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NOTACION EMPLEADA

5-HT: Serotonina (5-hidroxitriptamina)

ANOVA: Analisis de varianza (Analysis of variance)

ASIC: Canales de sodio sensible a acido (Acid-sensing sodium ion channels)

ATP: Trifosfato de adenosina (Adenosine triphosphate)

BK2: Receptor 2 de bradicidina

CB1: Receptor canabinoide tipo 1

CGRP: Péptido relacionado con la expresidon del gen de la calcitonina

ENaC: Canales epiteliales de sodio sensibles a amilorida (Amiloride-sensitive epithelial

sodium channles)

IVHD: Isovaleroxiisovalerilhidroxidihidro

NGF: Factor de crecimiento nervioso

P2Xs;: Receptor ionotrépico tipo 3 de purina

PGE;: Prostaglandina E»

TrkA: Tirosina cinasa

VR1: Receptor vaniloide tipo 1



1.- RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue aislar e identificar los valepotriatos mas comunes
en los extractos cloroformico y etandlico de Valeriana edulis ssp. procera y
evaluar la actividad antinociceptiva de una mezcla de valepotriatos y de los
extractos acuoso y etandlico de esta planta. Los extractos se obtuvieron por
maceracion de la raiz de la planta. Para evaluar la actividad antinociceptiva se
emple6 el modelo de contracciones inducidas con acido acético. Se
identificaron los valepotriatos valtrato, acevaltrato e isohomoacevaltrato en el
extracto de etanol y los \valepotriatos isovaltrato, 1-homovaltrato,
isovaleroxiisovalerilhidroxidihidro-valtrato (IVHD-valtrato) e isodihidrovaltrato en
el extracto de cloroformo. Respecto a la evaluacién biolégica, ambos extractos
y la mezcla de valepotriatos mostraron actividad antinociceptiva; sobresale la
actividad de la mezcla de valepotriatos con mayor eficacia que el farmaco de
referencia (diclofenaco). Los resultados de este trabajo sustentan el uso de V.
edulis ssp. procera en el tratamiento de dolor de tipo visceral y sugieren que los

valepotriatos son los responsables de dicho efecto.



2.- INTRODUCCION

Existen diversos trabajos que han demostrado actividad sedante, ansiolitica,
hipnética, citotdxica, antiespasmddica, vasorrelajante, antifungica vy
miorrelajante de varias especies de Valeriana; sin embargo, la mayor parte de
tales investigaciones han empleado extractos de la planta. Se asume que los
valepotriatos, debido a que son los componentes representativos de las
valerianas, son los responsables de las actividades atribuidas y/o demostradas.
Aun existe controversia respecto a la relevancia de estos compuestos como
responsables de los efectos reportados, por lo cual se requieren mas estudios

para concluir y/o refutar dichas atribuciones.

Por otra parte, ademas de la actividad sedante y ansiolitica se debe de explorar
el resto de las actividades que la medicina tradicional atribuye a las valerianas
para generar informacién que soporte o desmienta los usos tradicionales.
Valeriana edulis ssp. procera, también conocida como “valeriana mexicana”, es
empleada en la medicina tradicional como analgésico, sin embargo, no existen
estudios cientificos que respalden dicho uso. Por lo que el propdsito principal
de esta investigacion fue aislar los valepotriatos mas comunes de V. edulis ssp.
procera y evaluar la actividad antinociceptiva de éstos, asi como los extractos
acuoso y etandlico, a través del modelo de estiramiento abdominal inducido

con acido acético en ratones.



3.- MARCO TEORICO

3.1 Generalidades de Valeriana sp.

La valeriana se utiliza como medicinal desde antes de nuestra era, médicos
como Dioscorides y Galeno trabajaron con esta planta’. Popularmente se
conoce como “valeriana” al extracto crudo de los 6rganos subterraneos de
especies del género Valeriana?. Los extractos de estas plantas son usados en
la medicina tradicional de Europa, Asia y Norteamérica, principalmente como
sedante suave e hipnético®; en menor medida se emplea en el tratamiento de
espasmos gastrointestinales, en el tratamiento de codlicos menstruales,

hipertension, angina, palpitaciones, asma bronquial y dolor hepatico*.

El género Valeriana comprende alrededor de 200 especies que presentan
distribucion mundial®. Las tres especies mas importantes en la medicina herbal
son V. officinalis, V. wallichii (sinbnimo V. jatamansi Jones) y V. edulis ssp.
procera® (También conocida como “valeriana mexicana’); las tres especies son
usadas para la produccion de fitomedicamentos de administracion oral,
mientras que V. officinalis también se emplea en la produccién de tinturas y
tés?8.

V. officinalis es la especie de mayor uso®, para 1999 existian al menos 25
productos con esta planta en Reino Unido y mas de 400 en Alemania?; su
empleo es tan extendido que en la 42 edicion de la Farmacopea Europea se
encuentra su monografia® y para el 2005 se situd en la 132 posicion de las

plantas medicinales mas vendidas en EU'°.



3.2 Composicién quimica

En Valeriana sp. se han identificado mas de 150 componentes de tipo
alcaloides, terpenos vy flavonas'', sin embargo, los componentes
representativos son valepotriatos y acido valerénico, los cuales pertenecen a la
familia de mono- y sesquiterpenos, respectivamente. En Valeriana edulis ssp.
procera se han identificado por cromatografia de liquidos acido clorogénico, 5
lignanos: 4-O-D-glucosido de masorresinol, 4-O-D-glucésido de berchemol, 4,4-
O-D-diglucésido de pinorresinol, 4-O-D-glucésido de 8-hidroxipinorresinol, 4-O-

D-glucosido de pinorresinol y los flavonoides hesperidina y linarina'2.

3.2.1 Valepotriatos

Los valepotriatos son iridoides con esqueleto ciclopentano-C-piranoide que
contiene un anillo epéxido, tres grupos éster, uno o dos dobles enlaces y no
presentan enlaces glicosidicos'®; se producen principalmente en las partes

subterraneas de la planta? y son exclusivos de la familia Valerianaceae.

Los valepotriatos pueden ser clasificados basandose en el numero de dobles
enlaces, se tienen dos grupos: monoenos y dienos (Figura 1); podemos
encontrar diversos sustituyentes enlazados al esqueleto central, sin embargo,
isovalerilo y acetilo son los mas comunes (Figura 2). Los valepotriatos mas
comunes son valtrato, isovaltrato, acevaltrato, dihidrovaltrato y sus

homologos ™.



Valepotriatos tipo monoeno

R, R, R; R, Ri Ry R
1 Iv Ac Iv H Dihidrovaltrato 5 Iv Iv  Ac Valtrato
2 Iv Iv Ac H Isodihidrovaltrato 6 Iv Ac Iv Isovaltrato
3 Iv Ac liv OH IVHD-valtrato 7 Aiv Iv Ac Acevaltrato
4  Miv Ac liv H Homodihidrovaltrato 8 Iv Ac Ac Diavaltrato
9 Iv  Aiv Ac Homoacevaltrato

Los valepotriatos

Figura 1. Clasificacion de valepotriatos

son compuestos inestables: son

termolabiles, se

descomponen rapidamente en soluciones acuosas y alcohdlicas o bajo

condiciones acidas o alcalinas, sin embargo, en metanol anhidro y

almacenados a 20°C los valepotriatos tipo dieno son relativamente estables®.



o
0 o 0 0 >_>—o 0
Miv =B-metilisovalerilo  Ajv = acetoxiisovalerilo Iv = isovalerilo liv = a-isovaleroxiisovalerilo
(0]

Ac = acetilo

Figura 2. Sustituyentes mas comunes

Sus productos de degradacion, los baldrinales, se forman a partir de la pérdida
de los sustituyentes y de la formacion de un grupo aldehido a partir del

epoxido'® (Figura 3).

CH,0R;
N
0
H
O
R;

10 Ac Baldrinal
11 Iv Homaobaldrinal

12 H Deacilbaldrinal

Figura 3. Productos de degradacion

3.2.2Terpenos

Los terpenos que encontramos en el aceite esencial son de tipo mono- y
sesquiterpenos. Entre los monoterpenos podemos encontrar 1-borneol, acetato

e isovalerato de bornilo, 1-pineno, 1-confeno y terpineol, entre los



sesquiterpenos encontramos acido valerénico, valeranona y criptofauronol'. La
Figura 4 muestra las estructuras de algunas de estas sustancias. El acido

valerénico y sus derivados se presentan exclusivamente en V.officinalis'’.

Otro terpeno, formalmente un hemiterpenoide, caracteristico de la valeriana es
el acido isovalérico, éste se encuentra unido al nucleo de los valepotriatos
mediante un enlace tipo éster, este acido es el responsable del aroma

caracteristico de la valeriana cuando se libera por el rompimiento del enlace

S

Acetato de bornilo 1-Borneol 1-Pineno

facilmente hidrolizable!.

AcO

>_FO
o
T

e

(0] OH

Acido valerénico Acido isovalérico Valeranona

Figura 4. Terpenos del aceite esencial

3.3 Actividades farmacoldgicas de la valeriana

El efecto depresor sobre el SNC que posee esta planta ha sido demostrado en
ratones'® °y en estudios clinicos?® 2, sin embargo el mecanismo molecular no
ha sido elucidado; no obstante, se asume que el acido valerénico y los
valepotriatos son responsables de dicho efecto'® ¢ pero se requieren estudios

concluyentes que sustenten dicha actividad.
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Adicionalmente, los valepotriatos poseen otras actividades farmacologicas que
han sido plenamente demostradas: Fuzzati y colaboradores' demostraron la
actividad antifungica de un grupo de valepotriatos mientras que el trabajo de
Bos y su equipo'” sustentan la actividad citotoxica de otro conjunto de

valepotriatos.

También se ha demostrado actividad miorrelajante de los valepotriatos:
Occhiuto y colaboradores* demostraron la actividad relajante de una mezcla de
valepotriatos y de los extractos etandlico y acuoso en utero de seres humanos
Hazelhoff y colaboradores??> encontraron actividad espasmolitica de los
valepotriatos, el acido valerénico y la valeranona en el modelo de ileon de
cobayo. Mientras que Estrada-Soto y colaboradores?® encontraron actividad
relajante de extractos de V. edulis ssp. procera sobre anillos de aorta de rata y

sugieren que los valepotriatos son responsables de dicha actividad.

3.4 Especies de Valeriana

Ademas de las especies de Valeriana que se han mencionado, alrededor del
mundo se emplean, en menor medida, otras especies. En China y Japon V.
angustifolia Tausch y V. fauriei Brig. son las mas utilizadas', en Brasil la
valeriana de mayor uso es V. glechomifolia Meyer® ', mientras que V. capense

es la mas empleada en Sureste de Africa’.

V. officinalis, V. wallichii y V. edulis ssp. procera son las especies de valeriana

mas empleadas en Europa, India-Pakistan y México, respectivamente®.

11



El uso de V. edulis ssp. procera se encuentra ampliamente difundido en la
medicina tradicional mexicana y en la industria fitofarmacéutica por lo que es la
especie de valeriana de mayor importancia comercial en México?*. Es por esto,
y por razones que se mencionan mas adelante; que en el presente trabajo se

empled Valeriana Mexicana.

3.5 Valeriana edulis ssp. procera

Esta subespecie es endémica de México, es una planta herbacea perenne,
dioica, hasta de 1.5 m de alto, raiz cilindrica, de 1 a 3 cm de diametro, dando
origen a uno o dos tallos de hasta de 15 mm de diametro en la base; hojas
basales varias a numerosas con peciolo hasta de 10 cm de largo; fruto ovado,

de 2 a 3.5 mm de largo, café-verdoso?® (Figura 5).

Figura 5. Fotografia de V. edulis ssp.
procera
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Esta planta se encuentra en clima templado desde los 2240 hasta los 2750
msnm; se halla asociada a bosque de juniperos y bosque mixto de pino-
encino?8, se distribuye principalmente en la zona central del pais?’. Ademas de
“valeriana mexicana”’, también se le conoce como “hierba de gato”, “plateada”
o simplemente “valeriana”?®.

Valeriana edulis ssp. procera se distingue por ser la especie con la raiz mas
grande de todo el género (hasta 3 cm de diametro) (Figura 6) y por producir la
mayor cantidad de valepotriatos: esta especie contiene de 8-12% de
valepotriatos contra 0.8-1.7% y 2.8-3.5% para V. officinalis y V. wallichii,

respectivamente8. El alto contenido de valepotriatos es otra razon por la que se

trabajo con V. edulis ssp. procera.

Figura 6. Raiz de V. edulis ssp. procera
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Esta planta se utiliza principalmente como sedante y en el tratamiento de
problemas de insomnio; en segundo plano se utiliza para tratar dolor de pecho,

espalda y cabeza®®.

No existen trabajos que respalden la actividad analgésica de la V. edulis ssp.
procera; sin embargo, la actividad espasmolitica demostrada por los trabajos
de Occhiuto* y Hazelhoff?? sugiere que esta planta podria ser util en el

tratamiento de dolor de tipo visceral.

3.6 Definicién del dolor

Dolor es un fendmeno complejo biopsicosocial producto de la interaccion de
multiples sistemas neuroanatdmicos y neuroquimicos con varios procesos

afectivos y cognitivos?8.

La Asociacion Internacional para el Estudio del Dolor (IASP) define al dolor
como “experiencia sensorial y emocional desagradable asociada con dafo

tisular real o potencial descrita en términos de dicho dafio”?°.

El concepto de dolor debe distinguirse de nocicepcion, el cual es un término

neurofisiolégico.

3.7 Nocicepcion

Es la capacidad para detectar estimulos nocivos o dafiinos para los tejidos®.

Comprende dos etapas: traduccién y transmision. En la primera el estimulo

14



nocivo es convertido, por medio de nociceptores, en sefales eléctricas que, en

la segunda etapa, son conducidas hacia el cerebro3'.

3.7.1 Nociceptores

Los nociceptores son receptores especializados encargados de la traduccion
de informacién mecanica, quimica y térmica en actividad eléctrica, se
encuentran en las neuronas sensoriales primarias32. La notable capacidad que
poseen estas neuronas para detectar un amplio rango de estimulos se debe a

la extensa gama de nociceptores que poseen33,

Durante la lesion, células no neuronales liberan mediadores inflamatorios que
aumentan la sensibilidad de los nociceptores y potencian la percepcion del
dolor. Algunos de los principales componentes de esta “mezcla inflamatoria”
son bradicinina, protones (H*), serotonina, ATP, neurotrofinas, leucotrienos (LT)

y prostaglandinas (PG)34(Figura 7).

3.8 Modelos animales para el estudio del dolor

Para el estudio del dolor se han desarrollado diversos modelos animales. La
parte fundamental de todos los modelos es el estimulo que se debe aplicar
para desencadenar el dolor. El estimulo debe ser cuantificable, reproducible y

no invasivos3°.

Los modelos animales de dolor pueden ser clasificados de acuerdo a la

naturaleza del estimulo (Cuadro1).
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E stimula Recoptor representatno
HGF T,
Braducidina Bl
Masiocitos o Sevrolonina 5-HTy
neutrdfilos ATP P2,
W H* ASICINVRT
E A %‘{- Lipsdas PGE//CB1INVRY
L otEd” Sustancia | Calo VRIVAL-1
I ‘\.:" P Presidn LDEG/ ENaC?
ey2 "
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Bradicidina s‘. ‘ NGF f
SHT '-} D,
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Vaso ' h'\~._ ;
=  sanguineo -

L

Figura 7. Mediadores inflamatorios

Cuadro 1. Modelos animales de nocicepcion3 36,

Naturaleza Nombre del
Descripcién
del estimulo modelo
Se aplica radiacion térmica a la cola del
animal, este la retira bruscamente; se registra
Prueba de
el tiempo que el animal tarda en retirar la cola.
Térmico retiro de la

El calor puede ser aplicado mediante una
cola
lampara infrarroja o sumergiendo la cola del

animal en agua caliente a 55 °C.
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Cuadro 1. Modelos animales de nocicepcion3® 36 (Continuacién).

Naturaleza

del estimulo

Nombre del

modelo

Descripcién

Térmico

Mecanico

Eléctrico

Quimico

Prueba de

placa caliente

Prueba de
Randall y

Selitto

Estimulacion
de larga vy
corta

duracion

Inyecciones
intradérmicas

de formalina

El animal se introduce en un cilindro cuyo piso
es una placa caliente (55-56 °C). Se mide el
tiempo que el animal tarda en lamer sus patas

y/o saltar.

Aplica presion, que va incrementandose, a la
pata trasera o a la cola. El parametro que se
mide es el umbral (peso en gramos) en el que

el animal intenta retirar la pata y/o cola.

El estimulo se va incrementando
gradualmente. Puede ser aplicado en la cola
y/o en las patas del animal. La duracién mas
larga del estimulo comprende hasta los 600

ms, mientras que la corta va de los 10 a 20 ms.

Se administra unas solucion de formalina, el
agente mas comun, en la superficie dorsal de
la pata, provoca comportamiento doloroso que

es evaluado en una escala de cuatro niveles.

17



Cuadro 1. Modelos animales de nocicepcion 3536 (Continuacién).

Naturaleza Nombre del
Descripcién
del estimulo modelo

Estiramiento = Se administra via IP un agente irritante,
abdominal comunmente una solucidn de acido acético,
inducido con que provoca comportamiento estereotipado
acido acético caracterizado por contracciones abdominales.
Estimulacion - - .

El agente irritante se administra directamente
de los . . . .

en los organos internos, por ejemplo formalina
organos

en el colon.
internos

La rata es anestesiada con éter, se le inyecta

Quimico

una solucion de acido urico en la rodilla de la

pata trasera y se coloca un electrodo en la

superficie plantar de dicha pata. Se permite a
Alteracion

los animales recuperarse de la anestesia y se
funcional

inducida por

dolor

colocan en un cilindro de acero de 30 cm de
diametro. Las ratas son forzadas a caminar
rotando el cilindro a 4 rpm, cuando el electrodo
hace contacto con el piso del cilindro se cierra
un circuito. Se registra el tiempo que el circuito

permanece cerrado.
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3.9 Cromatografia de liquidos/ gases acoplada a espectroscopia de masas

El desarrollo de la cromatografia de liquidos (CL) y de gases (CG) ha permitido
la creacion de instrumentos muy poderosos para la determinacion selectiva y
sensitiva de diversos tipos de moléculas; ademas, el estado actual de la técnica

permite separaciones rapidas y eficientes®’.

La union de esta técnica a la espectroscopia de masas (EM) ha creado una
herramienta eficaz para la identificacion de compuestos. Con esta técnica se
elimina la necesidad de un estandar de referencia y también permite la
identificacion de compuestos sin necesidad de su aislamiento®®; caracteristicas

valoradas especialmente en el campo de los productos naturales.

Las diferencias en la estructura de los diversos isbmeros que existen entre los
valepotriatos se deben principalmente a la localizacion de los sustituyentes en
los carbonos 1, 7 y 11. Usualmente estos isdbmeros son identificados a través
de resonancia magnética nuclear; sin embargo, Fuzzati y colaboradores le
han dado un enfoque alternativo a la EM empleando los patrones de
fragmentacion para identificar distintos valepotriatos, demostrando la utilidad de

a EM en la identificacion de isémeros.
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4.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La mayor parte de los trabajos que han demostrado las distintas actividades
biolégicas de la valeriana han empleado extractos de la planta, pocas
investigaciones han utilizado valepotriatos puros, inclusive la actividad de estas
moléculas sobre el Sistema Nervioso Central fue demostrada con una mezcla
de dihidrovaltrato, valtrato y acevaltrato'®, no obstante, aln existe controversia
respecto a la relevancia de estos compuestos como responsables de los
efectos biolégicos de la valeriana, por lo cual se requieren mas estudios para

concluir y/o refutar dichas actividades.

Por otra parte, la medicina tradicional atribuye propiedades analgésicas a V.
edulis ssp. procera, sin embargo, no existe informacion acreditada que soporte
dicha actividad, por lo que se requiere generar informacién para respaldar y/o

desmentir su uso como analgésico.
Con base en lo anterior, esta investigacion se enfocé en:

¢ Aislar a los valepotriatos mas comunes de V. edulis ssp. procera.
e Evaluar la actividad antinociceptiva de dichos valepotriatos y de los
extractos acuoso y etandlico a través del modelo de estiramiento

abdominal inducido con acido acético.

20



5.- HIPOTESIS

Los extractos acuoso, etandlico y la mezcla de valepotriatos de Valeriana edulis
ssp. procera presentaran actividad antinociceptiva en el modelo de estiramiento
abdominal inducido con &cido acético. Se espera que la mezcla de

valepotriatos presente el mayor efecto antinociceptivo.
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6.- OBJETIVO
Evaluar la actividad antinociceptiva de los extractos acuoso, etandlico y de los
valepotriatos mas comunes de V. edulis ssp. procera utilizando el modelo de

estiramiento abdominal inducido con acido acético en ratones.

6.1 Objetivos particulares

e Aislar a los valepotriatos mayoritarios de los extractos acuoso, etandlico
y cloroférmico de Valeriana edulis ssp. procera e identificarlos mediante
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (CL/EM)
y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(CG/EM).

e Obtenerlas curvas dosis-respuesta antinociceptiva de los valepotriatos y
de los extractos de V. edulis ssp. procera en el modelo de estiramiento

abdominal inducido con acido acético en ratones.
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7.- MATERIAL Y METODOS

7.1 Material Vegetal

La raiz de Valeriana edulis ssp. procera se obtuvo de los Laboratorios Mixim
S.A. de C.V,, esta se conservé a temperatura ambiente, en un lugar seco hasta

el momento de su uso.

7.2 Preparacion de los extractos

El extracto acuso se obtuvo de la decoccion de 10 g de raiz seca con 90 mL de
agua destilada; mientras que los extractos etandlico y cloroformico se
obtuvieron por la maceracion a temperatura ambiente de 5.2486 kg y 4.9276 kg
de raiz seca y molida con 7.5 L de EtOH y 6.9 L de CHCls, respectivamente; la
maceracion se realizé por triplicado. Los extractos se filtraron por gravedad y
se concentraron en un rotavapor, posteriormente se colocaron en viales y se
elimind el disolvente residual por medio de una corriente de aire a temperatura

ambiente de aproximadamente 22 °C.

7.3 Obtencién de valepotriatos

Se realizé una percolacion de 27.6 g del extracto de etanol empleando mezcla
de CHCI3-MeOH. Se utilizé cromatografia en capa fina y el revelador acido
acético/HCl (1:1 v/v) para identificar las fracciones ricas en valepotriatos

observadas como manchas de color azul®°.

De la primera separacién se encontré que la fraccion 2 (F2), eluida con CHCIs

(100%), fue la mas rica en valepotriatos, por lo que se fracciondé empleando
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una fase movil isocratica de hexano-AcOEt (7:3). Las primeras 4 fracciones
(F1-F4) presentaron el mayor contenido de valepotriatos, por lo que se
reunieron y se sometieron a una separacion posterior empleando como fase
movil CH2Cl>-MeOH 96.5:3.5; debido a su similitud las fracciones 1 a 10 (F1-
F10) se unieron y fueron nuevamente fraccionadas en una columna con fase
movil de Tolueno-AcOEt (78:22 v/v); las fracciones 1 a 3 de esta columna (F1-
F3) se sometieron a otra separacion empleando la misma fase mdévil (Tolueno-
AcOEt 78:22 v/v). En las fracciones 2 a 4 (F2-F4) se obtuvo la mezcla
valepotriatos con la que se trabajo. La Figura 8 resume el método de obtencion

de la mezcla de valepotriatos.
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27.6 g de extracto de EtOH
138.0 g silica gel 60 (0.063-0.200 mm MERCK™)
Fase movil CHCl,

Fraccion 2
1.4153¢g
15.0 g silica gel 60 (0.063-0.200 mm MERCKT™)
Fase movil isocratica Hexano/ AcOEt 7:3

Fracciones 1-4
0.9808¢g
10.0 g silica gel 60 (0.063-0.200 mm MERCK™)
Fase movil isocratica CH,Cl,/MeOH 96.5:3.5

Fracciones 1-10
0.5486 ¢
6.0 g silica gel 60 (0.063-0.200 mm MERCK™)
Fase moévil isocratica Tolueno/AcOEt 78:22

Fracciones 1-3
0.4773¢g
5.0 g silica gel 60 (0.063-0.200 mm MERCK™)
Fase moévil isocratica Tolueno/AcOEt 78:22

Fracciones 2-4
0.2428¢
Mezcla de valepotriatos, aceite amarillo.

Figura 8. Diagrama de obtencion de la mezcla de valepotriatos
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7.4 ldentificacion de valepotriatos por CL/IEM y CG/EM

La CL/EM se realiz6 en un cromatografo de liquidos Waters modelo Acquity
acoplado a un espectrometro de masas Waters modelo Synapt GS-2. Se utilizé
una columna Acquity UPLC BEH C1s (100mm de longitud x 2.1mm de diametro
interno y 1.7um de tamano de particula) a 25°C. La fase mdévil fue agua grado
HPLC (A) y acetonitrilo (B), ambas con 0.1% de acido formico. El gradiente
cromatografico se muestra en el Cuadro 2. El flujo fue de 0.3 mL/min. Se
empled ionizacion por electrospray (ESI). La temperatura de la camara de
ionizacion fue de 100°C y el voltaje del capilar fue de 3.00 kV. Se emple6 un
detector de tiempo de vuelo, las masas se escanearon en un intervalo de 50-

1500 uma.

Cuadro 2. Gradiente cromatografico del analisis CL/EM

Gradiente Tiempo (min) A (%) B (%)
’ 0 90 10
2 18 10 90
3 20 10 90

Para la CG/EM se empled un cromatégrafo de gases Thermo Trace GC Ultra
acoplado a un espectrometro de masas Thermo DFS. Se utilizé una columna
capilar Agilent HP-5ms (30m de longitud x 0.25mm de diametro interno x
0.25um de espesor de pelicula) a 300°C. La temperatura inicial fue de 100°C (4
min) y se fue incrementando a razén de 10°C/min hasta 300°C. El inyector se

mantuvo a 300°C. Se empleo helio de alta pureza a un flujo de 0.8 mL/min. El
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método de ionizacion fue impacto electronico (IE) con energia de 70 eV. Las

masas se escanearon en intervalo de 33-600 uma.

7.5 Animales

Se utilizaron ratones macho ICR con un peso de 25 a 30 g. Se mantuvieron a
temperatura constante de 22 + 1 °C con libre acceso a alimento y agua, bajo un
ciclo de luz/oscuridad de 12 h. Los animales fueron tratados conforme a la
NOM-062-ZO0-1999. Ademas se obtuvo la aprobacion del protocolo por parte
del Comité interno para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio

(CICUAL) de la Facultad de Quimica (Oficio CICUAL 021/11).

7.6 Farmaco y dosis

El diclofenaco sddico (COSUFAR) fue preparado a una concentracion de 1.0
mg/mL en solucion salina. Los extractos y la mezcla de valepotriatos se
prepararon con solucion salina y dos gotas de tween 80 a una concentracion de
30 mg/mL y se diluyeron para alcanzar una concentracion final correspondiente
a las dosis de 300, 100, 10, 5.62 y 3.16 y 1.77 mg/kg, que fueron administrados
en un volumen de 0.1 mL/10 g de peso corporal. El vehiculo consistio en

solucién salina isoténica con dos gotas de tween 80.
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7.7 Prueba de estiramiento abdominal inducida con acido acético

El tratamiento (vehiculo, farmaco, extractos o mezcla de valepotriatos) se
administré via intraperitoneal, después de 30 minutos se administré una
solucion de acido acético 1% (0.1 mL/10 g), se observo y se registré el numero
de contorsiones por periodos de 5 minutos hasta completar 20 minutos. Una
contorsion fue definida como la contraccién de la musculatura abdominal
seguida de la extension de las extremidades anteriores y el alargamiento del
cuerpo del ratdon. Al término de cada evaluacién los ratones fueron sacrificados
por sobredosis de CO2. Las curvas dosis-respuesta se construyeron con las

areas bajo la curva obtenidas por el método de los trapecios.

7.8 Andlisis estadistico

Los resultados se presentan como el promedio + EEM de al menos 6 animales
por grupo. Para comparar la diferencia entre el tratamiento y el control se utilizé
el andlisis de varianza de una via (ANOVA) seguido por la prueba de Dunnett.
Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas con una p<

0.05.
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8.- RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Extractos obtenidos

El rendimiento de cada uno de los extractos y de la mezcla de valepotriatos se

muestra en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Extractos obtenidos de V. edulis ssp. procera

Extracto Cantidad (g) Rendimiento (%)
Cloroformo 436.100 8.85
Etanol 255.300 4.86
Acuoso 2.366 2.36
Mezcla de valepotriatos 0.242 0.88

La mezcla de valepotriatos posee una consistencia aceitosa, presenta

coloracion amarilla y aroma sui generis.
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8.2Andlisis quimico

La mezcla de valepotriatos estda conformada por tres sustancias identificadas
por medio de CG/EM como valtrato, acevaltrato e isohomoacevaltrato. A través
de CL se determinaron las proporciones relativas de los componentes de la

mezcla (Cuadro 4).

1.20

1 Columna Symmetry ® C,g 5uym 4.6 x 250 mm
100 2 Fase movil: H,O/CH,CN 20:80
Flujo: 0.8 mL/min
0801 Deteccion: 256 nm
0.204 3

‘ 2.00 T 4.00 T 6.00 T 8.60 T 10.‘00 T 12.‘00 T 14.‘00 T 16.‘00 T 18.‘00 T
Minutes

Figura 9. Cromatograma de la mezcla de valepotriatos

Cuadro 4. Componentes de la mezcla de valepotriatos

Tiempo de retencién

Pico Proporcién (%)
(minutos)
1 3.631 45.53 valtrato
o 4171 44.34 acevaltrato
3 4.820 10.13 isohomoacevaltrato
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La proporcion de valtrato que encontramos en la mezcla de valepotriatos es
consistente con los trabajos de Bos y colaboradores' y Occhiuto vy
colaboradores*, que encontraron mayor cantidad de valtrato en el extracto
etandlico de V. edulis ssp. procera y V. officinalis, respectivamente. Incluso con
Fuzzati y colaboradores'™ quienes trabajaron con V. capense y encontraron que
el valtrato representa el 45% de los valepotriatos presentes en el extracto crudo

de la raiz.

En la Figura 10 se muestra el patrén de fragmentacion que se propone para el
valtrato. El fragmento m/z 405 que se observa en el espectro de masas por
impacto electronico (Anexo 1, Figura 19) se forma cuando el isovalerilo de la
posicion 1 pierde un metilo terminal, convirtiendo al isovalerato en 2-butenoato.
A su vez, el fragmento m/z 405 se divide en tres maneras distintas, en una de
ellas resulta en el fragmento m/z 162. Para que esta estructura se forme, el
fragmento m/z 405 pierde el isovalerato de la posicion 7, lo cual genera un
doble enlace endociclico que causa la apertura del epdxido y la formacion de
un grupo aldehido a partir de este. El 2-butenoato de la posicion 1 se pierde
como 2-butenoilo, generandose un grupo hidroxilo en la posicion 1. Por ultimo,
se pierde el acetato de metilo de la posicidon 4. Otra manera en que se puede
dividir el fragmento m/z 405 es a través de la pérdida del 2-butenoato de la
posicion 1, en este caso se pierde como acido 2-butendico, y del epoxido de la
posicion 8, la pérdida del epoxido genera un doble enlace endociclico entre los
carbonos 7 y 8; también se pierde el isovalerilo de la posicién 7, quedando un
grupo hidroxilo en esta posicion y un radical libre en el carbono 6, de esta

manera se forma el fragmento m/z 205
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La ultima forma en que se puede dividir el fragmento m/z 405 es a través de la

pérdida de todos los sustituyentes, se pierde el isovalerato de la posicion 7 y el

2-butenoato de la posicidn 1, se genera un doble enlace y un grupo aldehido

como se explico anteriormente y también se pierde acetilo de la posicion 11;

estas pérdidas generan el fragmento m/z 177.

m/z 162

- (CH3),CHCH,COOH
- CH,CHCCO
- CH,0COCH,

- CH,CHCHCOOH
- H,CO .
- (CH3),CHCH,CO

m/z 205

Valtrato

m/z 405

m/z 145

T

CH,),CHCH,COOH

o
NiCHCHCOOH
L

oH H]

Figura 10. Patron de fragmentacion del valtrato

\ o

m/z 131

- CO

m/z 159
Pico base

- OH
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El fragmento m/z 177 también puede dividirse de tres maneras distintas. La
primera de ellas involucra la pérdida de metanol desde la posicién 4, lo cual
origina un triple enlace entre los carbonos 3 y 4; de esta manera se forma el
fragmento m/z 145. Otra via que puede seguir la particion del fragmento m/z
177 es a través de la pérdida del metanol desde la posicion 4 y del aldehido de
la posicion 8, esto genera el fragmento m/z 119. La tercera forma en que puede
romperse el fragmento m/z 177 es perdiendo el radical hidroxilo de la posicidon
11, esto forma un doble enlace entre los carbonos 4 y 11 y un radical sobre el
carbono 3, resultando un fragmento m/z 159, el cual es también, el pico base.

La pérdida del aldehido de este fragmento origina el fragmento m/z 131.

En el patron de fragmentacién del acevaltrato se propone que el fragmento m/z
377, que se observa en el espectro de masas por impacto electrénico (Anexo 1,
Figura 20), se forma por la pérdida del isovalerato de la posicion 7, esta pérdida
genera un doble enlace entre los carbonos 7 y 8 y la formaciéon de un grupo
aldehido como se explicé anteriormente. El fragmento m/z 290 proviene del
fragmento m/z 377, se forma a partir de dos eventos: la pérdida del aldehido de
la posicion 8 y la pérdida del acetato que se encuentra en el sustituyente
acetoxiisovalerilo de la posicion 1, se forma un doble enlace y el
acetoxiisovalerilo se convierte en 2-isovalerenilo. El fragmento m/z 164, que es
el pico base, también se genera a partir del fragmento m/z 377, se forma a
partir de la pérdida del acetoxiisovalerilo y del acetato de metilo de las

posiciones 1y 4, respectivamente (Figura 11).
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Acevaltrato
— OY -+
(0]
X
(0]
(0]
\H/\(
o
m/z 480 [M]* m/z 290

J/ - (CH3)CHCH,COOH

- CH,0
- CH,COOH

v

- Aiv
- CH;COOCH;,

m/z 164
Pico base

m/z 377

Figura 11. Patrén de fragmentacion del acevaltrato. Aiv = acetoxivaleril

Para el isohomoacevaltrato (Su espectro de masas por impacto electronico se
encuentra en el Anexo 1, Figura 21) proponemos que el fragmento m/z 405 se
origina cuando se forma un doble enlace en el isovalerilo de la posicion 7
debido a la pérdida de un metilo. EI fragmento m/z 405 da lugar a tres
fragmentos: m/z 346, m/z 331 y m/z 207. El fragmento m/z 346 se forma
cuando el fragmento m/z 405 pierde acetato mientras que el fragmento m/z 331
se origina por la pérdida del acetato de metilo desde la posicién 4. Para formar
el fragmento m/z 207 se requieren tres eventos en el fragmento m/z 405: Se
debe perder el 3-metil-2-butenoilo de la posicidén 1, el 2-butenoilo y el epdxido

de las posiciones 7 y 8, quedando un doble enlace endociclico. A su vez, el
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fragmento m/z 207 se divide de dos formas. En la primera, la pérdida del
hidroxilo de la posicion 1 genera un doble enlace y de esta manera se forma el
fragmento m/z 191; en la segunda via el fragmento m/z 207 pierde acetilo y se
forma el fragmento m/z 167 y cuando este fragmento pierde el hidroxilo de la

posicion 1 se forma el fragmento m/z 149, fragmento que es el pico base

(Figura 12).
— -1+
— Isohomoacevaltrato -+ o]
J/—/{,
(0]
(¢}
0.
W
L miz 346 ° |
- o+
o] O H
miz 420 [M]* Y
- —  -CH,COOH I
- CH,4 X
_ —+ O
o H
o \( L miz 191 |
4/_< X ° - H,0,
(o]
0 — -+
0.
° o - CH4(CH,),COOH Y
N -CH,O N °
o - (CH3),CCHCO -
miz 405 >
— — (0]
J/ - CH;COOCH;
OH
— -+ N miz 207
0 H
ﬂ N - CH,CO-
o}
o) . - .
B H on H
o) OH
o
W
-H,O X
0 N <
m/z 331 o]
— — o _°
miz 149 OH
Pico base
- - L m/z 167 ]

Figura 12. Patrén de fragmentacion del isohomoacevaltrato



Por otra parte, en el extracto de cloroformo se identificaron los valepotriatos:
isovaltrato, 1-homovaltrato, isovaleroxiisovalerilhidroxidihidro-valtrato (IVHD-

valtrato) e isodihidrovaltrato por CL/EM.

En el espectro de masas por electrospray del isovaltrato (Anexo 1, Figura 22)
se observa el ion molecular formando un aducto con sodio en m/z 445, para

una formula molecular de C22H300sNa®.

— Isovaltrato — e+
— -+
H
OH
\
-+
N
m/z 445 [M + Na ]+ m/z 149
Pico base - -
- CH,COOH - CH,0
- (CH;),CHCH,COOH
m/z 159
— — + L -
H — —+
H
- (CH3),CHCH,CO -HO
_

m/z 261 L miz177 _

Figura 13. Patron de fragmentacion del isovaltrato

En el patrén de fragmentacion que proponemos el fragmento m/z 261se forma
cuando el ibn molecular pierde isovalerato y acetato de las posiciones 1y 7; la
pérdida de acetato genera un doble enlace entre los carbonos 7 y 8 que causa
la apertura del epoxido y genera un grupo aldehido en la posicion 8. Por otra
parte, el fragmento m/z 177 se forma a partir del fragmento m/z 261, resulta de
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la pérdida de isovalerilo; cuando el fragmento m/z 177 pierde hidroxilo del
carbono 11 y formaldehido del carbono 8 se obtienen, respectivamente, los

fragmentos m/z 159 y m/z 149 (Figura 13).

De igual forma, en el espectro de masas por electrospray del 1-homovaltrato
(Anexo 1, Figura 23) se observa el idbn molecular formando un aducto con sodio

en m/z 459, para una férmula molecular de C23H320sNa*.

_ 1-homovaltrato e+
o}
~ -+
on H +
-OH o
X —_—
o ° . _°
m/z 459 [M + Na]*
— Pico base L m/z 149 m/z 131
- (CH3),CHCH,COOH
- Miv
-CH,0
+ -CH,0
H aol
- CH,;CO

miz 177 L miz 159

m/z 219

Figura 14. Patron de fragmentacion del 1-homovaltrato. Miv = metilisovalerato

El fragmento m/z 219 sugiere que el idbn molecular ha perdido metilisovalerato e
isovalerato de las posiciones 1y 7, respectivamente; la pérdida del isovalerato
da lugar a la formaciéon de un doble enlace entre los carbonos 7 y 8 y de un
grupo aldehido en el carbono 8 de la manera en que se propuso anteriormente.
El fragmento m/z 177 proviene de la pérdida de acetilo en el fragmento m/z

219. Cuando el fragmento m/z 177 pierde el hidroxilo de la posiciéon 11 y
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formaldehido de la posicidn 8 se producen, respectivamente, los fragmentos
m/z 159 y m/z 149. El fragmento m/z 131 se puede formar a partir de los
fragmentos m/z 159 y m/z 149 por la pérdida respectiva de formaldehido y de

hidroxilo (Figura 14).

El patrén de fragmentacion que se propone para el IVHD-valtrato se muestra
en la Figura 15. En su espectro de masas por electrospray (Anexo 1, Figura 24)
observamos el pico base en m/z 361. Este fragmento se origina por la
formacion de un par de dobles enlaces alternados entre los carbonos 5y 6
debido a la pérdida de hidroxilo y entre los carbonos 7 y 8 debido a la pérdida
de acetato; la pérdida de acetato también provoca la apertura del epoxido y la
formacion de un grupo aldehido en el carbono 8 como se propuso
anteriormente; a su vez, se pierde isovalerato de la posicion 1 y se forma un
doble enlace convirtiendo al dihidropirano en pirano, de esta manera se forma
el fragmento que observamos en m/z 361. El fragmento m/z 177 proviene del
fragmento m/z 361, se forma por la pérdida de isovaleroxiisovaleril; por otra
parte, los fragmentos m/z 159 y m/z 149 se forman cuando el fragmento m/z

177 pierde, respectivamente, hidroxilo y formaldehido.
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IVHD-valtrato

miz 540 [M]*

-H,0 X
- CH,COOH ]
- (CH,),CHCH,COOH -HO N
L m/z 149
_ . 4
o H
- _+
o H
[0}
. -CH,0
i )

X

m/z 177

m/z 361
Pico base —

Figura 15. Patron de fragmentacion del IVHD-valtrato. liv = Isovaleroxiisovaleril

En el espectro de masas por electrospray del isodihidrovaltrato (Anexo 1,
Figura 25) se observa el pico base en m/z 407, se propone que este fragmento
se forma cuando el isovalerato de la posicidn 7 pierde un grupo metilo terminal
formandose un doble enlace en dicho isovalerato. El fragmento m/z 321 se
forma a partir del fragmento m/z 407: se forma un doble enlace entre los
carbonos 5 y 6 debido a la pérdida del 2-butenoato,la formacion de este doble
enlace también causa la apertura del epodxido y la formaciéon de un grupo
aldehido a partir del epdxido. Cuando el fragmento m/z 321 pierde el
isovalerato del carbono 1 se forma un doble enlace en el dihidropirano,

generando asi el fragmento m/z 219, cuando este fragmento pierde
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formaldehido se genera el fragmento m/z 191. El fragmento m/z 149 proviene

de la pérdida de acetilo en el fragmento m/z 191 (Figura 16).
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Figura 16. Patron de fragmentacién del Isodihidrovaltrato
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8.3 Evaluacion farmacoldgica

El curso temporal de las contracciones muestra el incremento de las

contracciones tras la administracion de acido acético; entre los 10 y 15 minutos

se observa el mayor numero de contracciones y en el ultimo periodo se

observa la disminucion de las mismas (Figura 17).
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Figura 17. Curso temporal de las contracciones inducidas con acido acético. Mezcla de
valepotriatos (A). Extracto acuoso (B). Extracto etandlico (C). Los valores se reportan
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como la media EEM de al menos seis animales por grupo.
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Con los datos del curso temporal se construyd la curva dosis-respuesta de la
actividad antinociceptiva. Todos los tratamientos presentaron efecto
antinociceptivo (Figura 18). Sobresale la actividad de la mezcla de valepotriatos
(Figura 18 A) ya que todas las dosis evaluadas presentaron efecto
antinociceptivo superior al 70% mientras que el farmaco de referencia
(evaluado a una dosis de 10 mg/kg) present6 47.6% de efecto antinociceptivo.
Incluso la dosis mas baja de la mezcla de valepotriatos (1.77 mg/kg) tuvo un

porcentaje de antinocicepcién superior al 80%.

En el extracto acuoso (Figura 18 B), la dosis de 3.16 mg/Kg presento efecto
antinociceptivo similar al farmaco de referencia mientras que el resto de las
dosis alcanzaron una eficacia mayor que dicho farmaco, presentando
porcentajes de antinocicepcion superiores al 70%. Por otra parte, en el extracto
etandlico (Figura 18 C), las dosis de 5.62 y 300 mg/Kg presentaron mayor
eficacia que el diclofenaco mientras que el resto de las dosis presentaron
actividad similar al farmaco de referencia. No se encontro relacion dosis-efecto
en ninguno de los tratamientos evaluados, al menos, en el rango de dosis que

se probaron.

La actividad analgésica que se demostro para V. edulis ssp. procera concuerda
con Sah y colaboradores*®, que demostraron el efecto antinociceptivo del
extracto de diclorometano de V. waliichii. Adicionalmente, el trabajo que se
presenta aporta evidencia que sefala a los valepotriatos como los compuestos
responsables del efecto antinociceptivo de V. edulis ssp. procera y

posiblemente de las otras valerianas.
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Figura 18. Actividad antinociceptiva de la mezcla de valepotriatos (A), extracto acuoso (B)
y extracto etandlico (C). Los valores se reportan como la media EEM de al menos seis
animales por grupo. Los datos fueron analizados por medio de una ANOVA seguido de
una prueba de Dunnett. Los asteriscos indican valores estadisticamente significativos
respecto al control. *p<0.05. C= control. D = diclofenaco.

La prueba de contracciones inducidas con acido acético es un modelo tipico de
dolor inflamatorio, este ha sido usado ampliamente para detectar actividad

analgésica y/o antiinflamatoria®®, la actividad analgésica que se detecta es de
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tipo periférica*'. Este modelo presenta una buena sensibilidad, sin embargo,
presenta poca especificidad; no obstante, se puede sortear este inconveniente
corroborando la actividad analgésica detectada con otros modelos de
nocicepcion®®. El dolor generado por este modelo se debe al incremento de
diversos mediadores endogenos, como prostaglandinas, serotonina e histamina
en los fluidos peritoneales*!, encargados de sensibilizar las terminaciones

nerviosas.

La actividad analgésica de V. edulis ssp. procera encontrada en el presente
trabajo probablemente se deba a la inhibicidén de la liberacién de mediadores
inflamatorios o, con base el trabajo de Gilani y colaboradores*?, posiblemente

que involucre la apertura de canales Kate.

Los resultados de este trabajo sustentan la utilidad de la V.edulis ssp. procera

en el tratamiento de dolor de tipo visceral.
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9.- CONCLUSIONES

Se obtuvo una mezcla de valepotriatos conformada por valtrato,
acevaltrato e isohomoacevaltrato. A su vez, en el extracto de cloroformo
se identificaron isovaltrato, = 1-homovaltrato, IVHD-valtrato e
isodihidrovaltrato.

Los extractos acuoso, etandlico y la mezcla de valepotriatos poseen
actividad antinociceptiva. Sobresale la actividad de la mezcla de
valepotriatos ya que todas las dosis evaluadas fueron inclusive mas
eficaces que el diclofenaco utilizado como farmaco de referencia.

Los resultados indican que los valepotriatos son los compuestos
responsables de la actividad analgésica de V. edulis ssp. procera.

La técnica de cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de
masas por ionizacion electroespray (ESI) o la cromatografia de gases
acoplada a espectrometria de masas por ionizacion de impacto
electronico (IE) son técnicas adecuadas para caracterizar a los

valepotriatos.
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10.- PERSPECTIVAS

e Optimizar el método de obtencién de la mezcla de valepotriatos.

e Separar los componentes de la mezcla de valepotriatos.

e Verificar la actividad antinociceptiva de los valepotriatos y/o la mezcla de
estos a través de otros modelos de dolor de tipo visceral.

e Evaluar toxicidad aguda y cronica de valepotriatos y/o mezcla de

valepotriatos.
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ANEXO 1. ESPECTROS DE MASAS

AHAN29-3 #540 RT: 12.46 AV: 1 SB: 40 13.04-13.94 NL: 1.52E6

T L ACICull maa 29 EN 2NN EN
100 159 o
(0]
90 o 131
19 o)

80-| X
70 °

] o)
60

(6]
50 02 o
187
40
162
30 o
20
177

10 205

- et s s B ) B B B B B B B S B R B B B B ]

50 100 150 200 250 300 350 400 450

m/z

AHAN20-3#789 RT: 18.21 Av: 1 SHILH ® 320E6n@CH el masas por IE del valtrato
T: + ¢ El Full ms [ 32.50-600.50]

100 164

206

164 o
100
206 o Y
90 I
80 N
o]
70 o
60
O

. (0] (0]
50
40— o o

43 57

30
136 163
20 108
107 147
9 89

10711 51 91 195 las 165 0 290

TN W e T L L i
0“\‘H\‘”‘”\H\‘\‘\‘\”‘\‘\\‘\\\‘\ L e e s s S e I L — T T T T T T T

50 100 150 200 250 300 350 400 450

m/z

AHAN29-3 4917 RT: 21.16 AV: 1FEBLIR1267-Iospaatrodermasas por IE del acevaltrato
T: + ¢ El Full ms [ 32.50-600.50]

100 149

m/z

AHAN29-3 #917 RT: 21.16 AV: 1 SB: 39 19.87-20.75 NL: 1.27E7
T: + ¢ El Full ms [ 32.50-600.501
149

100 o
90| 0 Y
80| AN o
70 0
60-] o
50|
o 5 ~

40—
30 167
o
20 57 1o
41 55 150 207
10— ‘ 69 H 83 84‘|04 113 ‘ 279
132 168 208

0 “H 5? “ “‘ ““ T “ ‘H L ‘15‘1 ‘\ T 1\91 T b \24\9 2\§3\ ‘\‘ \281\ \315\ 3?1 \34? 3§5 T T \405\ L

50 100 150 200 250 300 350 400 450

m/z

Figura 21. Espectro de masas por IE del isohomoacevaltrato
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Figura 22. Espectro de masas por ESI del isovaltrato
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Figura 23. Espectro de masas por ESI del 1-homovaltrato

54



1004
0]
0 )U\
(0}
0
(o) \
o)
(0]
© (0]

=

0
159 699
149 22
177
D T II.‘“‘Il lI \I \I LIII T l T * + \l IL T T T \‘ T T T T T T T T T T T T T \WZ

frerehe T T T Y T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850 900 950 1000

Figura 24. Espectro de masas por ESI del IVHD valtrato
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Figura 25. Espectro de masas por ESI del isodihidrovaltrato
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