierba hedionda, chamico, hierba del
diablo (Martinez 1959) florifundio, kieri (Argueta et al, 1994), estramonio, higuera del
infierno, toloache, trompetilla, toloa, toloatzin (Linares et al., 1988) y algunos de estos

nombres se basan en los efectos que tienen sobre sistema nervioso central.

Cabe resaltar que la especie de mas amplia distribucion y mayor uso en México,
es Datura stramonium, la cual se expende en mercados como el de Sonora en el distrito

Federal. Por tal motivo los ensayos biologicos, asi como la identidad quimica y botanica

2 paginas 192, 193. Se reporta su utilizacion contra fiebre, paludismo, abscesos, tumores, verrugas,
calentura, empacho, hinchazén por golpe, dolor reumatico, males frios, hemorroides, asma, dolor de
muelas, desinflamatorio y alucindgeno.



de la especie D. lanosa se compararon con los resultados obtenidos para la especie D.

stramonium.

Datura lanosa

La especie Datura lanosa A.S Barclay ex Bay es hermafrodita, perene, crece
como una hierba. El tallo mide 1.5m o més de altura; es caulescente, con ramificacion
dicotdmica; ampliamente propagada, con las ramas jovenes pubescentes. Toda la planta
luce pardo grisacea. Sus hojas son deciduas, simples, con disposicion alterna, forma
ovada, tienen margen entero o irregularmente sinuado-dentado. Miden 21.5cm de largo
y 18cm de ancho. De la mitad a dos terceras partes es tan larga como ancha. El &pice es
caulinar con la base igual o subigual; el peciolo mide aproximadamente 10cm de
longitud. Tanto en el haz como en el envés presenta numerosos tricomas uniseriados no
glandulares que dan una apariencia pardo grisadcea a toda la lamina foliar, asi como
tricomas glandulares (en menor cantidad que los primeros). Las flores son perfectas,
pentdmeras, con caliz es persistente, circumsesil por encima de la base, formando una
estructura en forma de copa. Los sépalos forman una estructura tubular cilindrica, de 8-
15cm de largo, apice pentadentado, con el exterior lanuloso y el interior glabro; dentado
acuminado, de 1.5-3.0cm de largo, 0.7-1.2cm de ancho en la base. Corola blanca, en
forma de embudo, plegada, dientes de la corola acuminados, 0.6-2.0cm de largo y 0.3-
0.5cm de ancho en la base, cada uno con tres nervios proximales conspicuos, margen de
la corola entre los dientes redondeados o con l6bulos interacuminales dan a la corola la
apariencia de tener diez angulos; el exterior de la corola es glabro a ligeramente
puberulento a lo largo de las venas, interior glabro bajo el punto de agnacion estaminal,
llegando a ser poco pubescente por debajo. Tiene 5 estambres libres, epipétalos,
extendidos de 12-17cm desde la base de la corola y adnados al tubo a la mitad de su
longitud. Las anteras miden de 1.2-1.6cm de largo con tricomas filamentosos a lo largo
de las lineas de dehiscencia. Estigma bilobulado. Estilo de 11.7-17.7cm de largo. Ovario
supero. El peddnculo es lanado, erecto durante la antesis, mas tarde se vuelve algo
elongado y curvo. Nace en la axila de las ramas. Su fruto es una capsula subglobosa de
4-6 cm de largo con dehiscencia irregular. El pericarpo estd cubierto con espinas
afiladas de 5mm de long aprox. La superficie tanto del fruto como de las espinas es de
vellosa a lanada. Pedicelo de 2.0-3.5cm de longitud, curvo. Las semillas son

reniformes, carunculadas, miden aproximadamente 4.0-5.2mm de largo y 3-4mm de



ancho con tres crestas las cuéles forman un tipo de cuerda en la terminacion convexa de
la semilla, con las caras laterales lisas.

Crece en diferentes habitats, en campos abiertos y perturbados como malezas; en
campos cultivados, a las orillas de las carreteras, en pilas de grava y basureros. En
condiciones naturales prefiere los cauces de grava de los rios y arroyos. Nativa del
occidente de la Sierra Madre occidental y de la planicie costera contigua en el noroeste

de México (Figura 4).
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Figura 4. Mapa de distribucién de D. lanosa al norte de México (Bye, et al., 1991).

Se distingue de sus especies parientes D. inoxia y D. wrightii por su
pubescencia lanosa. La especie D. lanosa fue descrita por vez primera por Bye en 1986.

Es una hierba perene que crece en habitats perturbados (Figura 5).



Figura 5. Datura lanosa (Bye, 2008).

La informacion etnobotanica (Bye et al., 1991) reciente menciona que las
preparaciones a base de las raices, hojas y semillas se aplican localmente para curar
afecciones de la piel como granos y Ulceras. También, se utiliza para aliviar dolor en el
cuerpo y el asma.

Desde el punto de vista quimico, los mismos autores aislaron y caracterizaron
los alcaloides tropanicos atropina, apoatropina (Figura 2), escopolamina, meteloidina,
apoescopolamina, y tropina. Sin embargo, a la fecha no se han realizado estudios
conducentes a establecer la eficacia preclinica, las pruebas de calidad de la droga cruda

y mucho menos pruebas toxicologicas sencillas de la droga cruda de esta especie.



3 OBJETIVOS

A pesar de la amplia distribucién del género Datura en nuestro pais, no existe un
documento farmacopeico oficial que contribuya a su uso racional. La especie de estudio
en el presente proyecto es D. lanosa, la cual se distribuye en el norte del pais y se utiliza
para aliviar diversas afecciones, ademas de la importancia ritual que se le atribuye entre
los habitantes de las localidades donde crece, sin embargo tampoco se cuenta con la
informacion cientifica necesaria para generar su monografia tipo OMS. Por lo tanto, los

objetivos del proyecto son los siguientes:

OBJETIVO GENERAL

Generar la informacién cientifica necesaria para la elaboracion de una
monografia tipo OMS de Datura lanosa A.S. Barclay ex Bye, (Solanaceae) utilizada en
la medicina tradicional mexicana por sus supuestas propiedades antisépticas y
analgésicas. El estudio de D. lanosa desde una perspectiva multidisciplinaria permitira
el desarrollo de sus pardmetros de calidad, eficacia y seguridad que contenidos en una

monografia de tipo OMS garantizan el uso racional de la droga cruda.

OBJETIVOS PARTICULARES

-Analizar la informacion etnobotanica de la especie D. lanosa y especies
relacionadas con las que comparte area de distribucion al norte del pais mediante la
consulta de fuentes de informacion primaria y secundaria.

-Evaluar las actividades farmacol6gicas (antibacteriana y analgésica)
relacionadas con los principales usos tradicionales de la droga seleccionada.

-Establecer los parametros de identidad quimicos y anatémicos de utilidad para
el control de calidad de la droga cruda de D. lanosa y compararlos con los obtenidos
para D. stramonium.

-Determinar de manera preliminar la toxicidad aguda de la droga cruda de D.

lanosa y compararla con la de D. stramonium.

4 HIPOTESIS
El uso médico popular de las hojas de D. lanosa para contrarrestar afecciones de

la piel y dolores musculares; sugiere que la especie posee propiedades antisépticas y



analgésicas. Por lo tanto es muy probable que los preparados medicinales a base de la

planta contengan principios activos que le confieran dichas propiedades curativas.



5 PARTE EXPERIMENTAL
5.1 Recoleccion del material vegetal

Para el estudio fitoquimico y las pruebas biologicas de toxicidad, efecto
analgésico y actividad antimicrobiana se utilizo el material vegetal proporcionado por el
Dr. Robert Arthur Bye Boettler, investigador del Instituto de Biologia. EI material fue
recolectado en el estado de Chihuahua en Mayo de 2007 y una muestra de referencia se
depositd en el herbario MEXU con el nimero de registro Bye 35029. Este material fue

identificado y determinado como D. lanosa por el mismo investigador.

Para la caracterizacion anatomica y estructural de la especie, se realizd una
salida de campo al estado de Chihuahua durante los dias 15 al 22 de octubre de 2008.

Los municipios donde se recolect6 el material fueron Urique y Batopilas (Figura 6).

Se recolectaron muestras de material fresco. Se realizaron cortes de raiz,
meristemo del tallo, tallo, hoja, peciolo y fruto. Una parte de este material se fijé en
aldehido glutarico y la otra en una solucién FAA (formol, acido acético y alcohol
etilico). En estos mismos fijadores se colocaron muestras completas del material.
Posteriormente todo el material fijado se procesaria posteriormente en el Laboratorio de
Anatomia y Fisiologia de Plantas de la Facultad de Ciencias, UNAM.

El material vegetal de Datura stramonium se adquirié en el Mercado de la Bola,
en el D.F. en el puesto de Don Antonio en febrero de 2009. Una muestra de este
material fue identificado por la pasante de Biologia Carolina Fuentes Peryafiez en el
herbario FEUM de la Facultad de Ciencias UNAM.

Chihuahua @
Division Municipal Y




Figura 6. Mapa del estado de Chihuahua. En el recuadro aparecen los municipios de Batopilas (008) y
Urique (065) donde se recolectaron las muestras de D. lanosa utilizadas en la descripcion anatomica e
histolégica.

5.2 Revisién de informacién Etnobotanica

5.2.1 Fuentes bibliograficas y comunicaciones personales

Se realizd un estudio retrospectivo y una revision exhaustiva de la informacion
bibliogréafica etnoboténica de las cuatro especies del género Datura que comparten area
de distribucion al norte de México (D. inoxia, D. wrightii, D. discolor y D. lanosa) asi
como de D. stramonium. Se consultaron fuentes de informacion primarias y fuentes de

informacion secundarias.

5.2.2 Revision de ejemplares de herbario
Se realiz6 también un ejercicio de revision de ejemplares de Herbario Nacional
(MEXU) del Instituto de Biologia de la UNAM.

5.3 Caracterizacion anatomica y estructural de Datura lanosa

La metodologia empleada para la establecer la identidad y anatomica de la
especie D. lanosa fue la misma que se aplicd para las muestras de la especie D.

stramonium, adquirida en el mercado de La Bola en el Distrito Federal.

5.3.1 Deshidratacién del material vegetal

Las muestras fijadas en FAA se enjuagaron tres veces con agua corriente (30
minutos cada enjuague). Posteriormente se deshidrataron mediante una serie de cambios
de alcohol etilico durante dos horas para cada una de las diferentes concentraciones

utilizadas (30, 50, 70, 85, 96 y 100%). Posteriormente el material se incluyo en una



mezcla de alcohol absoluto-xilol (1:1) por especio de 30 minutos. Finalmente se

mantuvo en xilol absoluto por 20 minutos (Lopez Curto et al., 2005).
5.3.2 Andlisis microscopico

Las imagenes microscopicas se obtuvieron en el Laboratorio de Microcine de la
Facultad de Ciencias UNAM utilizando un microscopio confocal Olympus Provis.

También se tomaron fotografias con un microscopio estereosocopico Carl Zeiss.

Por otro lado se prepararon muestras de hojas previamente deshidratadas y se
realizaron cortes de 1 cm aproximadamente. Las muestras asi preparadas se expusieron
a un bafio de oro y se analizaron en un microscopio electrénico de barrido (JEOL JSM-
5310LV) en el Laboratorio de Microscopia Electrénica de Barrido de la Facultad de

Ciencias.
5.3.3 Inclusion del material vegetal

Para realizar los cortes histoldgicos, el material vegetal previamente
deshidratado se sometio a un proceso de inclusion; que consistio en colocar las hojas en
una mezcla de xilol-parafina (Paraplast®) en diferentes proporciones (2:1, 1:1y 1:2) por
espacio de 30 minutos en cada caso. Por ultimo el material se incluy6 en parafina pura
por 24 horas y se mantuvo en una estufa a 65°C para permitir que la parafina penetrara

lo mejor posible el tejido vegetal.
5.3.4 Obtencidn de cortes anatdmicos

El material vegetal ya incluido con parafina absoluta se monté en bloques de
1cm x 1cm aproximadamente, sobre madera. A partir de dichos bloques se formé una
piramide alrededor de la muestra. Para proceder a realizar los cortes, los blogques se
colocaron en refrigeracion durante 10 minutos, antes de cortar. Para el corte se utilizd
un microtomo de rotacion American Optical modelo 820 con el cual se establecio el
grosor del corte en 8 um de espesor. Se utilizé un bafio de flotacién con agua a 40°C
con gelatina bovina que sirvié como adhesivo para los cortes. Estos se extendieron en la

superficie del agua y se colocaron sobre un portaobjetos (Lépez Curto et al., 2005).
5.3.5 Tecnicas de tincion
Las técnicas de tincion utilizadas fueron las siguientes:

¢ Cuadruple de Johansen



¢ Schiff

¢ Azul negro de naftol-APS

¢ Doble

¢ Lugol (identificacion de almidon)

Las preparaciones obtenidas se analizaron mediante las técnicas de microscopia
de campo claro con la finalidad de identificar y describir los caracteres anatomicos y
estructurales tanto de D. lanosa como de D. stramonium. Después de 24 horas de
tratamiento con safranina, la muestra se lava con agua corriente y se maneja por un
periodo de 10-15 minutos con una solucion acuosa de metilvioleta al 1% y se lava
nuevamente con agua corriente. Posteriormente se aplica por goteo una mezcla de partes
iguales de alcohol al 96%/metilcelosolve/alcohol terbutilico. Enseguida se aplica Fast
green por cinco minutos y se enjuaga por goteo con una mezcla de partes iguales de
alcohol al 96%/alcohol terbutilico/0.5% de acido acético glacial. A continuacion se
aplica Orange G por espacio de tres minutos y se enjuaga por goteo con una mezcla de
partes iguales de aceite de clavo/metilcelosolve/alcohol al 96%. Finalmente se enjuaga
por goteo mezcla partes iguales de aceite de clavo/alcohol absoluto/xilol y se montan las

laminillas con resina sintétik o balsamo de Canada.

5.4 Estudio Fitoquimico de Datura lanosa

5.4.1 Obtencion de los extractos totales a partir de las diferentes partes vegetales
de D. lanosa

El material vegetal se sec6 a temperatura ambiente, evitando su exposicion a la
luz solar. Se manejaron las partes vegetales por separado (raices, tallos, hojas y frutos
sin semilla). El proceso de fragmentacion se realizd en un molino de cuchillas tipo
Wiley, usando una rejilla de 2 mm.

Para la obtencidn de los extractos integros, se ensayaron dos mezclas diferentes
de disolventes [CH,Cl,-MeOH (1:1) y CHCI3-MeOH-NH,OH (15:5:1)] utilizando un
proceso de maceracion (Figura 7). Los extractos organicos resultantes se filtraron y

concentraron a presion reducida.

Material vegetal (1g)
Raiz, Tallo, Hoja, Fruto




1.- Desecacion a temperatura ambiente
2.- Fragmentacién
3.- Extraccion via maceracion

Mezcla de extraccion A Mezcla de extraccion B
1.- Filtracion
1.- Concentracién in vacuo
2.- Pesado
Extracto integro Residuo vegetal Extracto integro Residuo vegetal
(A) CH,CI,-MeOH (B) CHCL3-MeOH-NH,

Figura 7. Diagrama de obtencion de extractos totales con dos mezclas de extraccion via maceracion.
Con base en los rendimientos totales de los extractos (Tabla 2) y en los

resultados observados en las placas cromatograficas, se decidié trabajar con la mezcla
(B) CHCI3-MeOH-NH,4OH (15:5:1).

Tabla 2. Rendimiento de extractos totales de cada parte vegetal obtenidos mediante dos mezclas de
extraccion.

Mezclas de extraccion Parte vegetal Peso (g) Rendimiento
Extracto total (%)
(A) CH,CI-MeOH Hoja 0.14 14
(L:1) Fruto 0.14 14
Tallo 0.06 6
Raiz 0.13 13
(B) CHCI3-MeOH-NH,OH Hoja 2.29 22.9
(15:5:1) Fruto 0.1 10
Tallo 0.135 13.5
Raiz 0.06 6

5.4.2 Fraccionamiento de los extractos integros para la obtencion del crudo

alcaloideo de las distintas partes vegetales.

Con la finalidad de obtener el crudo alcaloideo de cada parte vegetal, cada uno
de los cuatro extractos totales obtenidos con la B fueron extraidos exhaustivamente
mediante sucesivas particiones acido-base. Este proceso condujo a la obtencién de los
crudos alcaloideos de cada muestra. En la figura 8 se resume de forma general, el

proceso de obtencion de cada crudo alcaloideo.



Extracto organico total

1.- Reconstitucién con CHCI,
2.- Particién con una solucion de HCI 1IN

(3x25mL)
Fase acuosa acida Fase organica
L- Alcalinizacion con 1.- Secado sobre Na,SO, anhidro
NH,OH ( _pH 10) . 2.- Filtracion
2.- Extraccidn via particién 3'_ Concentracion in vacuo
con CHCl; (3 x 25 ml) 4.- Pesado del extracto final
\l/ Fase neutra
Fase acuosa bésica Fase organica
(descartar)

1.- Secado con Na,SO, anhidro
2.- Concentracion in vacuo

3.- Filtracion

4.- Pesado del extracto final

Crudo alcaloideo total

Figura 8. Diagrama de extraccidn selectiva para la obtencién de crudos alcaloideos de las distintas partes
vegetales analizadas.

5.4.3 Analisis cromatograficos
5.4.3.1 Cromatografia en Capa Fina (CCF)

Los analisis por cromatografia en capa fina para se realizaron en placas de
aluminio de distintas dimensiones recubiertas con gel de silice de 0.25 mm de espesor
(60 G254 Merck), ensayando diferentes sistemas de elucion (Tabla 3). Como agentes
cromdgenos se emplearon el reactivo de Dragendorff (lodo bismutato de potasio) o
sulfato cérico amoniacal. De los diferentes sistemas de elucidon ensayados se eligio la



mezcla ternaria de CHCl3-MeOH-NH4OH (9:1:1) segun los resultados observados al

revelar las placas.

Tabla 3. Mezclas de elucién utilizadas para los analisis por CCF para el crudo alcaloideo de
cada parte vegetal.

Mezclas de elucion
CHCI3-MeOH-NH,OH (9:1:1)
MeOH-NH, (98:2)
CHCI3-MeOH (8:10)
CH,CI,-MeOH (6:4) (9:1) ( 8:2)
CHClIs-Acetona-MeOH-NH4OH (73:10:15:2)

5.4.3.2 Analisis por Cromatografia de Gases acoplado a Espectrometria de
Masas en su modalidad ionizacion quimica (CG/EM-1Q) e impacto
electronico (CG/EM-IE)

El analisis por CG/EM-IE del crudo alcaloideo de las cuatro partes vegetales
(raiz, tallo, hoja y fruto) se llevé a cabo utilizando un cromatégrafo de gases acoplado a
un detector selectivo de masas, un inyector split (1/200) y una columna capilar de silice
fundida DB5 (5% difenil 95 % dimetilpolixiloxano) de 15 m de longitud x 0.32 um de
didmetro interno x 0.1 um de grosor de pelicula (SUPELCO). Todas las muestras se
inyectaron solubilizadas en MeOH Se utiliz6 He como gas acarreador a flujo constante
de 20 mL/min. La temperatura de la linea de transferencia fue de 270 °C. El programa

de temperatura utilizado se resume en la tabla 4.

Tabla 4. Programa de temperatura utilizado para el analisis por CG/EM-IE

Temperatura inicial (°C) 100

Tiempo inicial (min) 4

Velocidad de | 10°C/min hasta 300°C manteniendo esta temperatura durante 5
calentamiento min.

Volumen de inyeccion 1l

El analisis por CG/EM-IQ del crudo alcaloideo obtenido de las hojas y los
frutos, se llevd a cabo utilizando un cromatografo de gases acoplado a un detector
selectivo de masas, un inyector splits/splittles y una columna capilar de silice fundida
DB5 (5% difenil 95 % dimetilpolixiloxano) de 25 m de longitud x 0.20um de diametro



interno x 0.33 um de grosor de pelicula (SUPELCO). Todas las muestras se inyectaron
solubilizadas en MeOH Se utiliz6 He como gas acarreador a flujo constante de 20
mL/min y Metano (CH;) como gas de ionizacion. El programa de temperatura se

resume en la tabla 5.

Tabla 5. Programa de temperatura utilizado para el analisis por CG/EM-1Q

Temperatura inicial (°C) 40

Tiempo inicial (min) 1

Velocidad de | 10°C/min hasta 310°C manteniendo esta temperatura durante 5
calentamiento min.

VVolumen de inyeccion 1pl

5.4.3.3 Andlisis por Cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE)

El método analitico seleccionado fue aquel con el que se logré una Optima
separacion de los compuestos mayoritarios. Para la obtencion de los perfiles
cromatograficos por CLAE se utilizé un cromatografo de liquidos de la marca Waters
(Millipore Corp., Waters Chromatography Division Milford, MA, USA), equipado con
una bomba modelo 600 E y un detector de UV/visible (modelo 2487-Dual-Waters). Se
utiliz6 una columna fase reversa Purospher® STAR RP-18 endcapped de 250 mm de
longitud x 4.6 mm de diametro interno x 5 um de grosor de pelicula (Merck®). Todas
las muestras fueron enriquecidas con los estandares de los compuestos mayoritarios
sulfato de atropina (1) e hidrobromuro de escopolamina trihidratada (2) adquiridos por
Sigma-Aldrihch®.

Para confirmar la identidad de los picos mayoritarios, se inyectd un blanco que
consistio en mezcla de dilucion (MeOH/ACN/H,O/NHOH,) (2.5:1:0.5:2) tanto para los

estandares como para los crudos alcaloideos.

Para determinar la fase movil apropiada para el analisis cromatografico, se
ensayaron diferentes mezclas de elusion, incluyendo una solucién amortiguadora de
fosfatos, una de carbonatos y una de trietilamina/acido ortofosforico. Finalmente se
decidié trabajar como fase mdvil la mezcla ternaria MeOH/ACN/ solucion

amortiguadora de &cido ortofosfoérico (pH 6.5) en proporcién 10/10/80.

La longitud de onda (L) utilizada para la deteccion de los alcaloides tropanicos

fue de 210 nm. El control del equipo, la adquisicién de los datos y el procesamiento y



manipulacion de la informacién se realizaron utilizando el programa de software

Empower version 2.0 (Waters). Las condiciones de trabajo se describen en la tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de trabajo por CLAE.

Eluyente MeOH /Acetonitrilo /Buffer (pH 6.5)
Flujo 0.6 ml/min

Voldmen de inyeccion  0.20uL
Deteccidn UV 210 nm

Temperatura Ambiente

5.5 Pruebas bioldgicas

5.5.1 Determinacion del potencial antimicrobiano

En este ensayo se utilizaron las clasicas pruebas de dilucién y difusion en agar
empleando una bateria apropiada de microorganismos, tanto Gram positivos como
negativos (Rojas et al., 1992). Se prepar6 medio de cultivo Mieler Hinton para incubar
a los microorganismos. Se utilizaron 500 pl de in6culo por cada 100 ml de medio. A
cada caja se adicionaron de 10 a 15 ml de este medio. Las cepas utilizadas fueron: S.
aureus, S. typhi, B. subtilis, P. aeruginosa, y E. coli. Se utilizaron discos de papel filtro
impregnados con el extracto de prueba o con las sustancias controles. Como controles
positivos se utilizaron los antibidticos ampicilina y ciprofloxacina. Como control
negativo DMSO0. Se evalud el extracto total de la planta completa excepto semillas. Las
dosis de extracto evaluadas fueron: 100ug/upl, 250 pg/wl, 500 pg/ul, 750 pg/ul y
1000 pg/ul.

5.5.2 Determinacion del potencial antinociceptivo

5.5.2.1 Determinacién del potencial antinociceptivo de los extractos de hoja

mediante el método de estiramiento abdominal

Para la prueba de estiramiento abdominal se utilizaron ratones ICR macho de

20-25 g. Los tratamientos se administraron via oral (p.o). Una vez cumplido el tiempo



de absorcion, se inyecté a los ratones por via intraperitoneal (i.p) una solucion de cido
acético al 0.6 %. Inmediatamente después, los animales se colocaron en una caja de
plastico transparente y se observaron las contracciones acumuladas en un lapso de 5 min
durante 30 min. En este caso, la nocicepcion se manifestd por estiramientos
abdominales (en algunas ocasiones se pueden observar contracciones); por lo tanto, se
registré el numero de los estiramientos de las patas traseras y flexion del cuerpo hacia
atras. El efecto antinociceptivo se determind con base en la disminucion del namero de
estiramientos de los animales tratados con relacion al control (tween al 2% en solucién

salina via p.o.). Se utiliz6 dipirona como control positivo a la dosis de 100 mg/kg.

5.5.2.2 Determinacion del potencial antinociceptivo de los extractos

mediante el ensayo de placa caliente en ratones

Se utilizaron ratones de la cepa ICR con un peso entre 25y 30 g. Los animales
se mantuvieron bajo condiciones de bioterio. Antes de los ensayos, los animales se
dividieron en grupos de ocho y se mantuvieron en ayuno por 24 horas con libre acceso

al agua (ad libitum).

Se evaluo el efecto del extracto total de la hoja asi como la fase neutra y crudo
alcaloideo. Las dosis ensayadas fueron las siguientes: 31.6 mg/kg, 100 mg/kg y 316
mg/kg. La administracién de los extractos y control negativo se realiz6 por via oral 30
minutos antes de colocarlos sobre la placa. Como control negativo se empled una
solucion salina isotonica (SSI) (p.o.) y como control positivo morfina a la dosis de 1.5

mg/Kg administrada por via intraperitoneal (i.p.).

Debido a la naturaleza del experimento fue necesario someter a los ratones a
proceso de adaptacion previo al experimento. Para ello, el conjunto animal-cilindro se
colocd sobre la placa de calentamiento (apagada) durante 20 minutos o hasta que el
raton no presentd un comportamiento de exploracion del medio. Este proceso se realizd

el dia previo al experimento y momentos antes de iniciarlo.

Los ratones se introdujeron en un cilindro de plastico transparente colocado
sobre una placa caliente a la temperatura de 55.5 + 0.2 °C. Inmediatamente se determino

el periodo de latencia al estimulo nociceptivo (en segundos), es decir, el tiempo



transcurrido entre la aplicacion del estimulo y la primera respuesta de los animales
(lamida, levantamiento de las patas traseras o salto fuera del cilindro). Esta respuesta se

midid durante 30 minutos 5 veces.

5.5.3 Evaluacion de Toxicidad
5.5.3.1 Bioensayo con Artemia salina

Se evaluo la toxicidad del extracto total de la planta completa asi como del
extracto total de la hoja, fase neutra y crudo alcaloideo por el método de Wah (1993)

utilizando al crustaceo Artemia salina.

Las concentraciones evaluadas tanto para la planta completa como para los
diferentes extractos de las hojas (extracto total, fase neutra y crudo alcaloideo) fueron 10

pg/mL, 100 ug/mL y 1000 pg/mL. Se calculé la CLsp para cada extracto.

5.5.3.2 Determinacion de la toxicidad aguda en ratones ICR por el método

de Lorke (1983)

La toxicidad de un extracto integro de D. lanosa administrado por via oral (p.o)
se determind de acuerdo al método descrito por Lorke (1983). Se utilizaron ratones de la
cepa ICR con un peso de 25-30 g. Se utilizo el extracto total de la hoja y en una primera
etapa se evaluaron las dosis 10 mg/kg, 100 mg/kg, y 1000 mg/kg; en una segunda etapa
se evaluaron las dosis 1600 mg/kg, 2900 mg/kg, 5000 mg/kg. La administracion fue

oral y los ratones fueron monitoreados durante 15 dias, después fueron sacrificados.



6 RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Revision de la informacion etnobotanica y de ejemplares de herbario

Un aspecto de gran importancia para los estudios referentes a plantas
medicinales es la revision exhaustiva de fuentes de informacion etnobotanica. En este
trabajo se realizd un estudio retrospectivo tomando en cuenta que la especie D. lanosa
fue descrita por Bye en 1986. Con el objetivo de ubicarla en tiempo y espacio se
tomaron enguanta las publicaciones respaldadas con ejemplar de herbario y se realiz6
un estudio y un rastreo retrospectivo, para recopilar la informacion sobre la historia de
uso de la especie. Hasta antes de esta fecha, de acuerdo a ejemplares de herbario, la
especie se reconocia bajo los nombres de D. inoxia, D. wrightii, D. meteloides y/o D.
discolor.

La revision se llevd a cabo consultando fuentes de informacion primarias y
secundarias. Las fuentes primarias son aquellas que cuentan con ejemplar de herbario;
por lo tanto, presentan datos referentes al nombre cientifico, nombre comin, zona de
colecta y usos reportados para la especie. Las fuentes secundarias no son menos
importantes, ya que nos brindan datos sobre qué y cuanto conoce la poblacion acerca de
las plantas, como las nombran, que caracteristicas reconocen en ellas, como y para qué
las utilizan, el modo de preparacién, la dosis y via de administracion etc; es decir, todo
el conocimiento empirico acerca de las plantas de mayor uso.

En cuanto a la revision de los ejemplares de herbario, ésta se llevé a cabo con la
finalidad de identificar con precision los correspondientes a la especie D. lanosa y asi
diferenciarlos claramente de aquellos pertenecientes a las especies D. innoxia, D.
ceratocaula, D. metel.

Con estos datos y fuentes histdricas de gran importancia se realizé una linea del
tiempo que se ilustra en la figura 8. Esta permite sustentar la importancia, uso histérico
y la distribucion espacial y temporal en nuestro pais de la especie. Asi mismo se puede
corroborar que la planta se utiliza de modo similar a las cuatro especies del género con
las que comparte area de distribucion en el norte del pais (Figura 9). Por lo tanto resulta

I6gico que sean nombradas comunmente y utilizadas para los mismos fines.
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Figura 9. Linea del tiempo. Ubicacion temporal de los diferentes autores que han citado a la especie D.

lanosa bajo los nombres de D. inoxia, D. wrightii, D. meteloides y D. discolor.



Con base en la informacion recopilada se hizo un analisis sobre:
¢ las partes de la planta que mas se utilizan
¢ el modo de uso y/o preparacion

¢ enfermedad o afeccion para la cual se utilizan

Los resultados obtenidos de este estudio fueron los siguientes: La parte de la
planta que mas se utiliza son las hojas (48%), seguido de las raices (26%), tallos y
semillas (10% cada uno) y por ultimo las flores (6%). Los frutos como tales no se
utilizan.

En cuanto al modo de preparacion, las hojas se emplean bajo la forma de
emplasto (25%), infusion (21%), té (13%), cataplasma (13%), cigarros para fumar (8%),
asadas (8%), molidas, maceradas (4%) y en locion (4%).

Las afecciones para las cuéles se recomienda la planta son: dolores reumaticos,
musculares, hinchazon por golpes y desinflamatorio (26%), asma (13%), heridas y
Ilagas (11%), hemorroides (11%), granos y afecciones de la piel (10%) uso ritual y/o
ceremonial (10%) tos y garganta (8%), problemas digestivos (3%), dolor de oido (3%),
parto (3%) y quemaduras (2%). En la figura 10 se ilustra graficamente la informacién
recién descrita.

Partes vegetales utilizadas
Modo de uso y/o preparacion
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Figura 10. Partes vegetales mas utilizadas con fines medicinales. Modo de preparacion y afecciones para
las que més se emplea el toloache.



Las diferentes especies de Datura distribuidas en nuestro pais, han sido
utilizadas de manera similar. En este sentido la parte vegetal mas utilizada suele ser la
hoja, bajo la forma de emplasto para uso tdpico y asi aliviar o contrarrestar dolores
reumaticos, dolores musculares y como desinflamatorio. Estos resultados se utilizaron
para determinar las actividades fisioldgicas a evaluar en el laboratorio y con base en ello

decidir que ensayos bioldgicos serian de utilidad para dichas evaluaciones.

6.2 Caracterizacion anatomica y estructural de Datura lanosa

Debido a la naturaleza diversa de las drogas vegetales, en fresco y en seco,
enteras 0 en polvo y su composicion quimica tan compleja; surge la necesidad de
recurrir a diversos métodos y técnicas que permitan el reconocimiento, la valoracion y
la comprobacion de productos originales, adulterados y/o falsificados con la finalidad de
llevar a cabo un estricto control de calidad de los productos vegetales medicinales. Es
en este sentido que los ensayos morfoldgicos, histoldgicos, micrograficos e
histoquimicos entre otros, nos permiten caracterizar biologica y botanicamente, las
drogas crudas objeto de estudio (San Martin, 1977).

El analisis de las drogas crudas en polvo es mas que obligatorio cuando se
pretende integrar una monografia tipo OMS, ya que es en esta forma (polvo) en la que
se presentan mas frecuentemente las falsificaciones y adulteraciones.

En cuanto a estudios histolégicos se refiere, Timmerman en 1927 realizo6 la
descripcion de las especies D. stramonium, D. innoxia, D. tatula, D. metel, y D.
fastuosa con la tecnologia existente hasta ese momento. En el presente estudio
mediante técnicas histoquimicas y de Microscopia Electronica de Barrido (MEB)
contemporaneas se describen las principales caracteristicas de D. lanosa y D.
stramonium con el objetivo de integrar la informacidén necesaria para el control de
calidad de la droga cruda de ambas especies y su posterior inclusion en una monografia
tipo OMS.

Con esta finalidad, se realizé el anélisis y la comparacion de D. lanosa contra
muestras de mercado pertenecientes a D. stramonium; por ser ésta Ultima la de maés
amplia distribucion en México y la que se expende en mercados del Distrito Federal.
Para la caracterizacion anatomica y estructural se emplearon las hojas, debido a que es
la parte mas utilizada en la medicina tradicional y que por lo tanto representa la droga

cruda.



6.2.1 Descripcion anatémica e histoldgica de las hojas Datura stramonium

La hoja de D. stramonium tiene forma ovada, es peciolada y desigual en la base.
El margen es dentado con cuatro o cinco largos dientes agudos con bordes sinuosos a
cada lado de la ldmina. Los bordes a veces se subdividen en otros en dientes méas
pequefios. El &pice es acuminado. EIl haz es verde obscuro y el envés es verde mas
claro. La nervadura principal es mas prominente en el envés. Las siete u ocho venas
principales se ramifican en un angulo de 30° a partir de la vena central y se dirigen
hacia los dientes del margen. La superficie del haz parece muy suave a simple vista,
pero la superficie del envés, especialmente a lo largo de las venas, es ligeramente
pubescente. Los peciolos y tallos son suaves pero pueden presentar uno 0 mas surcos
longitudinales muy profundos. Varian en color de verde claro a verde obscuro con un

tono morado (Figura 11).

Datura stramonium

Figura 11. llustracién de D. stramonium

HOJA

Haz; epidermis superior: Desde una vista superficial la epidermis superior
estd compuesta de células que van de 40pum-70um de longitud y 20um-40um de
ancho. Tienen paredes ligeramente onduladas. La superficie es suave excepto las células

que cubren las venas. Estas células son ademas muy alargadas (Figura 12).



Figura 12. Microfotografias de MEB. A Forma irregular de las células epidérmicas (1000 X). B Detalle
de las células de una vena (500 X).

Una seccion transversal de la lamina mide aproximadamente 180um-230um de
ancho. En este tipo de corte se observa que la epidermis superior es uniestratificada.
Las células del haz son més grandes que las del envés, varian de 15um-70um de
longitud y miden 20um de ancho y son isodiamétricas. La organizacion de los tejidos es
dorsiventral, anfiestomatica. Hay una cuticula de 2um de grosor en la pared externa y
sus paredes son delgadas.

Mesofilo: Vistas desde la superficie las células en empalizada son circulares en
el margen. Miden de 10-30um de diametro. El parénquima en empalizada es
compacto y uniestratificado con grandes células (70um de longitud y casi 15um de
ancho) y de pared recta. Aquellas que se ubican inmediatamente debajo de un estoma, a
veces son mas cortas debido a la presencia de espacios intercelulares (cdmaras
subestomaticas) entre el estoma y el resto de las células. EI nimero de dichos espacios
es menor en comparacion con D. lanosa (Figura 13).



Figura 13. Corte histolégico de hoja de D. stramonium. Tincién cuadruple (CJ).

El resto del mesofilo (parénquima esponjoso) estd formado por alrededor de
cuatro filas de células elipticas o circulares ramificadas, empaquetadas y con algunos
espacios aéreos. En cuanto al sistema vascular se observan vasos con ornamentacion
helicoidal. Rodeando a estos vasos individuales o en conjunto de dos o tres se observan
células grandes que forman una especie de corona. Muchas de estas células contienen
drusas de 15um -20um de didmetro que se pueden ubicar dentro o abarcando
completamente el espacio celular. También se pueden encontrar cristales arenosos
prismaticos de 15um-20um o grupos de microcristales identificados solo por

polarizacion (Figura 14).
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Figura 14. Detalle de los cristales en hoja de D. stramonium. Tincién cuadruple (CJ).

La lamina superior del mesofilo esponjoso consiste en celulas mas o menos
rectangulares que regularmente miden 35um. Las células de la epidermis inferior son
del mismo tamario que las de la superficie superior pero las paredes son mas sinuosas.
En vista superficial las células de la epidermis inferior son similares en cuanto a forma
a las de la epidermis superior, pero las paredes son mas sinuosas y los estomas son mas

numerosos.



Estomas: Los estomas son elipticos. Cada célula guarda o célula oclusiva mide
aproximadamente 8um en su parte mas ancha y 30um de longitud. Cuando las células
guarda del estoma se cortan transversalmente se observa un margen circular de 8um de
didmetro con un pico distintivo que resultado de la fuerte proyeccion de la cuticula
sobre el poro.

Los estomas estan rodeados por tres células epidérmicas subsidiarias, una de las
cuéles es més pequefia que las otras. Este tipo de estomas se conoce como mesdgenos
anisociticos y son caracteristicos en la familia Solanaceae (Bessis & Guyot, 1991).
Ademas son muy similares a los de D. metel con una o ambas células guarda parcial o
completamente colapsadas pero, aun con un poro distintivo. La cantidad varia de 60 a
140 por mm? en el haz y de 140-250 por mm? (de 2 a 3 veces méas) en el envés (Figura
15).
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Figura 15. Estomas en hoja de D. stramonium. Tincién cuadruple (CJ).

Tricomas. En ambas superficies epidérmicas (haz y envés) se encuentran
tricomas glandulares tipicos y no glandulares pluricelulares uniseriados (o protectores)
que parten de una o mas células epidérmicas. Estos tricomas se encuentran en ambos
lados pero no son muy numerosos.

En lo que respecta a los tricomas glandulares la mayoria se encuentra a lo largo
de la vena media. Estan formados por siete células (tres en tallo, tres o cuatro en la base
y cuatro en la cabeza). El tallo mide aproximadamente 14um de longitud por 12um de
ancho. La cabeza glandular vista desde arriba tiene una apariencia circular de 40um
didmetro por 45um de alto y 40um de ancho. La cabeza contiene una sustancia
amarillenta de naturaleza granular. En la base de esta cabeza hay células poliédricas

también con un contenido amarillento. Con la tincion cuadruple (CJ) se tifie rojo



brillante, y de negro con el azul negro de naftol indicando su naturaleza proteica (Figura
16).

Los tricomas no glandulares, uniseriados o protectores son los mas numerosos
y se originan de una célula epidérmica. Cabe mencionar que Timmerman (1927) en su
trabajo sobre las especies D. stramonium, D. innoxia, D. tatula, D. metel, y D. fastuosa
no destaca esta caracteristica. Estos tricomas no glandulares son conicos, uniseriados y
no ramificados y consisten de una a cuatro células, casi siempre tres. Su cuticula esta
cubierta por numerosas proyecciones granulares desiguales las cuales llegan a ser méas
pequefias y menos numerosas a lo largo del apéndice del tricoma. Se pueden encontrar

pequerios cristales en algunas células (Figura 16).

Figura 16. Microfotografia de tricomas glandulares en hoja de D. stramonium. Tincion cuédruple (CJ) y
azul negro de naftol.

Haz vascular Seccion transversal de la lamina media: En cuanto a la
venacion, tanto primaria como secundaria, se observan vasos con ornamentacion
helicoidal y estos siempre aparecen rodeados por una envoltura de células desprovistas
de cristales. Los haces vasculares tienen una organizacion colateral, los miembros del
xilema presentan ornamentacion anular. En la vena media observamos una cresta
longitudinal por encima de la lamina media en la epidermis superior de la hoja. La
lamina media se proyecta fuertemente en la superficie inferior de la hoja. Estas
caracteristicas llegan a ser evidentes en la seccion transversal como una prominencia
triangular con un apice redondeado por encima de la vena media cuyo grosor es similar
al del final de la lamina. En la superficie inferior se observa una proyeccién redonda
cuyo limite describe un arco extendido sobre las tres cuartas partes de un circulo con
un diametro de alrededor de cinco veces mas grande que el grueso de la lamina (Figura
17).



La epidermis de ambas superficies consiste en una sola capa de células casi
rectangulares con paredes laterales ligeramente mas gruesas y cuticula externa. Tanto en
haz como en envés se aprecian numerosas bases de tricomas creciendo de las células
epidérmicas.

Inmediatamente debajo de la epidermis del enves hay dos o tres filas de
colénquima y en el limite con los idioblastos (con cristales en su interior) se observan
otras tres filas de colénquima. Los espacios intercelulares en esta zona son muy
pequefios. Por debajo de la epidermis del haz el parénquima sin color de la vena media
consiste de seis a ocho filas de células isodiamétricas con pared delgada. Algunas de
estas células estan llenas con cristales arenosos de oxalato de calcio otros contienen uno
0 mas cristales prismaticos.

Las bandas de xilema estan organizadas en un arco y opuestas a cada una de
ellas en el lado inferior hay una banda de floema. Por encima del arco de xilema hay
una cantidad de parénquima en el cual estd embebido un nimero de pequefias islas de

floema formando un arco paralelo con el xilema.

Figura 17. Microfotografia de la vena media en hoja de D. stramonium. Tincién cuédruple (CJ) y azul

negro de naftol.

6.2.2 Caracterizacion anatomicay estructural de Datura lanosa
En el presente trabajo se describe por vez primera la anatomia e histologia de la
hoja de D. lanosa, lo cual resulta de gran importancia para establecer los parametros de
identidad botanica de la especie.

HOJA
Las hojas de D. lanosa son simples, con forma ovada, tienen margen entero o

irregularmente sinuado-dentado (Figura 18) miden 21.5cm de largo y 18cm de ancho.



Haz; epidermis superior: Las células epidérmicas del haz oscilan entre 30 y 36um de
longitud y entre 20 y 22um de altura. Son circulares al corte, isodiamétricas o
irregulares en vista superficial. Las células epidérmicas del envés son alargadas (casi
rectangulares) y miden 18um de largo por 15um de ancho con borde irregular, mas

pequefias que las del haz.

Figura 18. Hojas en fresco de D. lanosa (Morales, 2008).

Meséfilo. Debajo de la epidermis del haz se encuentra una hilera de células
cilindricas en empalizada de pared gruesa que miden aproximadamente 120um de
longitud y 14um de ancho aproximadamente. En los sitios que corresponden a los
estomas se encuentra una pequefia camara subepidérmica que separa a las células del
parénquima en empalizada (Figura 19).

Las células de la ldmina superior del parénquima esponjoso son células esféricas
o irregulares de 22um de ancho. Algunas células vecinas al haz vascular son de mayor
tamafio, miden 25um de didmetro y pueden acompafiar a uno o dos vasos, formando
una estructura similar a una vaina. Las venas se observan en intervalos en corte
transversal. En corte paradermal, en algunas células que acompafian a las venas, se
observan agregados cristalinos de oxalato de calcio refringentes en contraste de fases. El
mesofilo restante se compone de alrededor de cuatro hileras de células circulares o
irregulares, frecuentemente con espacios intercelulares que corresponden a las cadmaras
subestomaticas. Cabe destacar que la cantidad de estas camaras es sensiblemente mayor
que en D. stramonium

Estomas. Los estomas se ubican a nivel de las células epidérmicas en ambas

caras, adaxial y abaxial (Figura 19). Al igual que en D. stramonium son mesdgenos



anisociticos. Miden 20um de diametro aproximadamente y son mas numerosos que en

D. stramonium.
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Figura 19. Microfotografias de ldmina foliar de D. lanosa. A y B detalle de los espacios intercelulares en
parénquima esponjoso y su estoma correspondiente. C) Imagen de MEB (X 1500). Detalle de un estoma
anomocitico meségeno.

Tricomas. Al igual que en D. stramonium los tricomas se localizan en ambas
caras y son de dos tipos: glandulares y no glandulares pluricelulares uniseriados (o
protectores). En los tricomas glandulares la cabeza esta formada por cuatro células en
el mismo nivel; miden 33um de ancho por 31um de alto aproximadamente. La base de
la cabeza glandular consiste en dos células en el mismo plano, localizadas sobre un tallo
uniseriado que mide 15um X 12um formado por dos células que surge de una célula
epidérmica. Estos tricomas glandulares presentan un contenido que se tifie de verde con
la tincion cuédruple (CJ) y que por lo tanto pudiera ser de naturaleza polisacarida
(Figura 20).

Los tricomas uniseriados pluricelulares (o protectores) son los méas abundantes y
provienen de una célula epidérmica. Son conicos y estan formados de tres a cuatro
células, casi siempre tres. Regularmente miden 275um de largo pero pueden llegar a
medir 550um . El didmetro de la base es de 35-60-90um. Tienen paredes delgadas,
aunque las basales usualmente muestran paredes mas gruesas que las células terminales.

Su cuticula presenta una ornamentacion vesicular. Aparentemente no presentan



contenido citoplasmico. Los tricomas son mas numerosos en el envés que en el haz. Es

esta abundancia la que da la apariencia lanosa a las partes aéreas de la planta a nivel

macroscopico. De ahi el nombre de la planta (Figura 20).

Figura 20. Imagenes de MEB. A Tricomas glancdulares (1000 X). B (150 X) y C Tricomas no
glandulares uniseriados pluricelulalres (25 X). D Microfotografia con tricoma glandular y tricoma no
glandular uniseriado.

La descripcion del haz vascular se ajusta a la descripcién de D. stramonium
(Timmerman, 1927). Los vasos de las venas primarias y secundarias presentan

ornamentacion helicoidal.



Tabla 7. Caracteres anatdmicos e histologicos de la especie D. lanosa en comparaciéon con D.
stramonium.

Caracteristica anatomico y/o D. stramonium D. lanosa

histoldgico

Forma de la hoja Ovada con base redondeada Ovada con base redondeada
Margen de la hoja Dentado con bordes sinuosos. Entero o irregularmente

Cada borde a su vez se sinuado-dentado
subdivide en dientes mas

pequefios
Tricomas no glandulares Poca  densidad. Mayor Gran densidad en toda la
uniseriados pluricelulares (MEB) cantidad en vena primaria y l&mina. M&s evidentes sobre
venacion secundaria vena primaria y venacion
secundaria
Tricomas glandulares Tipicos de solanéceas Tipicos de solanaceas
Células de haz Pequefias, de forma  34um X 22um. Circulares al
isodiamétrica corte e isodiamétricas en
vista superficial
Células del envés Mas pequefias que las del haz  Alargadas (casi rectangulares)
de forma irregular 18um X  15um. Borde
irregular, mas pequefias que
las del haz.
Parénquima esponjoso Pocos espacios intercelulares. Espacios intercelulares con

Menos que en D. lanosa. camaras subestomaticas en
Algunas contienen drusas* de mayor ndmero que en D.

oxalato de calcio stramonium. Algunas
contienen drusas de
composicién desconocida

pero muy probablemente
corresponde a oxalato de

calcio
Células adyacentes al haz vascular De mayor tamafio. Algunas De mayor tamafio, casi 25um
con drusas en su interior de diametro, sin contenido
aparente. Similares a una

vaina’

Estos resultados nos permiten caracterizar botanicamente a la especie y reforzar
su identidad como integrante del género Datura. Al tener bien definidas dichas
caracteristicas es posible diferenciarla claramente a nivel anatémico e histoldgico, de las
especies D. innoxia, D. wrightii y D. discolor, con las que comparte area de distribucion
en el norte del pais.

Tambien es posible reconocerla y diferenciarla de D. stramonium (Tabla 7) la
cual se encuentra mas ampliamente distribuida y es la que mas se expende en los

mercados del D.F. con fines medicinales (Figuras 21y 22).

! Agregados cristalinos en forma de estrella. A esta formacion se le conoce como drusa. Su presencia es
comun en hojas de plantas del género Datura.

2 La presencia de estas células de mayor tamafio alrededor del haz vascular, pudiera sugerir la ocurrencia
de fotosintesis de tipo Cs. Este dato no se comprobo, sin embargo el presente estudio puede servir como
antecedente para profundizar en el aspecto fisiologico vegetal del la especie, en estudios posteriores.



Figura 21. Detalle de la hoja de D. lanosa. A) Haz, en fresco. B) Envés, en fresco. C) Droga cruda.

D. lanosa D. stramonium

Espacios
intercelulares

Densidad de
tricomas

Figura 22. Comparacidn entre D. lanosa y D. stramonium. Detalle de espacios intercelulares y nimero de
tricomas en el haz.

6.3 Establecimiento de perfiles cromatograficos
Con la finalidad de establecer las pruebas de identidad quimica, se establecieron
los perfiles cromatograficos del crudo alcaloideo obtenido a partir de cada una de las
cuatro partes vegetales de D. lanosa analizadas (raiz, tallo, hoja y fruto), para ello se
utilizaron las técnicas cromatograficas CCF, CG (EM-IE, EM-1Q) y CLAE.

6.3.1 Cromatografia en Capa Fina (CCF)
A pesar de los avances tecnoldgicos de hoy en dia, la CCF continta siendo una
manera eficiente y comdn para establecer perfiles cromatograficos de numerosos



productos obtenidos de diversas fuentes, en este caso de drogas crudas. De tal modo,
que en muchas farmacopeas oficiales y textos no oficiales se presentan los
cromatogramas logrados por medio de esta técnica, que entre otras ventajas, es de bajo
costo, de facil aplicacion y ofrece resultados en muy corto tiempo. Ademas, es una
herramienta con la que se obtienen datos preliminares en cuanto a la composicion de los
extractos analizados y en base a estos resulta mas facil establecer las condiciones para
trabajar con técnicas cromatograficas mas sofisticadas y de mayor costo.

En nuestro estudio, mediante un analisis por CCF y el uso de estandares
adquiridos comercialmente se corroboré la presencia de los alcaloides tropanicos
atropina y escopolamina, como los componentes mayoritarios de los cuatro crudos
alcaloideos analizados, al revelar la placa con reactivo de Dragendorff. A manera de
ejemplo en la figura 23 se ilustran los cromatogramas del crudo alcaloideo
correspondiente a la droga cruda (hoja) de D. lanosa.

HOJA

Esco Atro Hoja

Figura 23. Cromatograma en Capa Fina del crudo alcaloideo de hoja de D. lanosa, (Gel de Silice;
CHCI3-MeOH-NH4OH (9:1:1); Agente revelador: Dragendorff)

6.3.2 Establecimiento de perfiles cromatograficos por Cromatografia de
Gases acoplado a Espectrometria de Masas en su modalidad Impacto
Electrénico (CG/EM-IE) e lonizacion Quimica (CG/EM-IQ)

La cromatografia de gases es una técnica que permite la separacion de
compuestos térmicamente estables y volatiles. Para el caso de los alcaloides tropanicos,
ésta técnica ha sido ampliamente utilizada segin. De hecho la atropina, fue el primer
alcaloide identificado con esta técnica (Dragér, 2002).

En nuestro estudio se utilizé la técnica de cromatografia de gases acoplada a

espectrometria de masas, permitiendo la separacion y caracterizacion de los alcaloides



presentes en los crudos alcaloideos. Los espectros de masas de los alcaloides se
obtuvieron en las modalidades de impacto electrénico e ionizacion quimica. Esta ultima
se utilizo en cuando no fue posible identificar los iones moleculares por la por la técnica

de impacto electrénico.

Los espectros de masas obtenidos por la técnica de impacto electrénico se
compararon con distintas bases de datos asi como con la informacién descrita en la
literatura (Blossey et al,. 1963; Paphassarang, et al,. 1985; Plank & Wagner, 1985;
Friedman & Levin, 1989; Fliniaux et al,. 1991; Mandal et al,. 1991; lonkova et al,.
1994; Berkov, 2003; Berkov & Sayed, 2003; Kursinski et al,. 2005; Doncheva et al.,.
2006; Mroczek et al,. 2006). Con estas herramientas se identificaron los fragmentos

caracteristicos de los alcaloides tropanicos.

Los perfiles cromatograficos obtenidos por CG/EM para cada parte vegetal se
presentan a continuacion. El andlisis de cada uno de estos cromatogramas se resume en

las tablas 8-11. Los cromatogramas correspondientes se ilustran en las figuras 24-29.
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Figura 24. Cromatograma (CG/EM-IE) del crudo alcaloideo de raiz de D. lanosa analizado con una
columna DB5. La muestra se solubilizo en MeOH. Se utilizé He como gas acarreador a flujo constante de
20 mL/min.



Tabla 8. Alcaloides mayoritarios del crudo alcaloideo de la raiz de D. lanosa de acuerdo al analisis por

Compuesto % (TIC) M+ (%) Tiempo de Fragmentos de masas ( m/z)
retencion
1) A.- Hiosciamina (Atropina) 97.3 289 14.19 124 (100) 271 (0.5) 140 (8) 124 (100) 94 (18) 82 (20)
2)  3-Tigloiloxi-6-propioniloxi-7- | 75.7 311,312 12.92 94 (100) 296 (3) 212(18) 129 (7) 94 (100) 83 (15)
hidroxitropano
(Berkov, 2002)
3) B.- Escopolamina 75.6 303, 304 14.82 94 (100) 285 (2) 154 (37) 138 (87) 94 (100) 81 (20)
4)  3-(2-Hidroxitropoiloxi)-6,7- | 24.3 319 14.91 9 254 (1) 238 (2) 138 (57) 94 (100) 83(40)
epoxitropano
5) Norhiosciamina 24.3 275 14.26 110 (100) 148 (1) 124 (3) 110 (100) 103 (8) 80 (20)
6)Cuscohigrina 8.2 209 11.42 84 140 124 110 99, 98, 97 84
(JOC 67, 6456) (JAFC 45,3114)
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Figura 25. Cromatograma (CG/EM-IE) del crudo alcaloideo de tallo de D. lanosa analizado con una
columna DB5. La muestra se solubilizéd en MeOH. Se utiliz6 He como gas acarreador a flujo constante de

20 mL/min.




Tabla 9. Alcaloides
CG/EM.

mayoritarios del crudo alcaloideo del tallo de D. lanosa de acuerdo al analisis por

Compuesto % (TIC) M+ (%) Tiempo de Fragmentos de masas (m/z)
retencion
1) Norhiosciamina 975 275, 257 16.88 110 (100) 148 (1) 118 (5) 110 (100) 103 (7) 80 (22)
2) B.- Escopolamina 9 303 17.97 94 (100) 285 (3) 154 (37) 138 (90) 108 (65) 154 (37)
3) A.- Hiosciamina (Atropina) 45 289 16.82 124 (100) 123 (4) 103 (6) 94 (23) 82 (28) 67 (12)
4) 3-Tigloiloxi-6-propioniloxi-7- | 35.1 311 14.47 94 (100) 271(2) 140(6) 129 (8) 95(60) 82 (25)
hidroxitropano (Berkov, 2002)
100, 14.75
907 HOja
80—
ERNLE
= E
E 60—
8 7
o 504
c |
s 3
c 407
> |
= m
< 304 14,19
] 13.47
20—
] 16.75
107 12.63
07\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\\w\\\'\\
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
Tiempo (min)

Figura 26. Cromatograma (CG/EM-1Q) del crudo alcaloideo de hoja de D. stramonium analizado con

una columna DBS5.

La muestra se solubiliz6 en MeOH. Se utilizd6 He como gas acarreador a flujo

constante de 20 mL/min.
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Figura 27. Cromatograma (CG/EM-IE) del crudo alcaloideo de hoja de D. stramonium analizado con

una columna DB5.

La muestra se solubiliz6 en MeOH. Se utiliz6 He como gas acarreador a flujo

constante de 20 mL/min.




Tabla 10. Alcaloides mayoritarios del crudo alcaloideo de la hoja de D. lanosa de acuerdo al analisis por

CG/EM.
Compuesto % (TIC) M+ (%) Tiempo de Fragmentos de masas (m/z)
retencion
1) B.- Escopolamina 100 303 14.84 94(100) 154 (32) 138 (69) 108 (55) 94(100) 90, 80, 42
2) Norhiosciamina 100 275 14.28 110 (100) 124 (5) 94 (3) 80 (23) 68 (18) 41
3) 3-Tigloiloxi-6-propioniloxi-7- | 16 311 12.97 94(100) 212 (28) 194 (8) 129 (10) 94(100) | 96
hidroxitropano (Berkov, 2002)
4) A.- Hiosciamina (Atropina) 10 289 14.24 124(100) 94 (28) 83 (25) 82 (40) 67 42
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Figura 28. Cromatograma (CG/EM-IE) del crudo alcaloideo de fruto de D. stramonium analizado con
una columna DB5. La muestra se solubilizd en MeOH. Se utiliz6 He como gas acarreador a flujo
constante de 20 mL/min.
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Figura 29. Cromatograma (CG/EM-IQ) del crudo alcaloideo del fruto de D. lanosa analizado con una
columna DB5. La muestra se solubilizéd en MeOH. Se utilizé6 He como gas acarreador a flujo constante de

20 mL/min.




Tabla 11. Alcaloides mayoritarios del crudo alcaloideo del fruto de D. lanosa de acuerdo al andlisis por
CG/EM.

Compuesto % (TIC) M+ Tiempo de Fragmentos de masas (m/z)
(%) retencion
1) B.- Escopolamina 85 303 14.82 138 (100) 154 (40) 94
2) A.- Hiosciamina (Atropina) 85 289 14.19 124 (100) 142 121
3) Norhiosciamina 30 275 14.78 110 (100) 148
4) Apoescopolamina 10 285 13.98 138 (100) 124 94

A manera de ejemplo en la figura 30 se indica el patrén de fragmentacion del
alcaloide atropina. En este diagrama se aprecian los fragmentos en una m/z de 94 y 124,

gue son diagndsticos para los alcaloides derivados de la tropina.

259,
2>

Pm————--

2r

Figura 30. Patron de fragmentacién de la atropina (Chen et al., 2006, Blossey, 1970).

6.3.3 Establecimiento de perfiles cromatograficos por Cromatografia de
Liquidos de Alta Eficiencia (CLAE) del crudo alcaloideo de las

cuatro partes vegetales de Datura lanosa

En la actualidad se ha intensificado la utilizacion de CLAE debido a su alta
sensibilidad, reproducibilidad ademas de que ofrece la opcion de utilizar una amplia
gama fases de fases estacionarias y moviles. Esta técnica permite la resolucion de
mezclas complejas para lograr la identificacion, cuantificacion vy aislamiento de una

gran cantidad de compuestos (Wagner, 1985).



Debido a las caracteristicas bésicas de los alcaloides tropanicos, fue necesario
establecer una mezcla de elucion optima para generar los de perfiles cromatograficos
que nos permitieran identificar a los compuestos mayoritarios presentes en D. lanosa.
En la literatura especializada (Wagner, 1985; Mendel & Levin, 1989; Shimomura,
1990; Fliniaux et al., 1993; Philipov, 2002; Kursinski, 2005; Mroczek et al., 2006) se
han descrito diferentes fases moviles para la separacion de alcaloides, la mayoria de las
cuales incluyen soluciones amortiguadoras compuestas por KH,PO4/K;HPO,4, vy
trietilamina/acido ortofosférico. En nuestro estudio se eligid6 una solucion
amortiguadora compuesta por trietilamina y &cido ortofosférico a pH 6.5. Las
condiciones bajo las que se inyectaron las muestras, se presentan en la Tabla 6 de la

parte experimental.

Los estandares utilizados fueron sulfato de atropina e hidrobromuro de
escopolamina trihidratada adquiridos por Sigma—Aldrihch® y se disolvieron en una
mezcla de  MeOH/ACN/H,O/NH,OH (2.5:1:0.5:2.0). Los crudos alcaloideos se
disolvieron en la misma mezcla. La fase estacionaria utilizada consistio en una fase

reversa Purospher Star RP18 con la cual se trabajo a lo largo de todo el anélisis.

Los perfiles cromatograficos obtenidos para cada una de las muestras y el
resumen de los alcaloides mayoritarios identificados, se presentan a continuacion. Para
la especie D. lanosa se analizaron muestras de crudo alcaloideo de raiz, tallo, hoja y
fruto. En el caso de D. stramonium solo se estudiaron muestras de crudo alcaloideo de
hoja. Cabe destacar que el crudo alcaloideo de las hojas de D. stramonium se analiz6

con fines comparativos.

Los cromatogramas desarrollados por CLAE se ilustran en la figuras 32-36 y los
rendimientos y composicion (%) de los alcaloides mayoritarios presentes en cada parte

vegetal se indican en las tablas 11-15.
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Figura 32. Perfil cromatografico del crudo alcaloideo de raiz de D, lanosa obtenido por CLAE analizado
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en una columna de fase reversa C18. Fase movil MeOH /Acetonitrilo /Buffer (pH 6.5). Flujo 0.6ml/min.
Volumen de inyeccion de 0.20uL. Deteccion UV a 210 nm y temperatura ambiente.

Tabla 11. Principales alcaloides identificados por CLAE en el crudo alcaloideo de raiz de D. lanosa.

Alcaloides identificados | % | Tiempo de retencién (min)
Escopolamina 21.11 34
Atropina 20.24 24
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Figura 33. Perfil cromatogréfico del crudo alcaloideo de tallo de D, lanosa obtenido por CLAE analizado

en una columna de fase reversa C18. Fase movil MeOH /Acetonitrilo /Buffer (pH 6.5). Flujo 0.6ml/min.

Volumen de inyeccion de 0.20uL. Deteccion UV a 210 nm y temperatura ambiente.

Tabla 12. Principales alcaloides identificados por CLAE en el crudo alcaloideo de tallo de D. lanosa.

Alcaloides identificados | % | Tiempo de retencién (min)

Escopolamina 34.39 35
Atropina 30.21 25
Norhioscina 35.15 23
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Figura 34. Perfil cromatografico del crudo alcaloideo de fruto de D, lanosa obtenido por CLAE
analizado en una columna de fase reversa C18. Fase mévil MeOH /Acetonitrilo /Buffer (pH 6.5). Flujo
0.6ml/min. Volumen de inyeccion de 0.20uL. Deteccion UV a 210 nm y temperatura ambiente.

Tabla 13. Principales alcaloides identificados por CLAE en el crudo alcaloideo de fruto de D. lanosa.

Alcaloides identificados | % | Tiempo de retencién (min)

Escopolamina 43.29 28

Apoescopolamina 30.7 29
Atropina 23.27 22
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Figura 35. Perfil cromatografico del crudo alcaloideo de hoja de D, lanosa obtenido por CLAE analizado
en una columna de fase reversa C18. Fase movil MeOH /Acetonitrilo /Buffer (pH 6.5). Flujo 0.6ml/min.
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Volumen de inyeccion de 0.20uL. Deteccion UV a 210 nm y temperatura ambiente.

Tabla 14. Principales alcaloides identificados por CLAE en el crudo alcaloideo de hoja de D. lanosa.

Alcaloides identificados | % | Tiempo de retencién (min)
Escopolamina 51.88 30
Atropina 14.86 24
Apoescopolamina 8.07 32
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Figura 36. Perfil cromatografico del crudo alcaloideo de hoja de D. stramonium obtenido por CLAE
analizado en una columna de fase reversa C18. Fase mévil MeOH /Acetonitrilo /Buffer (pH 6.5). Flujo
0.6ml/min. Volumen de inyeccion de 0.20uL. Deteccion UV a 210 nm y temperatura ambiente.

Tabla 15. Principales alcaloides identificados por CLAE en el crudo alcaloideo de hoja de D.
stramonium.

Alcaloides identificados | % | Tiempo de retencién (min)
Atropina 63.31 25
Escopolamina 13.77 42

Con los resultados obtenidos del analisis cromatografico mediante las técnicas
anteriormente descritas, se logro la caracterizacién de los compuestos mayoritarios para
la especie D. lanosa. De manera general, las cuatro partes vegetales; raiz, tallo, hoja y
fruto (sin semillas), contienen como compuestos mayoritarios a la atropina y

escopolamina, cuya suma representa mas del 50% del crudo alcaloideo.



Para la droga cruda (hoja) de D. lanosa, el alcaloide mayoritario fue la
escopolamina y en segundo lugar la atropina. Estos resultados contrastan con los
observados en la droga cruda de D. stramonium, donde el alcaloide mayoritario es la

atropina y en segundo lugar la escopolamina.

En resumen, los alcaloides tropanicos identificados para D. lanosa son atropina,
escopolamina, apoescopolamina, noratropina  3-tigloiloxi-6-propioniloxi-7-
hidroxitropano, 3-(2-hidroxitropoiloxi)-6,7-epoxitropano y cuscohigrina. Cabe

destacar que los cuatro Gltimos alcaloides se reportan por vez primera en la especie.

6.4 Pruebas bioldgicas

Con base en los resultados obtenidos mediante el analisis de fuentes de
informacion primarias y secundarias se concluyé que la parte mas utilizada del toloache
es la hoja, aplicado como emplasto (uso topico) y para aliviar dolores reumaticos,
musculares, aplicado sobre heridas y como desinflamatorio. A partir de estos resultados
se decidi6 evaluar el efecto antinociceptivo del extracto integro, la fase neutra y el crudo
alcaloideo de hojas de D. lanosa. Para tal efecto, se realizaron los ensayos de
estiramiento abdominal y placa caliente descritos en la literatura (Palacios Espinosa et
al; 2008). También se evalud el efecto antimicrobiano mediante el ensayo de placa en
agar con una bateria de microorganismos representativos Gram positivos y Gram

negativos.
6.4.1 Efecto antimicrobiano

Los resultados de la evaluacion del potencial antimicrobiano de D. lanosa contra
una bateria de microorganismos demostraron que el extracto de D. lanosa inhibe el
crecimiento de las cepas Gram positivas. En el caso de S. aureus el efecto se registro a

partir de la concentracion de 250 pg/ul. Para B. subtilis a partir de 500ug/ul.

6.4.2 Determinacion del potencial antinociceptivo

La prueba del estiramiento abdominal, constituye un modelo experimental
ampliamente utilizado para la deteccidn de agentes con actividad antinociceptiva a nivel

periférico. El ensayo mide el potencial de los compuestos para contrarrestar la irritacion



que causa la administracion de una solucién diluida de &cido acético (0.6 % v/v) en
ratones. La administracion intraperitoneal (i.p.) de esta sustancia produce una reaccion
inflamatoria caracterizada por contracciones de la musculatura abdominal acompafada
de extensiones de las extremidades inferiores y la elongacion del cuerpo. Este
comportamiento en los animales de experimentacion es indicativo de un de dolor
visceral inflamatorio. Esta bien documentado que la administracion del acido produce la
liberacion de mediadores algésicos tales como la bradicinina, prostaglandinas (PGE2 y
PGF principalmente), histamina y 5-hidroxitriptamina (Nardi et al., 2006).

La liberacion de estas sustancias produce una inflamacion en el lugar de la
administracion y un incremento en la transmision sindptica en la espina dorsal (Collier
et al., 1968; Chiang y Zhuo, 1989; Le Bars et al.,, 2001). Una de las principales
desventajas de esta prueba es que algunos antagonistas adrenérgicos o relajantes
musculares pueden inducir efectos positivos (Le Bars et al., 2001).

Para complementar la evaluacion del potencial antinociceptivo el extracto total,
crudo alcaloideo y fase neutra, se evaluaron con el ensayo de placa caliente. Este
modelo se selecciond para investigar la actividad antinociceptiva potencial a nivel
central de los diferentes tratamientos.

El ensayo de placa caliente es altamente sensible a analgésicos fuertes y su
implementacién ocasiona poco dafio a los animales de experimentacion. La aplicacién
de un estimulo térmico a los ratones, produce una respuesta que se caracteriza por (i) el
levantamiento o lamida de una o ambas patas traseras y/o (ii) un salto hacia fuera del
sistema cilindro-placa caliente descrito en la parte experimental. Estas respuestas son

supraespinales (Le Bars et al., 2001).

6.4.2.1 Determinacion del potencial antinociceptivo de los extractos de hoja

mediante el método de estiramiento abdominal

Los resultados demuestran que el extracto total presenta un comportamiento
dosis dependiente y el mejor efecto antinociceptivo en el modelo de estiramiento
abdominal se obtuvo con la dosis de 316 mg/kg. En cuanto a la fase neutra y crudo
alcaloideo, no se observo una disminucién significativa del nimero de estiramientos

bajo el efecto de ninguna de las tres dosis evaluadas (Figura 37).

De acuerdo a los resultados, es altamente probable que el mejor efecto del

extracto integro se deba a un efecto sinergico antinociceptivo de los componentes de la



fase neutra y del crudo alcaloideo. Otra posibilidad es que los componentes de las
distintas fases favorezcan la absorcion o la biodisponibilidad de los ingredientes activos
presentes en el extracto integro (Blumenthal, 2003). En cualquier caso, es indudable que
el extracto presenta un efecto de aliviar el dolor por inflamacion; congruente con el uso

popular de la especie para el tratamiento de dolores musculares y reumaticos.
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Figura 37. Efecto antinociceptivo de extracto total, fase neutra y crudo alcaloideo de hoja de D. lanosa
en el modelo de estiramiento abdominal. Cada barra es la media + E. E. de 8 animales. Las diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control de solucién salina (VEH) y Dipirona (DIP) fueron
determinadas por un anélisis ANADEVA seguido de la prueba de Dunnet *P< 0.5.

6.4.2.2 Determinacion del potencial antinociceptivo de los extractos mediante el
ensayo de placa caliente en ratones

Los resultados del ensayo en placa caliente demuestran que para el extracto total,
hay un efecto antinociceptivo a partir de la dosis de 31.6mg/kg y la mejor respuesta se
obtiene a partir de la dosis de 100mg/kg. En el caso de la fase neutra no observamos un
efecto antinociceptivo, ya que no hay diferencia significativa de ninguna de las tres
dosis evaluadas con respecto a la solucién salina (VEH). Con el crudo alcaloideo
observamos que con la dosis mas baja de 31.6 mg/kg se incrementa la latencia de
respuesta al estimulo de calor, con respecto a la solucién salina; sin embargo con las
dosis de 100mg/kg y 316mg/kg no hay un incremento significativo en la latencia de

respuesta, con respecto a la solucion salina (Figura 38).
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Figura 38. Efecto antinociceptivo del extracto total, fase neutra y crudo alcaloideo de hoja de D. lanosa
en el modelo de placa caliente. Cada barra es la media = E. E. de 8 animales. Las diferencias
estadisticamente significativas con respecto al control de solucion salina (VEH) y morfina (MOR) fueron
determinadas por un analisis ANADEVA seguido de la prueba de Dunnet *P< 0.5.

Cabe mencionar que en la literatura, se reporta un efecto analgésico de la
atropina con dosis de 1-100 ug/kg administrada via intraperitoneal (i.p) y subcutanea
(s.c) en los modelos de placa caliente, estiramiento abdominal y tail flick. Mientras que

a la dosis de 5mg/kg administrada por las mismas vias se observd un efecto de
hiperalgesia (Gheraldini et al; 1990).

Pinardi y colaboradores reportan que la administracion de sulfato de atropina a
dosis de 1mg/kg via intraperitoneal (i.p), revierte el efecto analgésico de diferentes
drogas antiinlamatorias no esteroidales en el modelo de placa caliente, para el cual
consideran dos variables de respuesta. La primera de ellas considera como respuesta el
hecho de que los ratones solo laman sus patas traseras al estimulo de calor, y la segunda

es que laman sus patas traseras y que den un salto.

De nueva cuenta el mejor efecto antinociceptivo se obtuvo con el extracto total
en dosis de 31.6mg/kg y 100mg/kg. Este resultado puede deberse a las mismas causas
indicadas en el modelo de estiramiento abdominal. El hecho de que el efecto no sea

dosis dependiente, puede deberse a un fendmeno de hormesis (Palacios-Espinosa,
2009).



6.4.3 Evaluacion de Toxicidad
6.4.3.1 Determinacion de la toxicidad aguda segun Lorke

Para determinar la DLsg Se realizd la evaluacion en ratones ICR segun el método
de Lorke (1983). Este es un método nos permite identificar compuestos tdxicos al

administrarlos bajo un tratamiento agudo (una sola administracion).

La DLso calculada por este método se encuentra por arriba de 5000mg/kg. Sin
embargo a las 24 horas de la administracion de los extractos, los ratones presentaron
trastornos de comportamiento. Esta alteracion, desaparecio 48 horas después de la
administracion de los extractos. De igual manera, bajo una inspeccion ocular superficial
de los organos internos, al cabo del experimento, se observd que el higado, los
pulmones y los rifiones presentaban una tonalidad mas obscura que en los 6rganos de
los ratones control. A pesar de que la planta se considera no toxica de acuerdo a los
criterios de Lorke, el dafio macroscopico observado en los 6rganos, indica que el
consumo por via oral de la planta, debe considerarse con suma precaucion. Cabe resaltar
que esto aplica solo para el extracto total de hoja que es la parte méas utilizada en la
medicina tradicional y nos indica que su uso tépico no representa un peligro potencial
de muerte por de toxicidad.

Sin embargo, en nuestro estudio no se analizaron las semillas, que son la parte
que contiene la mayor cantidad de alcaloides tropanicos, de modo que se cumplié con el
establecimiento de los pardmetros de seguridad, Unicamente para hojas y bajo los
criterios de Lorke lo cual no quiere decir que no exista un efecto toxico sobre el

organismo.

6.4.3.2 Bioensayo con Artemia salina

Con la finalidad de establecer un parametro adicional de toxicidad se llevo a
cabo el ensayo de toxicidad para el crustaceo Artemia salina. El estudio de los
compuestos activos obtenidos a base de plantas y diversos extractos, se ve retrasado en
muchos casos por la falta de pruebas ensayos adecuados, rapidos y simples. Existen
algunos ensayos, los cuales implican la utilizacion de animales de laboratorio o el
aislamiento de sus tejidos; sin embargo, pueden no ser los adecuados o ser muy
costosos. Una de las respuestas bioldgicas basicas a monitorear es la letalidad y el

criterio es simple; el tratamiento produce muerte o0 no, que es una respuesta cuantal. La



evaluacion de la toxicidad aguda en el modelo de A. salina es sencilla, no requiere gran
especializacion para llevarla a cabo y es un criterio basico en el estudio de compuestos
activos (Wah, 1993).

Las concentraciones de los diferentes extractos de las hojas (extracto total, fase
neutra y crudo alcaloideo) y planta completa que se ensayaron en la prueba de A. salina
fueron 10ug/mL, 100ug/mL y 1000ug/mL. Se calculé la CLso para cada extracto y los
resultados se muestran en la tabla 16. De los mismos se desprende que todos los
extractos son toxicos ya que las concentraciones letales medias son menores a
100ug/ml.

Estos resultados contrastan con los obtenidos por Lagarto y colaboradores
(2001), quienes encontraron una excelente correlacion entre la prueba de A. salina in
vitro y los resultados de estudios de toxicidad aguda in vivo en ratones. Los autores
encontraron que el extracto integro de la especie relacionada D. stramonium presentaba
una concentracion letal media de 12.86ug/mL para el crustdceo A. salina y una DL, de
0.821g/kg, determinada en ratones.

Cabe mencionar que Lagarto et al. (2001) propusieron que el ensayo de A. salina
era una herramienta adecuada para predecir la toxicidad aguda en extractos de plantas.
Sin embargo las diferencias de concentraciones letales medias para el crusticeo A.
salina de los extractos de las especies analizadas, es muy pequefia y las diferencias
entre las dosis letales medias (ensayos in vivo) es mayor. Por otra parte el coeficiente de
correlacion, determinado por la prueba de Spearman, entre ambos parametros es bajo
(r=0.85).

Tabla 16. CLsg para las diferentes partes vegetales evaluadas.

Parte vegetal Extractos evaluados CLs
Planta completa Extracto total 0.39ppm
Extracto total 0.44ppm
Hoja Fase Neutra 0.34ppm
Crudo Alcaloideo 0.39ppm




Lagarto Parra y colaboradores (1995) evaluaron la toxicidad de varias especies
vegetales medicinales, entre ellas D. stramonium. Estos autores reportan una CLs de

12.86 ppm para el extracto de las hojas.



7 Conclusiones

-Se logro la complementacion de una importante base de datos sobre el uso e
identificacion de la especie D. lanosa, distribuida al norte de México.

-En lo que respecta a las pruebas de identidad botanica de la especie D. lanosa,
se describen por primera vez las caracteristicas anatomicas e histologicas de la hoja. Se
observo una gran densidad de tricomas no glandulares uniseriados pluricelulares, la
presencia de tricomas glandulares, espacios intercelulares en parénquima esponjoso y la
presencia de estomas mesdgenos anisociticos.

-En cuanto a las pruebas de identidad quimica, se logro la caracterizacion de los
compuestos mayoritarios del crudo alcaloideo de las distintas partes vegetales. Para la
droga cruda (hoja) de D. lanosa, el alcaloide tropanico mayoritario fue la escopolamina
y en segundo lugar la atropina. De manera general, las cuatro partes vegetales; raiz,
tallo, hoja y fruto (sin semillas), contienen como compuestos mayoritarios a la atropina

y escopolamina, que en suma representan mas del 50% del crudo alcaloideo.

-Los alcaloides tropénicos identificados para D. lanosa son atropina,
escopolamina, apoescopolamina y noratropina 3-tigloiloxi-6-propioniloxi-7-
hidroxitropano,  3-(2-hidroxitropoiloxi)-6,7-epoxitropano y cuscohigrina. Los

cuatro ultimos se reportan por primera vez para la especie.

-Se comprobo el efecto antinociceptivo del extracto total de la droga cruda de D.
lanosa lo que respalda su uso médico popular para el tratamiento de dolores musculares,

reumaticos y como desinflamatorio.

-Se establecieron algunos parametros de seguridad para lo cual se reporta la

DLs del extracto total de la droga cruda se encuentra por arriba de 5g/kg.

-Finalmente se logro el establecimiento de algunos parametros de eficacia,
seguridad, identidad botanica y quimica de la especie D. lanosa, que sirvan como base y

antecedente para la elaboracion de su monografia tipo OMS.

-Se logro el establecimiento de un método analitico por CLAE de utilidad para el
futuro desarrollo y validacion de un procedimiento que permita la cuantificacion a los

componentes mayoritarios presentes en la especie D. lanosa.
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Figura 1. Cromatograma de CG/EM-IE. Fragmentos caracteristicos para la escopolamina.

3-tigloiloxi-6-propioniloxi-7-hidroxitropano
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Figura 2. Cromatograma de CG/EM-IE. Fragmentos caracteristicos para el 3-tigloiloxi-6-propioniloxi-7-
hidroxitropano.
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Figura 3. Cromatograma de CG/EM-IE. Fragmentos caracteristicos para el 3-(2-hidroxitropoiloxi)-6,7-
epoxitropano.
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Figura 7. Perfil cromatografico del estdndar de escopolamina, obtenido por CLAE analizado en una
columna de fase reversa C18. Fase mdvil MeOH /Acetonitrilo /Buffer (pH 6.5). Flujo 0.6ml/min.
Volumen de inyeccion de 0.20uL. Deteccion UV a 210 nm y temperatura ambiente.
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Figura 7. Perfil cromatografico del Crudo alcaloideo de hoja de D. lanosa enriquecido con el estandar
escopolamina, obtenido por CLAE analizado en una columna de fase reversa C18. Fase moévil MeOH
[Acetonitrilo /Buffer (pH 6.5). Flujo 0.6ml/min. Volumen de inyeccion de 0.20uL. Deteccion UV a 210
nm y temperatura ambiente.

1504
1.004
050
D.UD———J'I L
L L e e L o o e e e e o T B e e e i L e o e e e e B ML B s e o o o L
500 10.00 1500 2000 2500 3000 35.00 4000 4500 s0.00 5500 E0.00
Minutes

Figura 7. Perfil cromatografico del Crudo alcaloideo de fruto de D. lanosa enriquecido con el estandar
escopolamina, obtenido por CLAE analizado en una columna de fase reversa C18. Fase mdvil MeOH
[Acetonitrilo /Buffer (pH 6.5). Flujo 0.6ml/min. Volumen de inyeccién de 0.20uL. Deteccion UV a 210
nm y temperatura ambiente.
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Figura 7. Perfil cromatografico del Crudo alcaloideo de raiz de D. lanosa enriquecido con el estandar
atropina, obtenido por CLAE analizado en una columna de fase reversa C18. Fase moévil MeOH
/Acetonitrilo /Buffer (pH 6.5). Flujo 0.6ml/min. Volumen de inyeccion de 0.20uL. Deteccién UV a 210
nm y temperatura ambiente.
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Figura 7. Perfil cromatografico del crudo alcaloideo de tallo de D. lanosa enriquecido con el estandar
atropina, obtenido por CLAE analizado en una columna de fase reversa C18. Fase moévil MeOH
[Acetonitrilo /Buffer (pH 6.5). Flujo 0.6ml/min. Volumen de inyeccion de 0.20uL. Deteccién UV a 210
nm y temperatura ambiente.
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