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1. Resumen

Ligusticum porteri Coulter & Rose (Apiaceae) es una de las plantas mas ampliamente
comercializadas en México donde se conoce comunmente con los nombres de
“chuchupaste”, “hierba del cochino”, “raiz de angélica” y “osha”. La raiz y hojas han sido
utilizadas para ayudar a aliviar desordenes gastrointestinales, resfriados e infecciones
respiratorias, heridas y recientemente diabetes.

El aceite esencial, obtenido de la raiz, por hidrodestilacién fue analizado
mediante la técnica de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, lo
que permitié identificar 31 metabolitos secundarios, que representan aproximadamente
el 99% del total de la esencia. Entre los principales se encuentran compuestos del tipo
de las ftalidas como la Zligustilida (1) y Z-3-butilidenftalida (3) (44.61%),
sesquiterpenoides y monoterpenoides. Mientras que la determinacién de los
componentes volatiles de la especie mediante la técnica de microextracciéon en fase

solida (HS-MEFS-CG-EM-TOF) permiti6 establecer que los componentes mas

importantes son p-cimeno, o- terpineno, ectocarpeno, y trans-verbenol.

La prueba de toxicidad de Lorke permitié6 comprobar que el aceite esencial y la

infusién son inocuos para roedores ya que presentaron una DLso mayor a 5000 mg/Kg.

La planta presenta un potencial efecto analgésico que puede ser usado para
controlar dolor a nivel visceral inflamatorio y central. El efecto antinociceptivo fue
probado en dos modelos farmacoldgicos conocidos, el de la placa caliente y el de
estiramiento abdominal. Z-ligustilida (1) 3-Z-butilidenftalida (3) fueron los principios
activos en la prueba de placa caliente, mientras que la diligustilida (6) fue mas activa en

la prueba de estiramiento abdominal.
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Por otra parte, se comprobo, mediante la prueba de estiramiento abdominal, que
el aceite esencial presenta un efecto espasmolitico moderado (316 mg/Kg) y un
importante efecto antihiperglucémico en las pruebas de tolerancia tanto a la glucosa
(56.2 y 100 mg/Kg), como a la sacarosa (31.6, 56.2 y 100 mg/Kg). La infusién, en cambio,
no mostr6 efecto sobre la motilidad intestinal importante a las tres dosis ensayadas
(31.6, 100 y 360 mg/Kg). En los ensayos para determinar el efecto antihiperglucémico
mediante la prueba de tolerancia a la sacarosa, la infusién presentdé un efecto
significativo (p < 0.05) a la dosis de 31.6 mg/Kg. Los efectos de los preparados en la
prueba OSTT son congruentes con la presencia de la ftalida 3.

La informacioén cientifica generada a través de la presente investigacién aporta
parte del conocimiento requerido para integrar una monografia tipo OMS y contribuir

al uso racional de la especie L. porteri.
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1.1. Abstract

Ligusticum porteri Coulter & Rose (Apiaceae) is one of the most widely commercialized
drugs in Mexico where it is commonly known with the names of “chuchupaste”,
“hierba del cochino”, “raiz de angelica” and “osha”. The roots and leaves have been used
to help alleviate gastrointestinal disorders, flu and other respiratory infections, wounds

and, recently for diabetes.

The essential oil obtained from the root, by hydrodistillation was analyzed by
the technique of Gas Chromatography coupled with Mass Spectrometry, identified 31
secondary metabolites, which represent approximately 99% of the essence. Among the
main are compounds of the type phthalides such as Z-ligustilida (1) and Z-3-
butilidenftalida (3) (44.61%), sesquiterpenoids and monoterpenoid. While the
determination of the volatile components of the species by the technique of Solid Phase
Microextraction (HS-SPME) established that the most important components are p-

cymene, a-terpinene, ectocarpene, and trans-verbenol

Lorke’s acute toxicity test of the essential oil and the infusion of the plant
revealed that they were safe for rodents. The LDso was higher than 5000 mg/kg in both

cases.

The plant showed potential analgesic effect which could be useful for controlling
inflammatory visceral and central pains. The antinociceptive effect was tested in two
well-known pharmacological models, the hot plate and writhing tests. Z-ligustilide (1)
and 3-Z-butylidenphthalide (3) were two of the active principles in the hot plate tests,

while diligustilide (6) was more active in the writhing.

The essential oil and infusion of the plant were also assessed for their

antidiabetic and spasmolytic actions. The antidiabetic effect was determined using an

3
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acute hypoglycemic as well as sucrose and glucose tolerance tests, in both normal and
diabetic mice. The preparations showed significant antihyperglycemic effect in the
OSTT, consistent with the presence of phthalide 3. The spasmolytic action was
determined using the charcoal intestinal transit test; the best effect was observed with

the oil which decreased charcoal transit by 1085 mg/Kg, with respect to the control
group.
The scientific information generated through this research provides some of the

information required to integrate the pharmacopeia and WHO monographs of L.

porteri, which in turn will contribute to the rational use of this important species.
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2. Antecedentes

2.1. Ligusticum porteri

2.1.1.  Generalidades sobre la especie Ligusticum porteri

El género Ligusticum (Apiaceae) consiste de 40 a 60 especies perennes distribuidas en
las regiones boreales y montafiosas del mundo (Turi y Murch, 2010). En América del
Norte las especies del género se distribuyen en Canada, Estados Unidos y México, donde
se les conoce como “osha” y son altamente apreciadas con fines alimenticios, de caza,
magico-religiosos y medicinales. Entre las comunidades de Aspen en Gunnison County,
Colorado Ligusticum porteri Coulter & Rose es la especie dominante (Figura 1)

(Crawford er al., 1998).

Figure 3. of L

Species in North America as Compiled by the
Global Biodiversity Information Facility®

B Ligusticum porteri

| Ligusticum filicinum
Ligusticum tenuifolium

W Ligusticum canbyi

W Ligusticum grayi

Figura 1. Distribucién del género Ligusticum en Norteamérica (Turi y Murch,

2010)
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Ligusticum porteri es un planta propia de climas templados, con poblaciones en
bosques de pino encino en el Norte de la Sierra Madre Occidental y en el Sur de las
Montafias Rocallosas, en Estados Unidos en los estados de Colorado, Wyoming, Sur de
Idaho, Sur de Utah, Nuevo México, Este de Nevada y Sur de Arizona (Mathias y
Constance, 1994; Cronquist et al, 1997) (Figura 2). En México se encuentra en Sonora
(Sierra del Chuchupate, El Talayote, Las Cuevitas, Sierra del Orquetudo y Mesa del
Campanero), Chihuahua (San Antonio, Santa Clara, Ureina y Rancho Blanco) y
Durango (Canoas, Gavilanes, La Guajolota, Los Charcos, Llano Grande, San Bernardino

de Milpillas Chico, San Francisco de Ocotdn y Santa Maria de Ocotan) (Zolla, 1994).
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Figura 2. Distribuciéon geografica de L. porteri en México y Estados Unidos de

Norteamérica (Trépicos, Missouri Botanical Garden).
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Ligusticum porteri (Figura 3) es una hierba monoica, perenne. Su tallo es firme,
caulescente, ramificado libremente, de 50 a 100 cm de altura, glabro a través de la
inflorescencia puberulenta. Su raiz es axonomorfica, perenne, con pocas raices
adventicias desde la corona, fibrosas y coronadas sobre la raiz principal. Sus hojas son
ovadas en el contorno general, excluyendo los peciolos, de 15 a 28 cm de largo y de 12 a
20 cm de ancho, trenadas-pinnadas, en foliolos ovados, mayormente distintos, sésiles a
peciolados, con un tamafio de 2.5 a 5 cm de largo y de 1 a 3 cm de ancho, regularmente
incididos. Lébulos obtusos o agudos, completamente o dentados; peciolos de 10 a 30 cm
de largo; hojas caulinas como las basales, con divisiones poco lobadas; pedunculos
firmes, alternados y algunas veces verticilados, de 6 a 30 cm de largo, ligeramente
hinchados en el 4pice; involucro ausente u ocasionalmente solitario en una bractea
decidua; involucelo ausente o en varias bracteletas lineales, de 2 a 7 mm de largo,
igualmente o mas cortos que las flores y frutos. Su inflorescencia es de umbelas
compuestas. Sus flores son blancas. Estambres 5. Ovarios 2. Sus frutos son
esquizocarpicos, oblongos, de 5 a 8 mm de largo, de 2 a 4 mm de ancho, teretes, las
costillas estrechamente aladas; de 4 a 6 tubos aceitosos en los intervalos, de 8 a 10 en la
comisura. Sus semillas son aplanadas dorsalmente en la seccién transversal, acanaladas
bajo los tubos (Constance et al, 1976; Cronquist et al, 1997; Galaviz et al, 1994;
Mathias y Constance, 1994).

Como la mayoria de las plantas con un rango de distribucién amplio, L. porteri se

conoce con distintos nombres comunes, de tal forma que los Tarahumaras de Chihuahua

» « » «

la llaman “wasia”, “chuchufate”, “osha”, “chuchupate”, y “chuchupaste”. En el Distrito

Federal se comercializa bajo los nombres de “chuchupate”, “chuchupaste” y “raiz de
cochino”. En Durango se denomina “raiz de angélica”, “raiz de cochino” y “yerba del
cochino”. En Colorado y Nuevo México, Estados Unidos de América del Norte, se le

» «

conoce como “chuchupatle”, “chuchupatli”, y “osha” mientras que en Texas se le llama

“raiz de angélica” (Figura 4) (Linares y Bye, 1987; Olivas, 1999).
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Figura 3. Ligusticum porteri Coulter y Rose (Apiaceae). Planta integra en su habitat

natural.

Figura 4. Ligusticum porteri Coulter y Rose (Apiaceae) Raiz.

Ligusticum porteri es una planta “rara” de acuerdo a la Lista Roja de Plantas
Amenazadas de 1997 de la IUCN (/nternational Union for Conservation of Nature), lo

que significa que la poblacién mundial de la especie es pequefia, y aunque no estd en
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peligro de extincidén, es vulnerable. Las especies designadas como “raras” tienen un tipo
de habitat especifico, una distribucion restringida o se encuentran dispersas en un area

muy extensa (Walter y Gillet, 1998).

El conocimiento para la propagacién y cultivo de L. porteri es limitado, de alli la
importancia de preservarla (Convention on International Trade in Endangered Species

of Wild Fauna and Flora, 2004) (Panter et a/, 2004; West y Jackson, 2004).

La raiz de la yerba del cochino se utiliza en las practicas médicas populares, sola o
en combinacién con otras plantas como Croton niveus, Juliana adstringens'y Brickellia
cavanillesii. Los usos mas importantes incluyen el alivio de dolores de estémago, el
tratamiento de la tos, insomnio, resfriados, diarrea y otros desdrdenes gastrointestinales.
También se ha descrito su aplicacién como antiséptico, carminativo, y antidoto contra la
picadura de alacran (Appelt, 1985; Argueta et al, 1994; Bye, 1986; Galaviz et al, 1994;
Olivas, 1999). De acuerdo a Linares y Bye (1987) la planta es apreciada para la
prevencion de infecciones en cortaduras y heridas aplicando de manera toépica la raiz
pulverizada; la misma parte de la planta se recomienda también para limpiar las orejas
con garrapatas y matar los piojos en las comunidades Tarahumara y Zuni de Chihuahua;
en esta region lo usan también como antiséptico, energético, analgésico y para tratar la
diarrea, resfriados, bronquitis, neumonia, tuberculosis, diabetes y ulceras (Olivas, 1999).
El uso del chuchupate como agente antidiabético y energético parece ser reciente y,
segin Olivas, para la diabetes se hierve la raiz y se toma diariamente durante tres meses
y como energético se puede usar como coccién o mascar un pedazo de raiz y escupir.
Cabe mencionar que en 2005 Andrade-Cetto y Heinrich mencionan el uso de la planta

como antidiabético, sin citar el trabajo de Olivas.

En Durango, la infusién de la droga cruda se bebe para aliviar el dolor de estémago

(Olivas, 1999) y para tratar los cdlicos en nifios (Argueta er al, 1994); Olivas sefiala
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también que en ese estado la raiz aplicada tépicamente es util para las heridas, cortadas
y quemaduras. En Sonora, los Pima de Yecora, utilizan el cocimiento de la raiz en la
mafiana y en la tarde para el tratamiento del resfriado, tos, estémago suelto y falta de
suefio; para las picadas de alacrdn o reumas, toman un vaso del cocimiento de la raiz,
tres veces al dia (Galaviz er al, 1994). En Zacatecas, la infusién o decoccién de las ramas,
se usa para aliviar el dolor de estémago, pulmoén y rifidén; asi como para el tratamiento de

las heridas en forma tépica.

El chuchupate también se emplea en otras regiones del mundo; asi en las practicas
fitoterapéuticas contemporaneas de Francia, L. porteri se usa por sus propiedades tonicas
amargas y desinfectantes; asi como para el alivio de los célicos estomacales. La raiz
machacada en agua caliente sirve como enjuague para aliviar infecciones de la garganta
y la laringe. En caso de afecciones inflamatorias de las vias respiratorias superiores
también se recomienda una preparacion de la raiz en miel, afiejada durante seis meses

(Goetz, 2005).

De acuerdo a la Asociacion Americana de Productos a Base de Plantas (AHPA)
durante el periodo 1997-2006, la recoleccién y demanda de L. porteri incrementd de
manera importante (Silver, 2007), es muy probable que esta tendencia se haya
mantenido en los ultimos cinco afios; actualmente la droga cruda se vende entre 30 y 50

ddlares por libra (Terrell y Fennell, 2009).

2.1.2.  Antecedentes fitoquimicos y farmacoldgicos
La especie L. porteri ha sido objeto de algunas investigaciones desde el punto de
vista quimico. Los metabolitos aislados y caracterizados en estos estudios incluyen:

ftalidas, terpenoides, fenil propanoides y cumarinas (Cegiela-Carlioz et al, 2005;

Delgado et al, 1992; Delgado et al, 1988; Herndndez-Vazquez, 1999; Hou et al, 2004;

10
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Rios y Delgado, 1999; Zschoke et al, 1998; Reza-Gardufio, 1987; Ledén, 2011). Los

fenilpropanoides y las ftalidas son los constituyentes mayoritarios, en particular la
diligustilida (6), la Z-3-butilidenftalida (3) y la Zligustilida (1). En las Figuras 5-8 se

enlistan los constituyentes caracterizados en la planta a la fecha.

Figura 5. Principales ftalidas detectadas en la especie Ligusticum portersi.

/ [
Wi W

Z-ligustilida (1) E-Ligustilida (2)
@:éj// @:éj//
o o
Z-3-Butilidenftalida (3) Butilftalida (4)
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Figura 5. Principales ftalidas detectadas en la especie Ligusticum porteri.(continuacion)

Diligustilida (6)
Riligustilida (5)

| 0
HO
o OH ©
Senquiundlida F(7) Senquiundlida I (8)
0 (0]

O O\ o o\

Toquindlida B (9) 4,5-Deshidrotoquinolida (10)
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Figura 6. Principales metabolitos secundarios del tipo terpenoide, detectados en la

especie Ligusticum porter1

&

~
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a-Pineno (11) a-Felandreno (12) Limoneno (13)
fFelandreno (14) a-Terpineno (15) p-Cimeno(16)

Mirceno (17) Sabineno (18) y-Terpineno (19)
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Figura 6. Principales metabolitos secundarios del tipo terpenoide, detectados en la

especie Ligusticum porteri
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Figura 6. Principales metabolitos secundarios del tipo terpenoide, detectados en la

especie Ligusticum porteri (Continuacién)
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Figura 6. Principales metabolitos secundarios del tipo terpenoide, detectados en la

especie Ligusticum porteri (Continuacién)

P

[-Barbateno (38), [-Funebreno (39) Widreno (40)
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Figura 7. Principales compuestos fendlicos y otros aromaticos
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Figura 7. Principales compuestos fendlicos y otros aromdticos (continuacién)
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Figura 8. Principales metabolitos secundarios del tipo cumarina, detectados en la especie

Ligusticum porteri

A A
R

Imperatoina (52) Isoimperatoina (53)

H,CO o) o)

Osthol (54) Acetato de columbianedina (55)

En 2011 Rivero et al reportaron el desarrollo y validacién de un método analitico
por cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (CLAR) de utilidad para determinar
simultaineamente diligustilida (6), Z-ligustilida (1) y Z-3-butilidenftalida (3), las ftalidas

bioactivas mayoritarias de la raiz de la planta (Rivero er a/, 2011).

La especie ha sido también objeto de varias investigaciones de tipo farmacoldgico,

algunas orientadas a determinar la eficacia de extractos y algunos compuestos aislados a
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partir de la especie. Asi, Cégiela-Carlioz y colaboradores (2005) demostraron que el
aceite esencial (100 pg/Kg) de las raices, preparado por arrastre de vapor o por
extraccion con disolventes, potencia la actividad de los antibidticos fluoroquinolina y
norfloxacino 2 y 4 veces, respectivamente, frente a una cepa de Staphylococcus aureus
resistente a norfloxacino. En otro estudio se encontré que los extractos acuosos y
metanolicos preparados a partir de las raices no afectan el crecimiento de células
humanas cancerosas de mama MCF-7/AZ ni de colon HCT8/E11 (Daniels et al, 2006).
En 2007 como parte de un estudio conducente a establecer la toxicidad preclinica de
una serie de plantas utilizadas en las practicas médicas populares de México, se
comprobd que el extracto integro presenta una dosis letal media (DLso) de 1085 mg/Kg
establecida por el método de Lorke en ratones. El extracto no presentd toxicidad para el
crusticeo Artemia salina ya que la CLso fue de 777.98 ng/mL ni provocé efectos
genotdxicos cuando se analizé6 mediante la prueba de Ames (Deciga-Campos er al,
2007). Por otro lado, la Z-ligustilida (1) fue moderadamente tdxica para Artemia salina
(CLso de 20.10 ppm), mientras que la riligustilida (5) y la diligustilida (6) no, ya que
presentaron una CLso mayor a 1000 ppm (Delgado et al,, 1992).

Zuluaga-Quiceno (2009) evaluo el potencial antibacteriano de la especie contra la
bacteria Helicobacter pylori. Los resultados obtenidos indicaron que el extracto
organico evaluado presenta una actividad anti-A. py/ori significativa (CLso 31.25 pug/mL)
y el compuesto diligustilida (6), present6 también actividad anti-H. pylori significativa

(CLso= pg/mL) (Li et al, 2005; Zuluaga, 2009).

Recientemente se demostré que el extracto organico de las raices de L. porteri
administrado por via oral en ratones normales y diabéticos, presenta un efecto
hipoglucemiante y antihiperglucémico significativo. Los compuestos diligustilida (6), Z-
ligustilida (1), y Z-3-butilidenftdlida (3) fueron los responsables de la actividad

antihiperglucémica. La Z-3-butilidenftalida (3) fue el producto mads activo; a la dosis de
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56.2 mg/kg disminuyd los niveles de glucosa en ratones diabéticos [NAD (50 mg/Kg),
STZ (100 mg/Kg)] después de una carga oral de sacarosa sugiriendo que su efecto
antidiabético se debe a la inhibicién de las a-glucosidasas a nivel intestinal. De acuerdo
a ensayos in vitro, el producto 3 inhibié la glucosidasa de levadura (Clso 2.35 mM) de
una manera no competitiva con una Ki de 4.86 mM. Un andlisis de acoplamiento predijo
que la ftalida 3 se une a un lugar cercano al sitio catalitico, pero diferente a la zona de

union de la acarbosa, con una Ki de 11.48 mM (Brindis er al, 2011).

Ademas de los estudios mencionados, cabe destacar que las ftalidas Z-ligustilida (1)
y diligustilida (6) poseen propiedades neuroprotectoras, relajantes del musculo liso, y

antisépticas (Chan et al, 2007; Kuang et al,, 2006; Or er al, 2011).

Kuang et al,, 2009; Ho et al, 2009 y Kuang et al, 2006 reportan la actividad del
compuesto 1 contra el Alzheimer, lo mencionan como un candidato potencial para
estudios preclinicos destinados a la prevencion y tratamiento de los problemas causados

por esta enfermedad.

Du et al, 2006 demostr6é que el compuesto 1 presenta efecto sobre musculo liso
uterino inhibiendo la contracciéon del mismo, posteriormente reportan la actividad

antiespasmodica y antiinflamatoria del compuesto (Du et al, 2007; Du et al., 2006).

En el afio 1987 fue reportada la actividad contra la agregaciéon plaquetaria del

compuesto butilidenftdlida (3) (Teng et a/, 1987)

En 2002 Kwon y Ahn reportaron la actividad acaricida del compuesto 3,
observando una Dosis Letal Media (DLso) de 6.77pg/cm?y de 6.46 77pg/cm? para adultos
de Dermatophagoides farinae y Dermatophagoides pteronyssinus respectivamente, el

efecto obtenido fue comparable con el del control benzoato de bencilo (Kwon y Ahn,

2002).
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Los compuestos 1 y 3 presentan actividad insecticida contra larvas y adultos de
Drosophila melanogaster en Concentraciones Letales Medias (CLso) de 4.99 y 9.90
pmol/mL en larvas; el compuesto 3 presenta una CLso de 5.93 pmol/mL en adultos, esta
actividad fue similar a la obtenida con el control positivo (Rotenona) que dio una CLso

de 3.68 pmol/mL (Tsukamoto er aZ, 2005).

2.2. Importancia de las monografias tipo OMS de plantas medicinales

En el presente, los sistemas tradicionales de medicina han adquirido mucha
importancia. Se estima que en paises en vias de desarrollo, una gran proporcién de la
poblacién recurre a las plantas medicinales para satisfacer sus necesidades de atencion
primaria de la salud; en los paises desarrollados se ha notado un incremento notable del
uso de las terapias alternativas o complementarias que emplean plantas medicinales
como principal recurso terapéutico (Goldfrank, 1982; Vulto y Smet, 1988; Mentz y
Schenkel, 1989; Rates, 2001; WHO, 1999). De tal forma, que en las ultimas dos décadas
la herbolaria medicinal ha tenido gran auge en paises industrializados, como los EE.UU.,
Canada, Australia, Japon y varios de la Comunidad Europea (Eisenberg et al, 1998;
MacLennan er al, 1996; Millar, 1997). El gran incremento en el uso de hierbas
medicinales es también un negocio muy lucrativo; en China estos productos constituyen
entre 30 y 50% del consumo de medicamentos, lo que equivale a un valor en ventas de
14 billones de doélares en 2005. En el afio 2006 la venta llegé a 1 billon de ddlares en
Japén; mientras que los australianos gastaron 1.86 mil millones en el periodo 2004-2005.
Durante 2007 en el Reino Unido y Brasil el gasto fue de 230 y 160 millones,
respectivamente (WHO, 2011).

Son muchas las razones que han contribuido a este repunte de la medicina

herbolaria; por un lado un gran porcentaje de la poblaciéon no tiene acceso a los
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tratamientos farmacoldgicos convencionales; asi mismo un sector importante de la
poblaciéon mundial considera que la medicina convencional provoca numerosos efectos
secundarios, y tiene la idea errénea de que los productos naturales son inocuos. No
obstante el amplio uso de las plantas medicinales y productos herbolarios, son pocas las
especies medicinales que han sido cientificamente analizadas para comprobar su
eficacia, inocuidad y composicién quimica. Tampoco se tienen datos sobre sus efectos
adversos, interacciones planta-firmaco, y no existe un monitoreo en lo referente al
deterioro, contaminacién con metales tdxicos o compuestos activos de origen sintético y
adulteracién (por identificaciones erréneas o substitucidén intencional con otras
especies) (Arab, 2000; Jordan er al, 2010; Shetti er al,, 2011). En el mismo sentido, en la
mayoria de los paises los medicamentos herbolarios no estdn bien regulados y su uso no
siempre ha sido autorizado por los organismos encargados de aplicar los procedimientos
de seguridad y eficacia correspondientes y muchos articulos apuntan a la falta de calidad

en la produccidn, comercializacién y prescripcién de los productos fitoterapéuticos.

El problema es aiin mayor si se considera que los paises tienen diferentes maneras
de definir lo que es una planta medicinal, una hierba o un producto derivado de éstas, y
han adoptado distintos caminos para la autorizacién, produccién y comercializacion de
estos materiales. Por lo tanto, los criterios para asegurar su calidad, inocuidad y eficacia

pueden diferir considerablemente (WHO, 1998).

Lo antes expuesto indica claramente la necesidad de tener informacién fidedigna y
estandarizada sobre la seguridad y eficacia de las especies medicinales, incluyendo
estudios clinicos y farmacoldgicos; sin embargo, este tipo de investigacién no se obtiene
con la velocidad suficiente para satisfacer las necesidades de salud publica; debido a esto
se han realizado estudios epidemiolégicos que tienen el objetivo de recopilar

informacidn sobre las formas de administracién, dosificacién y preparacién, que le da la
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poblacién a las plantas medicinales y a partir de los conocimientos adquiridos poder

determinar los beneficios y riesgos de estos productos (Rates, 2001).

Con la finalidad de aportar las metodologias necesarias para la investigacién y
aseguramiento de la calidad, eficacia y seguridad de los productos herbolarios, la OMS
ha publicado una serie de documentos y ha incrementado los esfuerzos para promover
el monitoreo de la seguridad de los productos herbolarios, en el contexto del Programa
Internacional de Monitoreo de Farmacos. Asi surgid el documento “Guidelines for the
assessment of herbal medicines’ que contiene los lineamientos generales para establecer
el control de calidad de los medicamentos herbolarios. Este documento fue adoptado en
la sexta reunion de la ICDRA celebrada en el afio de 1991 en Ottawa, Canadd. En esta
reunién se recomendd que la OMS desarrollara los modelos de monografias cientificas
de las plantas medicinales mads utilizadas en el mundo, con la finalidad de establecer los
parametros de inocuidad, eficacia, control y aseguramiento de la calidad de dichas

plantas (WHO, 1999).

Para 1999 se publicé un primer tomo con 28 monografias de plantas medicinales
de amplio uso en el mundo. Estas servirfan de modelo para que los paises miembros
elaborasen los documentos de sus plantas autéctonas. En el afio 2001 se publicé un
segundo tomo con 30 monografias mas, un tercer volumen fue publicado en 2007 con 31
nuevas plantas y durante 2009 se publicé un cuarto volumen con 28 nuevas
monografias; existe ademas un documento publicado en 2010, que incluye la
informacidn sobre 30 plantas de amplio uso en los nuevos estados independientes; de las

cuales 13 son nuevas especies y las 17 restantes representan versiones actualizadas de

monografias publicadas anteriormente (WHO, 1999; 2002b; 2007; 2009; 2010).

Estos documentos, ademas de proporcionar informacion cientifica sobre la

seguridad, eficacia, y control de la calidad de plantas medicinales ampliamente
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utilizadas alrededor del mundo, constituyen herramientas valiosas para los sectores
gubernamentales de sus paises miembros en lo referente a la regulacién, adecuacién e
incorporaciéon de los remedios tradicionales al sistema de salud oficial. Ademas
instituyen modelos idoneos para ayudar a las naciones participes a desarrollar las
monografias de sus especies verndculas para lograr armonizar a nivel global el uso de
hierbas medicinales respecto a seguridad, eficacia y control de calidad y asi regular el
creciente comercio de drogas vegetales entre la sociedad en general. Es importante
mencionar que debido a la falta de regulacién de los productos herbolarios a menudo se
pueden encontrar productos adulterados, de sustitucién o contaminados con

microorganismos, plaguicidas y metales toxicos (Wichtl, 2006).

Cada monografia consta de dos partes, la primera se refiere a la identificacién y
aseguramiento de calidad: aspectos botanicos, distribucion geografica, ensayos de
identidad, requisitos de pureza, analisis quimicos y compuestos activos y mayoritarios de
las plantas. La segunda parte resume una extensa revisiéon de trabajos cientificos, e
incluye los usos tradicionales no demostrados cientificamente, datos farmacoldgicos y
clinicos, contraindicaciones, precauciones, reacciones adversas y posologia de cada

planta (WHO, 1999).

Como respuesta a las iniciativas de la OMS, y debido al interés del publico por
consumir productos herbolarios adecuados, muchos paises han publicado una serie de
documentos de caracter oficial (Figura 9) que tratan de resumir los aspectos mas
relevantes de los métodos de andlisis para determinar la identidad, pureza, composicién
y eficacia de las drogas crudas y sus preparados fitofarmacéuticos. En general, los
parametros utilizados para asegurar la calidad de las drogas crudas y sus preparados
implican pruebas de identidad (botdnica y quimica para el establecimiento de huellas

digitales), pruebas de pureza (para identificar adulterantes y/o contaminantes) y pruebas
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de composicion (que permitan establecer el contenido de principios activos y/o

compuestos marcadores).

No obstante los esfuerzos de la OMS, la medicina herbolaria ha evolucionado de
manera diferente alrededor del mundo, siendo la medicina tradicional de la Republica
Popular de China, una de las fuentes mas valiosas y mejor documentadas, con mas de
7,000 especies de plantas medicinales. Por otra parte, la Comunidad Europea ha dado un
enfoque distinto al establecimiento de criterios armonizados para la evaluacién de las
fitomedicinas para con ello apoyar a la investigacién cientifica y contribuir a la
aceptacion de la fitoterapia en el continente europeo. En los Estados Unidos de
Norteamérica también se ha avanzado de manera importante en el aseguramiento de la
calidad, seguridad y eficacia de los productos medicinales, al promover mediante una

serie de textos cientificos el uso responsable de estos medicamentos.

México, pais con una enorme tradicion en el uso de hierbas con fines curativos, no
ha quedado exento de la influencia de todos los cambios ocurridos en el desarrollo y
comercializacion de los fitomedicamentos. Como una respuesta al llamado de la OMS
México cred la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos, siendo ésta la
primera en su tipo de toda América Latina. Su objetivo es el de establecer los métodos
de analisis y especificaciones técnicas que deben cumplir las plantas y sus derivados, que
se utilicen en la elaboracién de medicamentos y remedios herbolarios, para contribuir al

mejoramiento de la calidad de este tipo de productos y a su uso racional.

Este documento contiene informacién sobre: Seguridad de uso en plantas
medicinales, precaucién en el manejo de aceites esenciales, una relacién de especies de
uso etnobotanico, informacién sobre la preparaciéon de tisanas, el almacenamiento de
drogas vegetales, ademds de 20 monografias generales de analisis especificos, 41

monografias de plantas y 23 monografias de aceites esenciales (FEUM, 2001).
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Sin embargo, la informacién contenida en estas monografias resulta insuficiente.
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Figura 9. Documentos oficiales referentes al control de calidad de plantas medicinales

publicados por la OMS y algunos de sus paises miembros.
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2.3. Importancia del establecimiento de los pardmetros de eficacia,

seguridad y calidad de las plantas medicinales

El control de calidad de las plantas medicinales es vital para asegurar su seguridad y
eficacia; la falta de calidad puede repercutir en una alta incidencia de reacciones
adversas atribuidas en particular a adulteraciones o a la contaminacién con sustancias
toxicas. Las especificaciones y métodos para el control de calidad de productos
medicinales terminados, particularmente para mezclas, son mdas complejas que para
otros productos farmacéuticos. La calidad de estos productos se ve influenciada por las
caracteristicas de la droga cruda utilizada y las buenas practicas de cultivo y recolecta,

entre otras.

La evaluacién de la calidad engloba aspectos como la evaluacion farmacéutica, el
material vegetal, los tipos y formas de preparaciéon de los productos herbolarios, el
producto terminado y la estabilidad de los mismos; debe estar sustentada en monografias
farmacopéicas, el documento “Pautas generales para las metodologias de investigacion y
evaluacion de la medicina tradicional’ establece que en caso de que no se disponga de
una, se deberd presentar un manuscrito con el formato de los documentos oficiales

(WHO, 2002a).

Para asegurar la calidad, el material vegetal debe ser identificado correctamente
mediante el uso de la definicién botanica, la definicién y descripcién de la parte de la
planta utilizada para la preparacién del medicamento, indicando también el estado en el
que se emplea dicha droga. Esto con la finalidad de evitar sustituciones que pueden
aumentar la toxicidad del material original, llegando a provocar efectos en detrimento
de la salud de quien utiliza dichos preparados, ejemplos de este tipo de efectos no

deseados son la hepatitis, fibrosis renal o envenenamiento por podofilotoxina entre

otros (IUPAC, 2008; WHO, 2002a).

27



UN | Mzsiz
POSGR DO@ Antecedentes

También es parte del aseguramiento de la calidad la especificacién de los
constituyentes activos caracteristicos y de ser posible los limites de contenido; en este
sentido es de importancia la determinacién de limites de contenido de sustancias
extrafias, impurezas y microorganismos que pueden llegar a ser causantes de efectos

toOX1cos.

En este contexto, uno de los aspectos de mayor relevancia para evaluar la calidad
de las drogas crudas y preparados herbolarios es el estudio de los marcadores quimicos,
que son indicadores utilizados para diferenciar a las drogas crudas de sus posibles
sustitutos (Li et al, 2008). Estos marcadores quimicos se clasifican en ocho categorias

que se enumeran a continuacion:

a) Componentes terapéuticos, son los compuestos responsables de la actividad de un
medicamento herbolario.

b) Componentes activos, los compuestos individuales que pueden o no presentar los
efectos terapéuticos; sin embargo, en combinacién contribuyen con los componentes
activos en el efecto farmacoldgico.

c) Componentes sinérgicos, aquellos que no contribuyen a los efectos terapéuticos o
actividad bioldgica directamente. Sin embargo, actian como coadyuvantes de la
actividad modulando los efectos terapéuticos.

d) Componentes caracteristicos, aquellos compuestos especificos y/o restringidos que
pueden o no presentar el efecto terapéutico.

e) Componentes mayoritarios, son los compuestos mas abundantes presentes en un
producto herbolario, pueden ser los componentes caracteristicos y presentar alguna
actividad bioldgica, ademds pueden usarse para andlisis cualitativos, cuantitativos,

identidad y evaluacién de la estabilidad.
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f) Componentes iniciadores, son los compuestos precursores o productos de una
reaccién quimica o enzimdtica. Son utilizados para evaluar la calidad y la estabilidad
durante los periodos de almacenamiento largos.

g) Componentes téxicos, compuestos responsables de la toxicidad o efectos adversos.

h) Componentes generales, son los componentes comunes y especificos presentes en

una especie particular, género o familia.

Finalmente el proceso de fabricacién de los productos herbolarios debe ser
descrito detalladamente, mencionando las sustancias anadidas a la formulacidn; es

necesario también, contar con un método de identificacién y andlisis de la preparacién.

Una de las caracteristicas prioritarias con las que un producto herbolario debe
cumplir es la seguridad. La OMS, en el documento “Pautas generales para las
metodologias de investigacion y evaluacion de la medicina tradicional’, establece que la
evaluaciéon de la inocuidad de productos herbolarios deberd seguir los mismos
lineamientos que sigue cualquier producto medicinal. En el caso de los productos
herbolarios, de los cuales se tiene informacién comprobable de su uso tradicional
durante varios afios sin que se haya demostrado la presencia de efectos adversos, se
puede permitir que dicho producto quede exento de las medidas de reglamentacion
restrictivas, a menos que se presenten pruebas que exijan una nueva evaluacién. En este
sentido es también relevante documentar efectos secundarios notificados conforme a los
procedimientos normales de farmacovigilancia, la fuente mds comin de informacién
sobre efectos adversos e interaccién con medicamentos son los ensayos clinicos y

reportes de la poblacion.

Existen varios enfoques para evaluar esta caracteristica. Los efectos téxicos de una

preparacion a base de plantas puede ser atribuida principalmente a las caracteristicas
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peligrosas de los constituyentes de la misma y a las malas practicas de manufactura o

contaminacion (IUPAC, 2008; WHO, 2002a).

La evaluacion de la toxicidad va a consistir de varias metodologias, entre las que se
encuentran: técnicas in vivo, in vitro, en lineas celulares, estandarizaciones y modelos

adecuados para evaluar toxicidad.

La OMS establece las caracteristicas con las que deben cumplir dos de la
metodologias mads utilizadas para determinar la toxicidad de un producto medicinal

(WHO, 2002a).

En la prueba de toxicidad aguda es necesario utilizar al menos dos especies de
animales, incluidos hembras y machos, en grupos de por lo menos cinco animales por
sexo; en cuanto a la via de administracién se establece que sea oral debido a que es la de
mayor uso, pero en ocasiones es importante también realizar los ensayos por via
parenteral; en roedores las dosis deben ser las necesarias para determinar la dosis letal
media, en otros animales se debe utilizar un numero suficiente de dosis diferentes para
observar los signos manifiestos de toxicidad. La muestra se administra una o mas veces
durante 24 horas y se observan los signos de toxicidad, su gravedad, aparicidn,
progresion y reversibilidad; los animales deben ser observados durante al menos siete a
catorce dias al término de los cuales se practica la autopsia y de ser necesario un examen

histopatolégico de los 6rganos que presenten cambios macroscépicos.

En la prueba de toxicidad a largo plazo es necesario utilizar al menos dos especies
de animales, incluidos hembras y machos, en grupos de por lo menos diez roedores y
tres animales por sexo. La muestra se administra durante el periodo previsto de uso
clinico, por lo general la sustancia de prueba se administra durante siete dias y las dosis
deben ser tres diferentes. Se debe observar signos generales como peso corporal e ingesta

de alimento y agua; se realizaran analisis hematoldgicos y pruebas de las funciones renal
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y hepatica. Se practica la autopsia y de ser necesario un examen histopatolégico de los

6rganos que presenten cambios macroscopicos.

Con la finalidad de asegurar la eficacia de los productos medicinales a base de
plantas es importante especificar y describir los efectos farmacolégicos y clinicos. En el
caso de medicamentos tradicionales para el tratamiento de trastornos leves o con
indicaciones inespecificas, los requisitos para comprobar su eficacia pueden ser menos
estrictos, teniendo en cuenta la antigiiedad de su uso. En estos casos solo se solicitard
anécdotas o tradicion oral; y la realizacion de pruebas de eficacia preclinica basadas en
ensayos farmacoldgicos sencillos. En los casos en los que no se haya determinado el uso
tradicional, serd necesario realizar pruebas clinicas, reportes de casos, series de casos y

ensayos clinicos aleatorizados (IUPAC, 2008; WHO, 2002a).

Las anécdotas o tradiciéon oral no son tomados en cuenta en la medicina
convencional, pero son importantes componentes de la evaluacién de la eficacia en la
medicina herbolaria; esto debido a que no ha habido mucha investigacién acerca de una
gran cantidad de especies de plantas, y el conocimiento sobre los usos y beneficios de las
mismas estan limitados a curanderos de tribus que en la mayoria de las veces viven en

comunidades aisladas.

Los informes de casos son el punto de partida de las pruebas de eficacia; éstos
pueden representar las primeras pistas en la identificacion de efectos secundarios

desconocidos. Estos informes pueden ser retrospectivos o prospectivos.

Las series de casos son el conjunto de los informes de casos individuales y van a
permitir explorar una asociacién particular de efectos adversos o beneficios, con este

tipo de informacidn es posible la formulacién de una hipoétesis.
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Los ensayos clinicos aleatorizados son la mejor opcidn para evaluar la eficacia de

los medicamentos herbolarios; sin embargo, no siempre pueden ser implementados.
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3. Justificacién, Objetivos e Hip6tesis

Durante siglos, la medicina herbolaria tradicional y sus preparados han
desempefiado un papel muy importante en los distintos sistemas de salud a nivel
mundial en paises como China, Estados Unidos de Norteamérica, México y Europa,
como la fuente primaria para el tratamiento de diversas enfermedades, representando
un importante recurso terapéutico. Sin embargo, a pesar del amplio uso de estas plantas
medicinales son pocos los medicamentos herbolarios que han sido evaluados
sistemdticamente para comprobar su seguridad y eficacia (tanto clinicas como
preclinicas). También son pocas las especies analizadas con la finalidad de establecer sus
criterios de calidad. La investigacién cientifica necesaria para estos estudios es muy
compleja y de cardcter multidisciplinario ya que involucra andlisis botdnicos y
etnomédicos, estudios toxicolégicos, farmacoldgicos y quimicos, el establecimiento de
los procedimientos de control de calidad y estandarizaciéon de las drogas crudas en

funcién de su composicién, como los aspectos mas relevantes.

Con base en las consideraciones anteriores el presente trabajo de investigacion
tiene como objetivo primordial establecer algunos parametros de calidad, inocuidad y
eficacia preclinicas de la especie medicinal Ligusticum porteri Coulter & Rose
(Apiaceae), la cual es ampliamente comercializada en el México actual para el

tratamiento de padecimientos gastrointestinales y diabetes.

La informacién generada contribuird a la elaboracién de una monografia tipo

OMS de la especie medicinal L. porteri.

Para el cumplimiento del objetivo general se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

i.  Determinar la composicion del aceite esencial obtenido por hidrodestilacién a

partir de la droga cruda de L. porteri mediante la técnica de cromatografia de
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gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM). Este estudio permitira
generarv el perfil cromatografico del aceite esencial y sera de utilidad para las
pruebas de identidad quimica de la planta.

ii.  Obtener el perfil de los compuestos voldtiles presentes en la planta mediante la
técnica de Headspace Microextraccién en Fase Sélida acoplada a Cromatografia
de Gases-Espectrometria de Masas. (HS-MEFS-CG-EM-TOF). El cual serad
también de utilidad para las pruebas de identidad quimica de la planta.

iii. ~ Determinar la toxicidad aguda en ratones del aceite esencial y la infusidn,
preparados a partir de la especie Ligusticum porteri, con la finalidad de
complementar los estudios de inocuidad preclinica de la planta.

iv.  Determinar el potencial antinociceptivo del extracto organico integro, la
infusién, el aceite esencial y los tres compuestos mayoritarios de la especie,
mediante la aplicacién de los modelos de estiramiento abdominal y placa
caliente.

v.  Corroborar el potencial espasmolitico del aceite esencial y la infusién mediante
la prueba de transito intestinal en ratones.

vi.  Determinar el efecto del aceite esencial y la infusién de Ligusticum porteri
mediante estudios de tipo agudo y de tolerancia tanto a la glucosa como a la
sacarosa en ratones normales y diabéticos. Este analisis complementara los
estudios del potencial antidiabético de la planta ya que previamente en nuestro
grupo de trabajo se investigd el potencial antidiabético del extracto integro y

algunos compuestos.

Hipétesis.

Los usos tradicionales de Ligusticum porteri sugieren la presencia de compuestos con

actividad antinociceptiva y espasmolitica.
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4. Parte experimental

4.1. Material vegetal

Las muestras de raiz de la especie Ligusticum porteri Coulter & Rose (Apiaceae)
utilizadas en el presente estudio se obtuvieron por recoleccién y de manera comercial.
La muestra A fue recolectada en el municipio de Basigochi, Chihuahua, México en
octubre de 2005, la identificacién y clasificacién de la especie estuvo a cargo del Dr.
Robert Bye, investigador del Instituto de Biologia; una muestra de referencia se depositd
en la coleccién etnobotdnica del herbario nacional (MEXU), Instituto de Biologia,
UNAM (voucher: Bye 31733). Las muestras B y C se adquirieron comercialmente en los
establecimientos “La flor Azteca” y “Plantas medicinales” respectivamente, ubicados en

el mercado de Sonora de la ciudad de México, en Julio de 2010.

La fragmentacién de material vegetal se realizé en un molino Willey Modelo 4.

4.2. Procedimientos generales de andlisis

42.1.  Andlisis cromatograficos

La cromatografia en columna abierta (CCA) se realizé6 en columnas de vidrio de
diferentes capacidades empacadas con gel de silice (Kieselgel 60 Merck, tamafo de

particula 0.063-0.200 mm, malla 70-230 pm ASTM).

Los andlisis cromatograficos por CCF analitica y de tipo preparativo CCFP se
realizaron sobre placas de aluminio y de vidrio, respectivamente, de 0.25 mm de grosor
recubiertas con gel de silice (60 Fxss Merck, malla 3.5-7.0 um ASTM) de diferentes

dimensiones; estos analisis se realizaron de acuerdo a las técnicas convencionales y
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empleando diversos sistemas de elucién (Cseke ez al, 2006), como agente revelador se
empled una solucién de sulfato sérico amoniacal. Para desarrollar el color fue necesario

calentar a 110 °C durante un minuto.

La obtencién de los perfiles por cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(CLAE), se realizé utilizando el método analitico previamente descrito por Rivero et al.
(2011), en un cromatégrafo de liquidos de la marca Waters (Millipore Corp., Waters
Chromatography Division Milford, MA, USA), equipado con un detector de UV Dual
2487; utilizando una columna Hibar® RT LiChrospher® 100 RP-18 (Merck, tamario de
particula de 5 um), de 4.0 mm de diametro interno y 250 mm de longitud equipada con
un guarda columna compatible (Hibar® LichroCART® 4-4). La elucién se realizo
empleando un gradiente a base de una mezcla binaria constituida por ACN-H20 (con
0.5% 4acido acético, HAc) (Anexo II). La velocidad de flujo fue de 1.0 mL/min. Las
longitudes de onda utilizadas para la deteccién de los compuestos fueron 260 y 280 nm.
El control del equipo, la adquisicién de los datos y el procesamiento y manipulacién de

la informacion se realizaron utilizando el programa Empower versién 2.0 (Waters).

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) se realiz
en un cromatdgrafo marca Agilent 6890N acoplado a un espectrémetro de masas LECO
Pegasus 4D. La columna utilizada una columna capilar de fase 5% fenil-metil silicén
(DB-5) con las siguientes dimensiones 10 m de longitud, 0.18 mm de didmetro y 0.18
pm de espesor de pelicula. El programa de temperatura del horno fue 40 °C (1 min), 20
°C/min hasta 300 °C (5 min). Tipo de inyeccién Split (con divisiéon de flujo), 1:20. Se
empled helio como gas acarreador (Praxair, grado 5.0 Ultra alta pureza) con un flujo de
1 mL/min. La temperatura de la linea de transferencia fue de 250 °C. El tipo de
ionizacion fue lonizacién electrénica, el voltaje para el registro de los espectros de masas
utilizado fue de 70 eV, el detector (analizador masico) de tiempo de vuelo (TOF). La

adquisicién espectral fue de 20 espectros/seg. El retraso de encendido del filamento de 0
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min. La temperatura de la cdmara de ionizacién fue de 200 °C. Las masas se registraron

en un rango de 33 a 800 uma.

La identificacién de los componentes mayoritarios se realizé mediante la
comparacion de los indices de retencidn obtenidos para los metabolitos detectados con
aquellos previamente descritos y por coelucién con muestras auténticas. En todos los
casos se analizaron los espectros de masas con los reportados en diferentes fuentes de

informacién como la base de datos del National Institute of Standards and Technology

(NIST).

4.3. Preparacién de extractos a partir de la especie Ligusticum porteri

43.1.  Preparacion del extracto orgdnico

2.9 Kg de raiz de L. porteri seca y molida (muestra A) se extrajeron mediante un proceso
de maceracién utilizando una mezcla de CH2Cl.-MeOH (1:1) a temperatura ambiente.
El extracto organico resultante se filtr6 y se concentré a presion reducida, obteniéndose

398.0 g de un residuo viscoso de color marrén y aroma caracteristico.

43.2. Preparacion de la infusién

La infusién se prepar6 a partir de las raices de la especie (Muestra B). Para ello se
adicionaron 36 gramos de material vegetal molido a un litro de agua hirviendo, esta
mezcla se dejo en reposo durante 30 minutos; al término de este tiempo se realizé una
filtracién por gravedad para separar el residuo vegetal. La fraccién acuosa obtenida se

concentrd a sequedad para obtener 2 gramos del extracto seco.
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4.3.3. Obtencidn del aceite esencial

Para la obtencién del aceite esencial se utilizé un proceso de hidrodestilacién a partir de
200 gramos de raiz seca y molida de L. porteriy 2 litros de agua destilada, utilizando un
equipo Clevenger con una temperatura de 90°C durante 5 horas. El aceite se extrajo de
un litro de destilado mediante un proceso de reparto con 300 mL de diclorometano
(CH2CL) por triplicado. El disolvente fue eliminado por evaporacién in vacuo mediante
el uso de rotaevaporador (Laborota 4000, Heidolph) para obtener un liquido viscoso de

color amarillo cuyo peso fue de 10 g.

4.4, Pruebas de identidad

44.1. Andlisis del aceite esencial por Cromatografia de Gases
acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM)

El analisis de la composicion del aceite esencial obtenido a partir de la muestra C de L.
porteri, se realizé por CG-EM (Apartado 4.2.1 de esta seccion). La identificacidn de los
componentes mayoritarios presentes en la esencia se realizé6 mediante la comparacién
de los espectros de masas generados por los compuestos con aquellos de la biblioteca del
equipo. Finalmente, la cuantificacién de estos constituyentes se realizd6 mediante la
mediciéon de las correspondientes dreas bajo la curva de cada pico, obtenidas por el

software del equipo (ChromaTOF ®).

44.2. Anilisis de los compuestos voldtiles por la técnica de

Headspace Microextraccién en Fase S6lida (HS-MEFS-CG-EM-TOF)

Para la separacion e identificacién de los compuestos voldtiles mediante (HS-MEFS-CG-

EM-TOF) se utilizaron fibras de diferentes polaridades: una PDMS (100 pm), y PDMS-
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DVB-CAR (50/30 pm) (Supelco Technology, St. Louis, Mo., U.S.A.). Las fibras se
acondicionaron en un puerto de inyeccién de CG durante dos horas antes de ser
utilizadas a una temperatura de 300°C (PDMS) y 250 °C (PDMS-DVB-CAR). Una vez
realizada la extraccién de la muestra (1 min) la fibra se trasladé al puerto de inyeccion
de CG para realizar la desorcién (3 min) y andlisis cromatografico utilizando el

cromatdgrafo de gases Agilent 6890N antes mencionado.

Con la finalidad de mejorar el proceso de extraccion se realizaron variaciones a la

preparacion de la muestra:

En la primera se colocaron en un frasco vial de 20 mL 500 mg de droga cruda, 75 mg de
NaCl (para incrementar la eficiencia en la extraccién y favorecer el reparto entre los
analitos y las fibras) y 5 mL de agua destilada, a continuacidn la aguja del dispositivo de
MEFS se colocé a través del septum en el vial de modo que al exponer la fibra ésta no
tuviese contacto con la mezcla, la fibra se expuso durante 30 minutos a una temperatura

de 45 °C con agitacion constante a 800 rpm.

En un segundo ensayo se cambid el tiempo de extraccién a 1 minuto con una

temperatura de 45 °C y agitacién constante a 800 rpm.

Finalmente, se establecieron las condiciones para la extracciéon en un tiempo de 1

minuto a temperatura ambiente con agitacién constante (800 rpm).

4.5. Aislamiento y purificacion de los compuestos Z-3-butilidenftélida (3),
Z-ligustilida (1) y diligustilida (6)

45.1.  Fraccionamiento preliminar

El extracto organico seco obtenido se sometié a un fraccionamiento preliminar

mediante particiones sucesivas. Para lo cual, el extracto se reconstituy6 en una mezcla
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de MeOH-H:0 (1:1) y se sometié6 a un proceso de reparto utilizando inicialmente
hexano, posteriormente CH:Cl> y finalmente AcOEt. Este proceso condujo a la

obtencidn de cuatro fracciones primarias Fi-Fa.

45.2. Aislamiento de los compuestos Z-3-butilidenftalida (3), Z-
ligustilida (1) y diligustilida (6) a partir de la fraccién de hexano primaria

de L. porteri

El aislamiento de la Z-3-butilidenftalida (3) y Z-ligustilida (1) se realizé mediante una
cromatografia en columna abierta sobre gel de silice (300 g) a partir de 6 gramos de la
fraccién de hexano Fi (Esquema 1) utilizando como fase mdvil hexano y mezclas de
hexano-CH:Cl2 incrementando gradualmente la polaridad. Este procedimiento generd

un conjunto de trece fracciones secundarias, FH-FHxu.

45.3.  Purificacién de los compuestos 1,3 y 6

La purificacién de los compuestos 1 y 3 se realiz6 a partir de la fracciéon
secundaria FHm mediante CC sobre gel de silice (50 g), utilizando como sistema de
elucién un gradiente de hexano y mezclas de hexano-CH:Clz. En este procedimiento se
obtuvieron trece fracciones denominadas FHArxm. A partir de la fraccion FHAw se
realiz6 una cromatografia en la que se obtuvieron puros el compuesto Z-3-
butilidenftalida (3) en la fraccion FHPs y el compuesto Z-ligustilida (1) en la fraccién

FHP4. (Esquema 1).

De la fraccién secundaria FHv (Esquema 1) precipité de manera espontanea 443
mg de un sélido blanco cristalino, con un punto de fusiéon de 127-129 °C, idéntico en

todos sus aspectos a la diligustilida (6).
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Esquema 1. Aislamiento de la Z-ligustilida (1), Z-3-butilidenftdlida (3) y diligustilida (6)
a partir del extracto organico de la raiz de L. porteri.

Extracto organico de L. porteri

Fraccionamiento preliminar via particion
entre Hexano, AcOEt y CH2Cl:

v v v v

F1 Fy F3 F4

Fraccionamiento secundario CC sobre gel de
silice (Gradiente hexano y Hexano- CHzCl2)

v v v v v

FHin FHiu FHiy FHy FHvixi

Fraccionamiento terciario
—— CC sobre gel de silice
(Gradiente Hex- CH2Cl2)

[— Cristalizacién espontanea

!

\l/ \l/ \l/ Diligustilida (6)
FHALy FHA FHAv-xin

Purificacién mediante CC
(Gradiente Hex-CH2ClI2)

v v v v

FHP1.2 FHP3 FHP4 FHPs.7
Butilidenftalida Z-ligustilida
3) (1)
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4.6. Estudios de seguridad preclinica

4.6.1.  Estudios de toxicidad aguda de la infusién y el aceite esencial

Para llevar a cabo la evaluacién de la toxicidad aguda de la infusién y el aceite esencial
de la especie Ligusticum porteri, se utiliz6 la metodologia experimental descrita por
Lorke (1983). Para esto se utilizaron ratones macho de la cepa ICR, con un peso

promedio de 25 gramos, adquiridos en Harlan de México S.A. de C.V.

Este experimento constd de dos etapas. En la primera se ensayaron tres dosis de
cada uno de los extractos (10, 100 y 1000 mg/Kg) las cuales fueron administradas via oral
(p.o.) a ratones con 12 horas de ayuno y libre acceso al agua. Las muestras fueron
preparadas utilizando solucién salina y 0.1% de Tween 80. Los animales fueron
observados durante las dos primeras horas posteriores a la administracién de los
extractos y se monitorearon durante los siguientes 15 dias, registrando su peso corporal.
Una vez transcurrido este tiempo se les realiz6 una necropsia, con la intencién de

observar la existencia de dafio macroscépico en 6rganos.

En la segunda etapa los ratones recibieron las dosis de 1600, 1900 y 5000 mg/Kg,
las muestras fueron preparadas y administradas en las mismas condiciones que para la
primera fase. Los animales fueron observados durante las dos primeras horas posteriores
a la administracién de los extractos y se monitorearon durante los siguientes 15 dias,
registrando su peso corporal. Una vez transcurrido este tiempo se les realiz6 una

necropsia, con la intencién de observar la existencia de dafio macroscépico en drganos.

A partir de los resultados obtenidos de las dos fases del método de Lorke, se puedo
estimar el valor de la Dosis Letal 50 (DLso). Este valor se calculé utilizando una media
geométrica entre la dosis donde se presentd el deceso del primer animal y la tltima dosis

en la que no hubo muertos.
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4.7. Estudios de eficacia preclinica

47.1. Potencial antinociceptivo utilizando las pruebas de placa

caliente, estiramiento abdominal y trdnsito intestinal

Para realizar la evaluacion del potencial antinociceptivo se utilizaron los protocolos para
placa caliente y estiramiento abdominal descritos en la literatura (Williamson et al,
1996). Se utilizaron ratones macho de la cepa ICR, con un peso promedio de 25 gramos,
adquiridos de Harlan de México S.A. de C.V. Los animales se mantuvieron en el biotério
con ciclos de 12 horas de luz y oscuridad. Para realizar el experimento se utilizaron

animales en ayuno con libre acceso a agua durante las 12 horas previas al experimento.

47.1.1. Potencial antinociceptivo de la infusién, el aceite
esencial, el extracto integro y los compuestos Z-3-butilidenftilida (3), Z-
ligustilida (1) y diligustilida (6) obtenidos de la especie Ligusticum porteri

en la prueba de placa caliente

Para este experimento los animales se sometieron a un proceso de adaptacién. Para ello
los animales se colocaron dentro de un cilindro acrilico transparente y sobre la placa de
calentamiento (Modelo Le 7406, Panlab Technology Bioresearch), apagada, durante 15
minutos. Este procedimiento se realizé6 un dia antes y momentos antes de iniciar el
experimento. Durante el experimento, los ratones se introdujeron en el cilindro acrilico
que se encontraba sobre un placa caliente a una temperatura constante de 55.5 + 0.2 °C.
En caso de no presentar respuesta, los animales se retiraron de la placa a los 30 segundos

con la finalidad de evitar la aparicién de lesiones.
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Los periodos de latencia se determinaron a los 30, 60, 90, 120 y 150 min a partir de
la administracién de los tratamientos. Los extractos y compuestos se suministraron por
via oral suspendidos en solucién salina con 2% de Tween 80. En los casos de la infusion
y el aceite esencial se utilizaron dosis de 31.6, 100 y 316 mg/Kg, el extracto integro se
evalud a las dosis de 75, 150 y 300 mg/Kg; para los compuestos Z-ligustilida (1) y
diligustilida (6) se utilizaron las dosis de 10, 31.6 y 56.2 mg/Kg mientras que la Z-3-
butilidenftalida (3) se ensay6 a las dosis de 10, 31.6, 56.2 y 100 mg/Kg p.o. El vehiculo
administrado fue solucién salina isoténica (Cegiela-Carlioz er al) y como fiarmaco de
referencia se empled morfina a una dosis de 5 mg/Kg administrada por via

intraperitoneal (Z.p.).

4.7.1.2. Potencial antinociceptivo de la infusién, el aceite
esencial, el extracto integro y los compuestos Z-3-butilidenftdlida (3), Z-
ligustilida (1) y diligustilida (6) obtenidos de la especie Ligusticum porteri

en la prueba de estiramiento abdominal

La infusion, el aceite esencial (31.6, 100 y 316 mg/Kg), el extracto integro 75, 150, 250 y
300 mg/Kg, los metabolitos Z-ligustilida (1), Z-3-butilidenftalida (3) (10, 31.6 y 56.2
mg/Kg) y diligustilida (6) (10, 31.6, 56.2 y 100 mg/Kg) se administraron por via oral 30
minutos previos al experimento; una vez transcurrido el periodo de absorcién, se
inyectd por via intraperitoneal una solucién de dcido acético al 0.6%. Los animales se
colocaron en una caja de pldstico transparente y se observaron durante un tiempo de 30
minutos. La nocicepcién se manifiesta como estiramientos abdominales, contracciones y
flexiones del cuerpo del animal. El efecto se determiné con base en la disminucién del
numero de estiramientos de los animales tratados con respecto al grupo control (Tween

80 al 2% en SSI). Como control positivo se utiliza el foirmaco Dipirona a la dosis de 100

mg/Kg p.o.
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47.1.3. Potencial espasmolitico de la infusidn, el aceite esencial,
el extracto integro y el compuesto diligustilida (6) obtenidos de la especie

Ligusticum porteri en la prueba de transito intestinal

La infusién, el aceite esencial, el extracto integro (31.6, 100 y 316 mg/Kg) y la
diligustilida (6) (10, 31.6 y 100 mg/Kg) se administraron por via oral. Después de 15
minutos de la administraciéon de los preparados de la planta o controles (positivo y
blanco), se les administr6, también por via oral, carbén activado (3% en suspension de
goma acacia al 5%); 20 minutos después los animales fueron sacrificados por dislocacién
cervical con la finalidad de extraer el intestino delgado y medir el porcentaje de avance
del carbon (Williamson et al, 1996; Astudillo et al, 2004). Como control positivo se
empled el farmaco Loperamida; el blanco consistié de una suspensién de Tween 80 (2%)

en solucidn salina isotdnica.

Para establecer los resultados del ensayo se determi6 la longitud total del intestino
y la distancia recorrida por el carbén activado (Tan-No et al, 2003; Yancey-Wrona et
al, 2009). Con estos valores fue posible calcular el porcentaje de avance del carbén

utilizando la siguiente ecuacidn:

% de avance= DC /LI * 100

Donde.

DC: Distancia recorrida por el carbén

LI: Longitud total del intestino delgado
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47.2.  Evaluacién del potencial antidiabético del aceite esencial y la

infusién de L. porteri

La actividad antidiabética de estos extractos fue evaluada mediante la aplicaciéon de
experimentos de tipo agudo y sub-agudo in vivo con base en los protocolos descritos en

la literatura (Cristians et al., 2009; Brindis et al, 2011).

Se utilizaron ratones macho de la cepa ICR, de 25 gramos de peso, con ayuno de

12 horas.

47.2.1. Seleccién del modelo de induccién de la condicién

diabética en los animales de experimentacién

Los ratones macho de la cepa ICR de 30 gramos de peso promedio, se diabetizaron con
una dosis unica intraperitoneal de estreptozotocina (STZ, 100 mg/Kg) disuelta en una
solucién amortiguadora de citratos con un pH de 4.5, que se administré después de un
tratamiento con una solucién de dinucledtido de nicotinamida (NAD, 30 mg/Kg) con la
finalidad de proteger a las células B pancredticas del dafio oxidativo excesivo producido

por la estreptozotocina (Masiello et al, 1998).

47.2.2. Determinacion de los niveles de glucosa sanguinea

Las muestras de sangre fueron colectadas de la vena caudal de los animales a través de
una incisién en el final de la cola. Los niveles de glucosa en sangre fueron determinados
utilizando el método enzimatico de la glucosa oxidasa, mediante un glucémetro

comercial (One Touch Ultra, Jonhson & Jonhson, Milpitas, CA, EE.UU.).
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47.23. Evaluacién del efecto hipoglucemiante agudo

Para la evaluacion de la actividad hipoglucemiante se realizé6 un experimento de tipo

agudo, utilizando ratones normoglucémicos y diabéticos.

Los tratamientos administrados en este experimento fueron: Tween 80 al 2% en
SSI como blanco, glibenclamida (10 mg/Kg) como control positivo, el aceite esencial a
las dosis de 31.6, 56.2 y 100 mg/Kg. La administracién de todos los tratamientos fue por
via oral y cada uno se preparo suspendiendo la muestra en SSI con 2% de Tween 80. En
todos los casos se tomaron muestras sanguineas a los tiempos 0, 1.5, 3, 5, 7 y 9 horas
después de la administracién de los tratamientos. Una vez obtenidos los valores de
glucosa sanguinea (mg/dL), se calcularon los porcentajes de variacién de glucemia, de

acuerdo con la siguiente ecuacion:

% de variacion de glucemia = [(Gi-Gs) / Gi ] x 100
Donde:

Gi Valor de glucemia inicial

Gt Valor de glucemia a los diferentes tiempos.

47.24. Pruebas de tolerancia a la glucosa oral

Para determinar la actividad antihiperglucémica se realiz6 una prueba de tolerancia a la
glucosa oral (OGTT), utilizando ratones con niveles normales de glucosa y ratones

diabéticos.

Los tratamientos administrados en este experimento fueron: Tween 80 al 2% en
SSI como blanco, glibenclamida (10 mg/Kg) como control positivo, la infusién (31.6, 100
y 316 mg/Kg), y el aceite esencial (31.6, 56.2 y 100 mg/Kg). La administracién de todos

los tratamientos fue por via oral y cada uno se prepar6 suspendiendo la muestra en SSI
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con 2% de Tween 80. A los 30 minutos de la administracién de los tratamientos los
ratones recibieron una carga de glucosa (1g/Kg). En todos los casos se tomaron muestras
sanguineas a los tiempos 0, 0.5, 1, 1.5, 2 y 3 horas después de la administracién de la
carga de glucosa. Una vez obtenidos los valores de glucosa sanguinea (mg/dL), se
calcularon los porcentajes de variacién de glucemia utilizando el mismo procedimiento

que se describe en el apartado 4.7.2.3.

Se verificé si los animales presentaron una disminucidén del pico posprandial.

47.25. Pruebas de tolerancia a la sacarosa oral

Para determinar la actividad antihiperglucémica se realizé una prueba de tolerancia a la
sacarosa oral (OGTT), utilizando ratones con niveles normales de glucosa y ratones

diabéticos.

Los tratamientos administrados en este experimento fueron: Tween 80 al 2% en
SSI como blanco, acarbosa (3 mg/Kg) como control positivo, la infusién (31.6, 100 y 316
mg/Kg) y el aceite esencial (31.6, 56.2 y 100 mg/Kg). De nueva cuenta, la administracién
de todos los tratamientos fue por via oral y cada uno se prepard suspendiendo la muestra
en SSI con 2% de Tween 80. Treinta minutos después de la administracién de los
tratamientos los ratones recibieron la carga de sacarosa (3 g/Kg). En todos los
experimentos se tomaron muestras sanguineas a los tiempos 0, 0.5, 1, 1.5, 2 y 3 horas
después de la administracién de la carga de sacarosa. Una vez obtenidos los valores de
glucosa sanguinea (mg/dL), se calcularon los porcentajes de variacién de glucemia, de
acuerdo con la metodologia descrita anteriormente. Se verific6 si los animales

presentaron una disminucién del pico posprandial.
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4.8. Anélisis estadistico

Los resultados experimentales de los ensayos de la evaluacién antidiabética estdn
expresados como el promedio * el error estindar (EEM) para un valor de n=6. En todos
los casos se realizé un analisis de varianza (ANADEVA) seguido de la prueba estadistica
t-Dunnett para encontrar diferencias significativas entre los grupos de prueba y los
grupos control. Un valor de significancia de p < 0.05 fue considerado estadisticamente
diferente, para el analisis estadistico fue utilizado el programa estadistico Prisma Graph-

Pad version 4.0.
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5. Resultados y discusién

Con la finalidad de contribuir al aseguramiento de la calidad de la especie medicinal
Ligusticum porteri Coulter & Rose (Apiaceae), ampliamente comercializada en el norte
y centro del pais sola o en combinacién con otras plantas medicinales, en el presente
trabajo se determinaron algunos pardmetros de identidad quimica. Asi mismo, se
realizaron algunas pruebas de eficacia e inocuidad preclinicas para completar la

informacidn existente y comprobar asi algunos de los usos medicinales de la planta.

5.1. Pruebas de identidad

Entre las pruebas de identidad que permiten el control de calidad de las drogas crudas,
se encuentran las quimicas, las cuales contribuyen a la identificacién de materias primas
y sus preparados mediante perfiles cromatograficos especificos para cada especie. Cabe
mencionar que estos métodos son los mads utilizados por las Farmacopeas a nivel
mundial para el control de calidad de las plantas medicinales de mayor uso (Sudberg et

al, 2010; Li et al, 2008)

En este estudio en primer lugar se realizé el andlisis del aceite esencial obtenido
por hidrodestilacién para determinar sus componentes mediante la técnica de
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM). De manera
adicional, se realiz6 la identificacién de los componentes volatiles de la especie
utilizando la técnica de microextraccidén en fase solida acoplada a cromatografia de
gases-espectrometria de masas (HS-MEFS-CG-EM-TOF) con dos fibras de diferentes
polaridades: PDMS y DVB-PDMS-CAR; de nueva cuenta los componentes se

caracterizaron utilizando la técnica de CG-EM.
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5.1.1.  Andlisis del aceite esencial de L. porteri por Cromatografia de
Gases acoplada a Espectrometria de Masas (CG-EM)

La cromatografia de gases es uno de los métodos analiticos mas utilizados para el control
de calidad de aceites esenciales debido a la volatilidad de sus constituyentes (Guenther
et al, 1971; Marriott et al, 2001). Esta técnica permite obtener perfiles cromatograficos
representativos y caracteristicos de una esencia. Por otra parte, la técnica tiene la
ventaja de que puede ser acoplada a la espectrometria de masas permitiendo asi la
identificaciéon de los componentes de los aceites por comparacién de los espectros
obtenidos para cada uno con los de bibliotecas especializadas como la del NIST (National
Institute of Standard and Technology) y la informacién que se describe en la literatura
cientifica especializada, asi como por el uso de los indices de retencién de los mismos.
Con base en estas consideraciones, se utiliz6 esta técnica para determinar los

metabolitos secundarios presentes en la esencia.

El aceite esencial de L. porteri se obtuvo como un liquido volatil de color amarillo
y el andlisis por CG-EM permiti6 la identificacién de 31 metabolitos secundarios, que
representan aproximadamente el 99% del total de la esencia, los resultados se resumen
en la Tabla 1, de estos metabolitos 21 son reportados por primera vez para la especie,
mientras los otros 10 habian sido obtenidos en estudios previos. Este analisis demuestra
que la caracteristica mas importante del aceite es la presencia de un alto porcentaje de
fralidas (44.61%), principalmente Z-ligustilida y Z-3-butilidenftalida, sesquiterpenoides
(10.69%) como el a-acoradieno (3.47%) y el eudesman-2,4(15)-11-trieno (3.22%), y los
monoterpenoides B-felandreno (3.64%), timol (2.36%) y acetato de sabinilo (3.31%),
(Tabla 1, Figuras 10 y 11). Entre los componentes minoritarios se encuentran: terpinen-
4-0l (0.33%), E-piperitol (0.97%), isotimol metil éter (0.24%), piperitona (0.75%), o-
epi-cedreno (0.29%), EB-farneseno (0.45%), nerolidol (0.56%) y germacreno B (0.78%).
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Estos resultados se obtuvieron por comparacién de los espectros obtenidos para cada
uno con los de bibliotecas especializadas como la del NIST (National Institute of
Standard and Technology) y la informacién que se describe en la literatura cientifica

especializada, asi como por el uso de los indices de retencién de Kovats de los mismos.

Los resultados de este estudio contrastan con los reportados por Cegiela-Carlioz et
al. (2005) quienes describieron que el acetato de sabinilo (56.%) era el constituyente
mayoritario junto con la Zligustilida (12.9%) y el sabinol (12.9%). Posiblemente estas
diferencias se deban al lugar y/o fecha de recolecciéon de la muestra, datos que no se
describen en el trabajo debido a que la misma fue adquirida comercialmente de la
compania Proline Botanicals Ltd. Sin embargo, los resultados muestran similitudes con
los publicados para L. chuanxiong ya que las ftdlidas se encuentran como los
componentes mayoritarios de su esencia (Wang et al, 2010; Tang er al, 2010). Asi
mismo, los resultados del presente estudio complementan a los reportados por Rios y
colaboradores (1992) quienes analizaron el extracto hexdnico de una muestra de L.
porteri procedente del estado de Chihuahua y encontraron que componentes
mayoritarios eran la Z-3-butilidenftalida (3) (26.4%) y los isémeros estructurales Zy £

de la ligustilida (1) (28.0 y 28.3%, respectivamente).

Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes en el aceite esencial de L. porteri obtenido

por hidrodestilacion
|

# Compuesto IR FM; IM (m/2) Area (%)
1 56 Tujan-2,4(10)-dieno 946 CioHis; 91 4.25
2 16 p-Cimeno 1015 CioHig; 119 1.45
3 14 B-Felandreno 1023 CioHis; 93 3.64
4 47 n-Pentenilbenzeno 1150 C1Hig; 117 1.59
> 28 Terpinen-4-ol 1164 Ci1oH150; 71 0.33
6 57  E-Piperitol 1193 CioH1s0; 84 0.97

#: Corresponde al nimero con el que es representado cada compuesto en las figuras. IR: fndice de retencién, en una columna DB-5.

FM: Férmula Molecular. IM: ion molecular
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Tabla 1. Metabolitos secundarios presentes en el aceite esencial de L. porteri obtenido

por hidrodestilacién (continuacién).

#  Compuesto IR FM; IM (m/z) Area (%)
725 Isotimol metil éter 1240 Ci11Hi60; 149 0.24
8 58 Propanal-2-metil-3-fenil 1244 Ci1oH120; 105 0.77
9 59 Piperitona 1245 C10H1s0; 93 0.75
10 60 Timol 1267 Ci10H140; 135 2.36
11 24  Acetato de isobornilo 1276 Ci12H2002; 95 1.80
1231  Acetato de Z-sabinilo 1278 Ci12H1802; 92 3.31
13 61 Vinilguaiacol 1311 CoH1002; 91 2.36
14 23  Acetato de o-terpinilo 1335 Ci12H2002; 93 0.93
15 62 «a-epi-Cedreno 1418 CisH24; 119 0.29
16 63 y-Gurjuneno 1409 CisHa4; 93 4.48
17 64 B-Cedreno 1427 CisHas; 69 1.02
18 65 Drim-8-eno 1442 CisHoe; 121 1.70
19 66 E-p-Farnesano 1446 CisHas; 69 0.45
20 67 o-Acoradieno 1464 CisH24; 119 3.47
2l 68 7-epi-Bourban-3-en-5,11-oxido 1473 CisH20; 119 1.02
22 69 Acetato de chavibetilo 1488 C14H20;121 1.70
23 70 oa-Amorfeno 1490 CisHo4; 69 0.23
24 71  4-epi-Cubebol 1490 CisH260; 126 1.30
5 72  Eudesman-2,4(15)-11-trieno 1495 CisHz; 132 3.22
26 73  E-p-Etoxicinamil alcohol 1523 Ci16H200; 149 0.72
27 74 Nerolidol 1534 CisH260; 69 0.56
28 75 Metil-2-metildodecanoato 1550 Ci16H200; 121 0.72
29 3 Z-3-Butilidenftalida 1550 Ci2H1202; 159 24 .41
31 Z-Ligustilida 1550 Ci12H1402; 159 20.20
31 76 Germacreno B 1552 CisHo4; 189 0.78

Total identificado % 99.73

#: Corresponde al nimero con el que es representado cada compuesto en las figuras. IR: fndice de retencién, en una columna DB-5.

FM: Férmula Molecular. IM: ion molecular
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Figura 10. Compuestos presentes en el aceite esencial de L. porteri obtenido por

hidrodestilaciéon

Foba

Tujan-2,4(10)-dieno (56)

E—Piperitol (57) Propanal—Z—metﬂ— Piperitona (59)
3-fenil (58)

? LG

H

Timol (60) V1n1lgualacol (61) = epj_cedreno (62)

%
5

y-Gurjuneno (63) B-Cedreno (64) Drim-8-eno (65)

54



POSGRADO *&A‘"’ Resultados y discusién

Figura 10. Compuestos presentes en el aceite esencial de L. porteri obtenido por

hidrodestilacién (continuacién)
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Figura 10. Compuestos presentes en el aceite esencial de L. porteri obtenido por

hidrodestilacién (continuacién)
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Figura 11. Cromatograma del aceite esencial de L. porteri.
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5.1.2. Andlisis de los compuestos volitiles por la técnica de
headspace microextracciéon en fase sélida (HS-MEFS-CG-EM-TOF)

La microextraccion en fase sélida (MEFS) ha sido ampliamente utilizada en diferentes
campos de la quimica analitica, y es particularmente valorada para el analisis ambiental

y de alimentos.

El proceso de preparacién de la muestra en los mds diversos métodos analiticos
requiere atencion, en especial es importante cuidar la concentracion de los analitos; este
aspecto cobra mayor importancia cuando éstos son voldtiles y se pierden con relativa
facilidad. Todo ello introduce errores importantes, no deseados, en el método analitico
(Pawliszyn, 2003; Smith er al, 2005; Vas y Vekey, 2004). En este sentido un reciente y
exitoso enfoque para la preparaciéon de muestras es la microextraccién en fase sélida
(MEFS), que fue desarrollada por Pawliszyn y colaboradores en 1989 para tratar de
corregir las limitaciones de la extraccién en fase sélida o liquida (Arthur y Pawliszyn,
1990 ; Belardi y Pawliszyn, 1989). Esta técnica integra el muestreo, extraccion y
concentracion de la muestra en un solo paso ademas de que evita el uso de disolventes.
Los analitos en la muestra son extraidos directamente y concentrados en la fibra de
extraccién. Este método ahorra tiempo y costos ademas de permitir mejorar los limites

de deteccién (Kataoka er al., 2000).

El dispositivo utilizado en MEFS es parecido a una jeringa que consiste en un
soporte y una fibra ensamblada, que contiene de 1 a 2 cm de la fibra MEFS que puede
ser desplazada afuera del soporte. La fibra es de silice fundida y estd recubierta con una
pelicula de polimero, el cual puede ser de diferentes tipos. El recubrimiento de polimero

actua concentrando los analitos por absorcién/adsorcién (Ulrich, 2000).

El proceso de extraccion es dependiente de diferentes parametros entre los que se
encuentran el espesor de la pelicula y la agitacién de la muestra, el pH, la temperatura

de extraccién y los tiempos de muestreo. La desorcién de los compuestos se lleva a cabo
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en el inyector del cromatégrafo de gases en caso de estar usando CG o bien cuando se
utiliza CLAE los compuestos son retirados de la fibra mediante elucién, con la fase
movil adecuada. Esta técnica es ideal para el acoplamiento con cromatografia de gases
(CG) y cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM)
(Hajhashemi er al, 2003; Vas y Vekey, 2004). En este sentido el muestreo por
Headspace (HS) en sus diferentes enfoques desempefia un papel fundamental en el
estudio de la composicion de la fraccion volatil de las plantas, tanto en el campo de la

investigacién como en el del control de calidad (Bicchi ez al, 2008).

Con base en lo anterior y con la finalidad de completar la determinacién de
componentes volatiles se aplicé la técnica de headspace microextraccion en fase sdlida

(HS-MEFS-CG-EM-TOF).

Para ello se utilizaron fibras de distintas polaridades, dos temperaturas y dos
diferentes tiempos de extraccion. Los perfiles presentados fueron obtenidos con las
fibras de PDMS y PDMS/DVB/CAR utilizando las siguientes condiciones: 500 mg de
droga cruda, 75 mg de NaCl, 5 mL de agua destilada, temperatura ambiente y un tiempo
de extraccién de 60 segundos.

Los resultados obtenidos indican que la fibra no polar (PDMS) permitié la
extraccion de un mayor nimero de compuestos, debido a que al ser un polimero liquido
permite extraer los analitos mediante absorcion, debido a que estos se disuelven y
difunden en el material de revestimiento (Vas y Vekey, 2004). De este analisis se
concluyé que los componentes volatiles mds relevantes son p-cimeno, a-terpineno,

ectocarpeno, y trans-verbenol. (Tabla 2, Figura 12, 13 y 14).

Con estos perfiles se complementan las pruebas de identidad quimica de la droga
cruda, las cuales entonces consistiran en los perfiles cromatogréficos por CLAR, CCD y
CG (Ver apartado 4.2 y 4.4 de la seccién experimental). La ventaja de este tipo de
pruebas es que permiten detectar y cuantificar los compuestos marcadores presentes en

las drogas crudas, solas o en combinacion.
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Tabla 2. Compuestos volatiles identificados en las raices de L. porteri por HS-MEFS-CG-

EM-TOF utilizando las fibras PDMS/DVB/CAR y PDMS.

Compuesto IR Area %
PDMS/DVB/CAR PDMS

11  o—Pineno 936 4.33 2.53
32  B-Pineno 978 23.96 ---

12 a-Felandreno 1002 1.12 6.42
15  o-Terpineno 1013 18.00 7.56
16 p-Cimeno 1015 --- 22.92
14  B-Felandreno 1023 16.63 2.34
13  Limoneno 1024 - 4.64
19  y-Terpineno 1051 3.37 10.72
77  Terpinoleno 1082 12.01 2.02
78  o-Fenchol 1099 --- 0.03
79  Ectocarpeno 1136 17.16 15.02
80  trans-Verbenol 1136 --- 14.18
47  n-Pentenilbenceno 1150 2.73 6.55
81  Mirtenol 1178 --- 0.25
82  Formiato de bornilo 1228 0.06 ---

25  Isotimol metil éter 1240 --- 0.20
24  Acetato de isobornilo 1276 --- 1.22

IR: Indice de retencién, en una columna DB-5
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Tabla 2. Compuestos volatiles identificados en las raices de L. porteri por HS-MEFS-CG-

EM-TOF utilizando las fibras PDMS/DVB/CAR y PDMS (Continuacién).

Compuesto IR Area %
PDMS/DVB/CAR PDMS

36  Acetato de (-)-trans- 1287 0.20 -

pinocarvilo
83  Acetato de mirtenilo 1313 - 0.56
23  Acetato de terpinilo 1341 --- 0.15
84  Cedreno 1418 0.11 0.41
85  o-Santaleno 1422 0.15 1.43
86  y-Elemeno 1429 - 0.39
70  o-Amorfeno 1477 0.11 0.34

IR: Indice de retencién, en una columna DB-5

Figura 12. Compuestos voldtiles identificados en las raices de L. porteri por HS-MEFS-

CG-EM-TOF utilizando las fibras PDMS/DVB/CAR y PDMS

Terpinoleno (77) a-Fenchol (78) Mirtenol (87)
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Figura 12. Compuestos volatiles identificados en las raices de L. porteri por HS-MEFS-CG-
EM-TOF utilizando las fibras PDMS/DVB/CAR y PDMS (Continuacion)
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Figura 13. Cromatograma de los componentes voldtiles de Ligusticum porteri obtenido por HS-MEFS utilizando la fibra

PDMS/DVB/CAR.
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5.2. Ensayos de seguridad preclinica

5.2.1.  Estudios de toxicidad aguda de la infusién y el aceite esencial

Una de las caracteristicas que se toman en cuenta al evaluar la inocuidad de una especie
medicinal es la documentacién de su uso durante un largo periodo; sin embargo, esto no
garantiza la falta de efectos adversos a largo plazo. Por lo tanto la OMS recomienda
evaluar la toxicidad de las plantas medicinales de amplio uso y para ello ha establecido

algunos protocolos (IUPAC, 2008; WHO, 2002a).

La toxicidad aguda del extracto acuoso y aceite esencial preparados a partir de las
raices de L. porteri se evalué mediante la metodologia establecida por Lorke (1983). En
este ensayo se utilizan pocos ratones y se realiza en un periodo de tiempo corto.
Previamente en nuestro grupo de trabajo se determiné que la Dosis Letal media (DLso)
del extracto integro de las raices preparado con una mezcla de CH2Cl2: MeOH 1:1 es de

1085 mg/Kg (Déciga Campos et al., 2007).

La prueba de Lorke se realiz6 en dos fases. La primera fase consisti6 en determinar
el efecto de los diferentes extractos a las dosis de 10, 100, y 1000 mg/Kg, administrados
por via oral; los animales se observaron durante las dos primeras horas posteriores a la
administracién de los tratamientos y durante los siguientes 14 dias con la finalidad de
detectar cambios de su comportamiento o de peso. En esta primera fase no se registr6
efecto ni fallecimiento alguno, por lo que se prosiguié con la segunda fase; en ésta los
ratones fueron tratados con dosis de 1600, 2900 y 5000 mg/Kg de cada extracto sin que

se observaran cambios de comportamiento ni de peso.

Cabe destacar que al cabo de cada fase experimental se realizé la necropsia de los

animales para determinar la presencia de dafios macroscopicos debidos a la

65



POSGR DO@Q@J Resultados y discusién

administracién de los diversos tratamientos; estas inspecciones no revelaron ninguna

anomalia en lo referente a tamafio, color o aspecto de los 6rganos.

A partir de los resultados obtenidos en esta prueba se puede establecer que el
extracto acuoso (Tabla 3) y el aceite esencial (Tabla 4) presentan una DLso mayor a 5000
mg/Kg y que de acuerdo con los criterios establecidos por Lorke (1989) son inocuos para
roedores. Ademads resulta obvio que los componentes responsables de la moderada
toxicidad evidenciada por Déciga y colaboradores (2007) no se encuentran en el aceite
esencial ni en la infusién. En consecuencia estos preparados son potencialmente mads

seguros para consumo humano que el extracto integro.

Tabla 3. Toxicidad aguda del extracto acuoso de Ligusticum porteri

Primera fase Segunda fase
Dosis (mg/Kg) Mortalidad Dosis (mg/Kg) Mortalidad
10 0/3 1600 0/3
100 0/3 2900 0/3
1000 0/3 5000 0/3
DLso mayor a 5000 mg/Kg

Tabla 4. Toxicidad aguda del aceite esencial de Ligusticum porteri obtenido por

hidrodestilacién.
Primera fase Segunda fase
Dosis (mg/Kg) Mortalidad Dosis (mg/Kg) Mortalidad
10 0/3 1600 0/3
100 0/3 2900 0/3
1000 0/3 5000 0/3

DLso mayor a 5000 mg/Kg
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5.3. Estudios de eficacia preclinica

Con la finalidad de completar los parametros de eficacia preclinica de la especie
Ligusticum porteri se realizaron determinaciones conducentes a determinar el potencial
antinociceptivo y espasmolitico in vivo de algunos de sus extractos y compuestos puros,
asi como la posible accién antidiabética del aceite esencial y la infusion de la planta. Las
dos primeras pruebas se seleccionaron con base en el uso de la planta para el tratamiento
de cdlicos y dolores gastrointestinales; en tanto que el potencial antidiabético de la
infusién y de la esencia se realizé para completar los estudios de Brindis y colaboradores
(2011) quienes demostraron los efectos del extracto integro de la raiz y de algunos
componentes del mismo. Ademads, de acuerdo a los reportes etnobotanicos el preparado

fitoterapéutico mas utilizado es la infusién.

5.3.1.  Pruebas para determinar el potencial antinociceptivo

5.3.1.1. Evaluacién del potencial antinociceptivo de la infusién,
el aceite esencial, el extracto integro y los compuestos Z-3-butilidenftélida
(3), Z-ligustilida (1) y diligustilida (6) obtenidos de la especie Ligusticum
porteri
Para establecer el potencial antinociceptivo de los extractos y compuestos puros de la
especie, se utilizaron las pruebas de estiramiento abdominal y placa caliente (Figuras 16-
21). Ambas pruebas permiten detectar dolor agudo y son de facil implementacién para
determinar la actividad analgésica potencial de productos naturales (Mogil ez aZ, 2010;

Ortega et al, 2002). Ademas, estos modelos permiten obtener informacién util para

comprender la red de eventos involucrados en el proceso y reproducen situaciones

67



POSGR DO@S}%

Resultados y discusién

fisiopatoldgicas que permiten el estudio de alternativas terapéuticas. En el modelo de
placa caliente el animal, generalmente roedores (rata o ratén), se coloca dentro de un
cilindro de plastico que estd sobre una placa caliente a temperatura constante, (55 £ 5
°C) (Figura 15 b). Este estimulo produce dos conductas (saltar o lamer sus patas traseras)
que pueden medirse en términos de tiempo de reaccion. Este modelo es cominmente
usado para identificar analgésicos que acttan a nivel del SNC (Eddy y Leimbach, 1953).
En el segundo modelo, los roedores responden al dolor que se genera en
respuesta a un estimulo quimico (Figura 15 a). El método consiste en inyectar
intraperitonealmente a los roedores una solucién alogénica (i.e. sol. diluida de acido
acético) y medir, en un periodo de tiempo, el nimero de estiramientos-contracciones
provocados por el estimulo quimico. El modelo permite detectar compuestos con
actividad analgésica periférica; cabe sefialar que este modelo ha sido objeto de criticas

debido a que el estimulo quimico no se considera natural (Koster et al, 1959).

Figural5. Modelos a) del estiramiento abdominal y b) la placa caliente.

La infusion se evalud a las dosis 31.6, 100 y 316 mg/Kg (p.o.) en ambos modelos.
Como se desprende de los datos de la Figura 16 se puede observar que unicamente la
dosis de 316 mg/Kg provocd un efecto antinociceptivo significativo (p < 0.05) en la
prueba de placa caliente, esta dosis aument6 en un 46.15% el tiempo de latencia con

respecto al control. En el ensayo de estiramiento abdominal el tratamiento de 31.6

68



2
POSGRZ (DO l’w Resultados y discusién

mg/Kg fue el tnico que indujo una disminucién del nimero de estiramientos en un

32.72% con respecto a la SSI.

Para el ensayo con el aceite esencial se utilizaron dosis de 31.6, 56.2 y 100 mg/Kg
(p.o.). En la Figura 17 se presentan los resultados de la prueba de placa caliente; en todos
los casos el periodo de latencia al estimulo térmico con respecto al control incremento
entre 55.37 y 86.79%. Sin embargo, este efecto no fue estadisticamente diferente entre
las tres dosis ensayadas. Por lo tanto es necesario evaluar este preparado a dosis mas

bajas a fin de determinar si el efecto es dependiente de la dosis.

En la prueba de estiramiento abdominal, el aceite esencial, a la dosis de 100
mg/Kg, ocasioné una disminucién de la cantidad de estiramientos en un 45.43% con
respecto al grupo de SSI. El efecto fue claramente no dependiente de la dosis

posiblemente debido a un fenémeno de hormesis, entre otras causas (Calabrese, 2008b;
a).

Con fines comparativos, el extracto integro (Figura 18) fue evaluado a las dosis de
75, 150 y 300 mg/Kg (p.o.). Se puede observar (Figura 18) que las tres dosis aumentan

significativamente (p <0.05) el periodo de latencia al estimulo térmico con respecto al

control.

En la prueba de estiramiento abdominal se evaluaron las dosis de 75, 150, 250 y
300 mg/Kg. El efecto provocado por el tratamiento con la dosis de 300 mg/Kg fue similar
al de la dipirona, y disminuy¢ la cantidad de estiramientos en un 94.55% con respecto al

grupo de SSI; el efecto en este caso fue dependiente de la dosis.

Posteriormente se ensayaron los compuestos mayoritarios de la planta (Rivero er
al, 2011) y para ello fue necesario obtenerlos en forma pura como se describe en la

seccion experimental. Los resultados obtenidos se describen a continuacion.

En el caso del compuesto Z-ligustilida (1) (10, 31.6 y 56.2 mg/Kg), en la prueba de

estiramiento abdominal ninguna de las dosis provocé efecto alguno. Estos resultados
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contrastan con los obtenidos por (Du et al, 2007) quienes reportan un efecto
significativo de la ftalida en esta prueba. Sin embargo, en el modelo de la placa caliente,
el compuesto (31.6 mg/Kg) incrementd el periodo de latencia al estimulo hasta un

50.57%, respecto al grupo control (Figura 19)

El compuesto Z-3-butilidenftalida (3) se administro a los roedores a las dosis de 10,
31.6, 56.2 y 100 mg/Kg, p.o. en el ensayo de placa caliente; y a las dosis de 10, 31.6 y
56.2 mg/Kg, p.o. en el de estiramiento abdominal. En el primer ensayo el efecto del
producto fue dependiente de la dosis obteniéndose un aumento en los periodos de
latencia de 26.88, 27.90, 38.37 y 42.20%, respectivamente en relacién al control (Figura
20). Por otra parte en la prueba de estiramiento abdominal el producto 3 a las dosis de
10 y 31.6 mg/Kg, provocé una reduccién en el nimero de estiramientos de 24.79 y

27.38% respectivamente en relacion al blanco.

La diligustilida (6) se ensay¢ a las dosis de 10, 31.6 y 56.2 mg/Kg, p.o. en la prueba
de placa caliente y de 10, 31.6, 56.2 y 100 mg/Kg, p.o en la de estiramiento abdominal.
El compuesto no presenté actividad en el primero; mientras que en el ensayo de
estiramiento abdominal los cuatro tratamientos indujeron un efecto antinociceptivo
significativo (p < 0.05) no dependiente de la dosis. Los porcentajes de disminucién del
numero de estiramientos con respecto al control fueron de 47.36, 28.80, 62.57 y 37.28%

(Figura 21).
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Figura 16. Efecto antinociceptivo del extracto acuoso de Ligusticum porteri en ratones.
La grafica A representa la latencia al estimulo térmico en el modelo de la placa caliente
y la B el numero de estiramientos presentados.

Cada barra representa el promedio + el error estindar de n=6 ratones. Las diferencias estadisticamente

significativas con respecto al vehiculo se determinaron mediante un andlisis de tipo ANADEVA seguida

de una prueba de #Dunnett. * p < 0.05, ** p < 0.01 y ** p < 0.001.
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Figura 17. Efecto antinociceptivo del aceite esencial de Ligusticum porteri obtenido por
hidrodestilacién en ratones. La grafica A representa la latencia al estimulo térmico en el
modelo de la placa caliente y la B el nimero de estiramientos observados.

Cada barra representa el promedio + el error estdndar de n=6 ratones. Las diferencias estadisticamente

significativas con respecto al vehiculo se determinaron mediante un analisis de tipo ANADEVA seguida
de una prueba de #Dunnett * p < 0.05, ** p < 0.01 y ** p < 0.001.
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Figura 18. Efecto antinociceptivo del extracto integro de Ligusticum porteri obtenido
por maceracién CH2Cl2:MeOH (1:1) en ratones. La grafica A representa la latencia al
estimulo térmico en el modelo de la placa caliente y la B el numero de estiramientos
observados.

Cada barra representa el promedio + el error estindar de n=6 ratones. Las diferencias estadisticamente

significativas con respecto al vehiculo se determinaron mediante un andlisis de tipo ANADEVA seguida

de una prueba de #Dunnett. * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001.
- -
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Figura 19. Efecto antinociceptivo del compuesto Z-ligustilida (1) en ratones. La grafica
A representa la latencia al estimulo térmico en el modelo de la placa caliente y la B el
numero de estiramientos presentados.

Cada barra representa el promedio = el error estindar de n=6 ratones. Las diferencias estadisticamente

significativas con respecto al vehiculo se determinaron mediante un andlisis de tipo ANADEVA seguida

de una prueba de #Dunnett. * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001.
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Figura 20. Efecto antinociceptivo del compuesto Z-3-butilidenftdlida (3) en ratones. La
grafica A representa la latencia al estimulo térmico en el modelo de la placa caliente y la
B el nimero de estiramientos presentados.

Cada barra representa el promedio + el error estdndar de n=6 ratones. Las diferencias estadisticamente

significativas con respecto al vehiculo se determinaron mediante un andlisis de tipo ANADEVA seguida
de una prueba de #Dunnett. * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001.
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Figura 21. Efecto antinociceptivo del compuesto diligustilida (6) en ratones. La grafica A
representa la latencia al estimulo térmico en el modelo de la placa caliente y la B el
numero de estiramientos presentados.

Cada barra representa el promedio + el error estdindar de n=6 ratones. Las diferencias estadisticamente

significativas con respecto al vehiculo se determinaron mediante un andlisis de tipo ANADEVA seguida
de una prueba de #Dunnett. * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001.
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Del conjunto de resultados presentados, es evidente que la planta tiene un efecto
analgésico potencial de utilidad para controlar tanto el dolor visceral inflamatorio
periférico como el de origen central. Las diferencias en la actividad de los distintos
preparados en los dos modelos de dolor puede ser atribuido a la diferencia en la
composicién quimica de los mismos. En el caso del aceite esencial, que presenta un alto
contenido de Z-ligustilida (1) y de Z-3-butilidenftalida (3), se puede concluir que estos
compuestos son los principios activos responsables del efecto antinociceptivo a nivel
central. Por otro lado, en la infusién las ftélidas 1 y 3 se encuentran en baja proporcién.
Aunque los productos presentes en la infusién no estan caracterizados se anexa el perfil
cromatografico para evidenciar que sus productos mayoritarios no son las ftalidas
(Figura 22). Por lo tanto serd necesario determinar la composicién quimica de la
infusién.

Este estudio constituye el primer reporte de los efectos antinociceptivos de la Z-3-
butilidenftalida (3) y de la diligustilida (6). Este hallazgo en conjunto con el descrito
previamente por Du (2007) indican el potencial de estos productos como agentes

analgésicos mismo que puede ser de utilidad para el desarrollo de nuevos farmacos.

5.3.1.2. Potencial espasmolitico de la infusidn, el aceite esencial,
el extracto integro y el compuesto diligustilida (6) obtenidos de la especie

Ligusticum porteri en la prueba de transito intestinal

En el ensayo con la infusidn y el aceite esencial las dosis utilizadas fueron de 31.6, 100 y
360 mg/Kg; para el extracto integro se utilizaron las dosis de 75, 150 y 300 mg/Kg; en el
ensayo con la diligustilida (6) las dosis administradas fueron de 10, 31.6 y 100 mg/Kg,
p-o.; como control positivo se utilizé el farmaco Loperamida (8mg/Kg). En las Figuras

23-26 se presentan los resultados obtenidos.
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Figura 22. Cromatograma de la infusién de L. porteri por CLAE. Fase mdvil: gradiente ACN-H20 (0.5%
AcOH) (2:8-1:0), velocidad de flujo: 1.0 mL/min. Fase estacionaria: columna Hibar® LiChrospher® 100
RP-18. 2 280 nm

La infusién no present6 efecto alguno a las dosis evaluadas; el aceite esencial
redujo el avance del carbén activado en un 24.5% a la dosis de 316 mg/Kg; el extracto
integro produjo un efecto de inhibicién del avance del carbdn activado con las tres dosis
evaluadas en un 17.84, 13.59 y 23.62%, respetivamente, por ultimo, el compuesto 6
ocasiond una disminucién en el avance del carbén activado de un 21.30 y 20.79% con
respecto al vehiculo a las dosis de 10 y 31.6 mg/Kg. Estos resultados indican que la
especie posee efecto espasmolitico moderado y que aunado al efecto antinociceptivo
demostrado en este estudio, sustentan a nivel preclinico el uso de la planta en las

practicas médicas populares para el tratamiento de célicos estomacales.

Cabe sefialar que (Du er al, 2006) reportaron que el compuesto Z-ligustilida
disminuye las contracciones uterinas espontdneas e inducidas por la prostagladina PGF-
2a, acetilcolina, KCI y oxcitocina in vitro y concluyen que este efecto podria estar
relacionado con la eficacia de la especie relacionada Angelica sinensis (Apiaceae) para el
tratamiento de los colicos menstruales. Ese resultado aunado a los del presente estudio

evidencia el potencial espasmolitico de las ftalidas. Cabe mencionar que en el presente
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estudio se ensayd unicamente la diligustilida (6) porque fue el dnico constituyente

disponible en cantidad suficiente para el estudio.
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Figura 23. Efecto espasmolitico del extracto acuoso de Ligusticum porteri en ratones.

Cada barra representa el promedio + el error estindar de n=6 ratones. Las diferencias estadisticamente
significativas con respecto al vehiculo se determinaron mediante un andlisis de tipo ANADEVA seguida
de una prueba de #Dunnett. * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001.

© 150m=-
)
]
=
b=
]
[ -
S 100
=
I
(&)
©
= 50
D
(&6)
—
<
=
©
=S O

SSi ; 100 316 Loperamida (8)
Dosis mg/Kg

Figura 24. Efecto espasmolitico del aceite esencial de Ligusticum porteri obtenido por
hidrodestilacién en ratones.

Cada barra representa el promedio + el error estdndar de n=6 ratones. Las diferencias estadisticamente
significativas con respecto al vehiculo se determinaron mediante un analisis de tipo ANADEVA seguida de
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una prueba de #Dunnett * p < 0.05, " p < 0.01 y ™ p < 0.001.
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Figura 25. Efecto espasmolitico del extracto integro de Ligusticum porteri obtenido por

maceracién CH2Cla:MeOH (1:1) en ratones.

Cada barra representa el promedio + el error estindar de n=6 ratones. Las diferencias estadisticamente

significativas con respecto al vehiculo se determinaron mediante un andlisis de tipo ANADEVA seguida de

una prueba de #Dunnett. * p < 0.05, ** p < 0.01 y ** p < 0.001.
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Figura 26. Efecto espasmolitico del compuesto diligustilida (6) en ratones.

Cada barra representa el promedio + el error estdindar de n=6 ratones. Las diferencias estadisticamente
significativas con respecto al vehiculo se determinaron mediante un andlisis de tipo ANADEVA seguida de
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una prueba de #Dunnett. * p < 0.05, ** p < 0.01 y ** p < 0.001.
5.3.2.  Evaluacién del potencial antidiabético del aceite esencial y la

infusién de L. porteri

En la investigacion bibliografica de la especie se encontrd que (Olivas, 1999) reporta el
uso de L. porteri para el tratamiento de diabetes; posteriormente, en el articulo
“Mexican plants with hypoglycaemic effect used in the treatment of diabetes”
(Andrade-Cetto y Heinrich, 2005) reportan de nueva cuenta, el uso de la planta para el
tratamiento de la diabetes. Con base en estos dos reportes se inici6 la investigacién del
potencial antidiabético de la planta. Los resultados iniciales permitieron comprobar que
un extracto integro (CH2-Cl>-MeOH 1:1) de la especie posee propiedades
antihiperglucémicas. El estudio fitoquimico de la planta permitié aislar y purificar cinco
compuestos: miristicina, diligustilida (6), Z-ligustilida (1), Z-3-butilideneftalida (3) y el
acido ferulico. Los productos mayoritarios diligustilida (6), Z-ligustilida (1) y Z-3-
butileneftdlida (3) fueron evaluados en ensayos de tipo agudo y de tolerancia a la
glucosa y sacarosa en ratones. Los resultados de estos experimentos permitieron
descubrir los efectos antihiperglucémicos e hipoglucemiantes de la Z-3-butilideneftalida
(3), asi como los hipoglucemiantes de los dos primeros. Por otra parte, los cinco
productos fueron evaluados en un experimento enzimatico in vitro contra la enzima alfa
glucosidasa resultando inactivos la miristicina, y el acido ferulico. La Z-ligustilida (1) fue
inactiva, en tanto que la Z-3-butilideneftalida fue activa (Clso= 0.4 mg/ml); de acuerdo
con experimentos de cinética este iltimo compuesto se comporta como un inhibidor no
competitivo de la enzima. Ademads, el analisis de acoplamiento molecular permite
predecir que el sitio de unién de la Z-3-butilideneftalida (3) es en un lugar diferente al
de la acarbosa, resultado que es congruente con la inhibicién de tipo no competitivo

(Brindis er al, 2011).

Sin embargo, en el estudio de Brindis er al, 2011 no se estableci6 el efecto del

aceite ni de la infusién, que son los preparados de la planta que se consumen
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popularmente. Por lo tanto, en el presente trabajo se realizd la evaluacién del aceite

esencial utilizando los modelos de tipo agudo, asi como de tolerancia a la glucosa

(OGTT) y sacarosa (OSTT) (Cristians et al, 2009; Brindis ez a/, 2011).

5.3.2.1. Evaluacién del efecto hipoglucemiante agudo del aceite

esencial

En esta prueba los ratones se diabetizaron administrando estreptozotocina (STZ, 100
mg/Kg) previo tratamiento con NAD (30 mg/Kg) con el objetivo de obtener un modelo
de diabetes no insulino dependiente (Brindis er a/, 2010); como control positivo se
utilizé el farmaco glibenclamida. Los valores de glucemia en sangre con respecto al

tiempo se expresan como porcentaje de variacién de glucemia.

En ningtn caso (Figura 27) el aceite esencial presenté efecto hipoglucemiante en
ratones sanos. En el ensayo con ratones diabéticos, a la dosis de 56.2 mg/Kg el aceite
produjo una importante accién hipoglucemiante, que alcanzé el maximo efecto a la hora
5, en este tiempo la reduccién del porcentaje de glucosa en sangre fue de -40.77%, este
comportamiento se conservo a lo largo del experimento observandose los porcentajes de
disminucién de glucosa en sangre de -39.11 y -33.79% a las siete y nueve horas,
respectivamente. En la Figura 28 se presentan los resultados obtenidos. El control
positivo, que en este caso fue la glibenclamida provocé su maximo efecto a las cinco
horas bajando los porcentajes de glucosa en un -38.96%, este efecto se conservo hasta el

final del experimento.

En los resultados obtenidos con la dosis de 56.2 mg/Kg a diferencia de los
obtenidos por Brindis y colaboradores (2010) la actividad solo se observo con los ratones

diabéticos y no con los sanos.
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Debido a que se observo actividad hipoglucemiante en el experimento agudo se
procedié a realizar pruebas de tolerancia a la glucosa y sacarosa con la finalidad de

evaluar el efecto antihiperglucémico del aceite esencial.

5.3.2.2. Pruebas de tolerancia a la glucosa oral del aceite esencial

Los resultados de esta prueba indican que en ratones normoglucémicos el aceite esencial
de la especie presenta un buen efecto antihiperglucémico, pues se observa una
disminucién significativa (p <0.05) del pico posprandial con las dosis 56.2 y 100 mg/Kg,
p.0.; los niveles de glucosa en sangre se redujeron a 14.87 y 10.48% respecto al control
cuyo porcentaje de glucosa en sangre fue de 34.94, lo anterior indica que el efecto es

dosis dependiente (Figura 29).

La Figura 30 muestra los resultados obtenidos en ratones diabéticos tratados con el
aceite esencial y se puede observar que también existe un efecto significativo (p <0.05)
en el abatimiento del pico posprandial con las dosis de 56.2 y 100 mg/Kg; estos
tratamientos bajaron los niveles de glucosa a 45.56 y 50.1% respectivamente, el valor
obtenido para el control fue de 124.38%. Sin embargo en este caso el efecto ya no fue
dependiente de la dosis. El efecto obtenido en este ensayo podria ser debido a la
inhibicién de los mecanismos de absorciéon de glucosa en el intestino por el aceite

esencial.

5.3.2.3. Pruebas de tolerancia a la sacarosa oral del aceite esencial

Los resultados de las pruebas de tolerancia a la sacarosa indican que en ratones
normoglucémicos el aceite esencial de L. porteri presenta un buen efecto
antihiperglucémico, con las dos dosis mas altas. En la Figura 31 se puede observar que la

dosis de 56.2 mg/Kg disminuyd el pico posprandial de 24.71 en el control a 13.17%
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mientras que la dosis de 100 mg/Kg lo redujo a 13.09% el efecto observado fue

dependiente de la dosis.

En ratones diabéticos, el aceite esencial present6é un efecto antihiperglucémico a
las tres dosis evaluadas (Figura 32); la concentracién de glucosa en sangre disminuyé en
un 45.21, 51.81 y 50.99%, respectivamente; mientras que el valor para el control fue de
87.58%, lo que indica que hay diferencia significativa (p <0.05). En este caso el efecto
puede ser debido a la inhibicién de las enzimas o-glucosidasas por el compuesto Z-3-
butilidenftalida (3), el cual fue reportado como inhibidor de estas enzimas por (Brindis

et al,2011).

5.3.2.4. Pruebas de tolerancia a la sacarosa oral de la infusién

En los ensayos para determinar el potencial antihiperglucémico de la infusién se puede
observar que en ratones normoglucémicos la dosis de 31.6 mg/Kg presenta un buen
efecto antihiperglucémico, al disminuir el pico posprandial a un valor de 0.84% de
glucosa en sangre este valor indica que el efecto de la infusién es mucho mejor que el

presentado por la acarbosa de 8.3% Figura 33.

En ratones diabéticos Figura 34, la infusién mostré un muy buen efecto
antihiperglucémico con la dosis de 31.6 mg/Kg, al disminuir la concentracién de glucosa
en sangre a 22.99%, este efecto fue levemente mejor que el presentado por el control
positivo que redujo los porcentajes de glucosa en sangre a un valor de 23.3%, se puede
observar también que el efecto es mejor a menor dosis, lo que indica un fenémeno de
hormesis. En este caso el efecto puede ser debido a la la inhibicién de las enzimas o-
glucosidasas, mismas que se encargan de la degradaciéon de los polisacdridos a

monosacaridos para favorecer la absorcién de la glucosa en el intestino. (Krasikov er al,

2001)
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Los resultados del potencial hipoglucemiante y antihiperglucémico son

congruentes con los resultados presentados por Brindis er a/ (2011).

En conjunto los resultados obtenidos en las pruebas de eficacia desarrolladas en
este trabajo para los diferentes extractos y compuestos puros de Ligusticum porteri
evaluados indican que en efecto, posee propiedades antinociceptivas, espasmoliticas y
antidiabéticas, lo que sustenta el uso tradicional de la especie para diversas afecciones

como dolores musculares, estomacales y para el tratamiento de diabetes.
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Vehiculo
Dosis 31.6 mg/Kg

Dosis 56.2 mg/Kg
Dosis 100 mg/Kg
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Figura 27. Efecto hipoglucemiante del aceite esencial de Ligusticum porteri obtenido por hidrodestilacién en ratones

normoglucémicos.

Cada barra representa el promedio + el error estandar de n=6 ratones. Las diferencias estadisticamente significativas con respecto al vehiculo se determinaron

mediante un andlisis de tipo ANADEVA seguida de una prueba de #Dunnett. * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001.
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Figura 28. Efecto hipoglucemiante del aceite esencial de Ligusticum porteri obtenido por hidrodestilacién en ratones diabéticos.
Cada barra representa el promedio + el error estindar de n=6 ratones. Las diferencias estadisticamente significativas con respecto al vehiculo se determinaron
mediante un andlisis de tipo ANADEVA seguida de una prueba de #Dunnett. * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001.
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Dosis 100 mg/Kg
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Figura 29. Curva de tolerancia a la glucosa (OGTT) luego de la administracién del aceite esencial de Ligusticum porteri obtenido por

hidrodestilacion en ratones normoglucémicos.

Cada barra representa el promedio + el error estindar de n=6 ratones. Las diferencias estadisticamente significativas con respecto al vehiculo se determinaron
mediante un andlisis de tipo ANADEVA seguida de una prueba de #Dunnett. * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001.

88



w}‘:.

POSGRADOEY Resultados y discusion

&=

200+
0
o 150-
©
()]
c
0
5 1004
o
0 -®- Vehiculo
[S) 4 Glibenclamida 10 mg/Kg
0
T 50 =k~ Dosis 31.6 mg/Kg
c
0 =¥ Dosis 56.2 mg/Kg
.Lg? Dosis 100 mg/Kg
@
> 0
S
-50-

Tiempo (horas)

Figura 30. Curva de tolerancia a la glucosa (OGTT) luego de la administracién del aceite esencial de Ligusticum porteri obtenido por
hidrodestilacion en ratones diabéticos.

Cada barra representa el promedio + el error estdndar de n=6 ratones. Las diferencias estadisticamente significativas con respecto al vehiculo se determinaron

mediante un andlisis de tipo ANADEVA seguida de una prueba de #Dunnett. * p < 0.05, ** p < 0.01 y ** p < 0.001.
|
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Figura 31. Curva de tolerancia a la sacarosa (OSTT) luego de la administracién del aceite esencial de Ligusticum porteri obtenido por
hidrodestilacion en ratones normoglucémicos.

Cada barra representa el promedio + el error estindar de n=6 ratones. Las diferencias estadisticamente significativas con respecto al vehiculo se determinaron

mediante un andlisis de tipo ANADEVA seguida de una prueba de #Dunnett. * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001.
-
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Figura 32. Curva de tolerancia a la sacarosa (OSTT) luego de la administracién del aceite esencial de Ligusticum porteri obtenido por

hidrodestilacién en ratones diabéticos.

Cada barra representa el promedio + el error estdndar de n=6 ratones. Las diferencias estadisticamente significativas con respecto al vehiculo se determinaron

mediante un andlisis de tipo ANADEVA seguida de una prueba de #Dunnett. * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001.
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Figura 33. Curva de tolerancia a la sacarosa (OSTT) luego de la administracion de la infusién de Ligusticum porteri en ratones
normoglucémicos.

Cada barra representa el promedio + el error estindar de n=6 ratones. Las diferencias estadisticamente significativas con respecto al vehiculo se determinaron

mediante un andlisis de tipo ANADEVA seguida de una prueba de #Dunnett. * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001.
-
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Figura 34. Curva de tolerancia a la sacarosa (OSTT) luego de la administracién de la infusién de Ligusticum porteri en ratones

diabéticos.

Cada barra representa el promedio + el error estdndar de n=6 ratones. Las diferencias estadisticamente significativas con respecto al vehiculo se determinaron

mediante un andlisis de tipo ANADEVA seguida de una prueba de #Dunnett. * p < 0.05, ** p < 0.01 y *** p < 0.001.
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6. Conclusiones

1.-El presente trabajo de investigacion constituye una aportacién a la generacién de los
criterios de calidad de la droga cruda de la especie Ligusticum porteri ya que se obtuvo
el perfil cromatografico de la esencia obtenida por hidrodestilacién, asi como de los
componentes volatiles separados por la técnica de headspace microextraccién en fase
solida. Estos perfiles, en conjunto con las pruebas de composicién generadas
anteriormente en nuestro grupo de trabajo por Rivero-Cruz et al, (2011), sentaran las
bases para garantizar la buena calidad de la planta, caracteristica que es fundamental

para garantizar su eficacia y seguridad.

2.-Se encontrd que el aceite esencial y la infusién de L. porteri presentan una DLso
mayor a 5000 mg/Kg, por lo tanto de acuerdo a los criterios de Lorke (1989), ambos
preparados son inocuos para roedores. En consecuencia, éstos son potencialmente mas
seguros para consumo humano que el extracto integro, el cual presenta una toxicidad
moderada de acuerdo con los resultados reportados por Déciga y colaboradores (2007).
Estos hallazgos, aunados al uso por mas de un siglo de esta planta, permiten proponer a

priori que el uso de esta especie no constituye riesgo alguno para sus consumidores.

3.-De los resultados obtenidos en la pruebas para determinar el efecto antinociceptivo
de la especie, se puede establecer que la planta presenta un efecto analgésico potencial
de utilidad para controlar el dolor visceral inflamatorio periférico y a nivel central. De
los tres preparados, el mejor fue el extracto integro; sin embargo, este preparado es el
mas téxico. Por otro lado, los niveles de accion del aceite y la infusién fueron aceptables
y permiten corroborar a nivel preclinico el uso popular de la planta como analgésico.

Los compuestos Z-ligustilida (1) y Z-3-butilidenftalida (3) son algunos de los principios

94



i

POSGR DO'{%%

S

Conclusiones

activos responsables del efecto antinociceptivo a nivel central, mientras que el
compuesto diligustilida (6) es uno de los causantes de la actividad antinociceptiva a nivel
periférico. El mejor efecto del extracto integro en las dos pruebas de nocicepcién indica

que la planta contiene otros principios activos.

4.- Ligusticum porteri posee efecto espasmolitico moderado de acuerdo a los resultados
obtenidos para el aceite esencial, el extracto integro y la diligustilida (6), metabolito que
se encuentra en buena proporcién en este dltimo preparado. Estos hallazgos, en
conjunto con los descritos en el inciso anterior, sustentan a nivel preclinico el uso de la

planta en las practicas médicas populares para el tratamiento de cdlicos estomacales.

5.-El aceite esencial y la infusién presentan actividad antihiperglucémica en ratones. En
el primer caso el efecto puede implicar no sélo la inhibicién de las enzimas o-
glucosidasas que degradan oligo y polisacaridos a monosacaridos para favorecer su
absorcidn, sino también de los mecanismos de absorcién de glucosa en el intestino. Cabe
recordar que Brindis y colaboradores establecieron que la Z-3-butilidenftalida (3),
componente importante del aceite esencial, es un inhibidor de las a-glucosidasas. Sin
embargo, la Z-ligustilida (1), que es otro constituyente importante de la esencia, no fue
activa en esta prueba pero si demostré un efecto antihiperglucémico importante en la
prueba de tolerancia a la glucosa. La infusiéon que contiene ambas ftalidas demostré a la
menor dosis utilizada un importante efecto antihiperglucémico comparable al de la
acarbosa en la prueba de tolerancia a la sacarosa. Por lo tanto el uso tradicional de la

especie para tratar la diabetes también se ve sustentada con este hallazgo y los de Brindis

et al. (2011).
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7. Perspectivas

v" Evaluar el aceite esencial en la prueba de placa caliente con dosis menores a 31.6
mg/Kg (p.o) para determinar si este preparado presenta un efecto dependiente de

la dosis.

v" Realizar el estudio agudo para determinar la actividad hipoglucemiante de la

infusion de la especie.

v Caracterizar y aislar los compuestos presentes en la infusion, con la finalidad de
realizar estudios de eficacia ya que se demostrd que el extracto acuoso contiene

otros principios activos con efecto antinociceptivo.

v'Realizar estudios adicionales con la finalidad de establecer mecanismos de accién

de los compuestos evaluados.
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9. Anexos
Anexo 1

Participacién en congresos

Nombre de la reunion: 72 Reunién internacional de Investigacion en Productos Naturales
“Dr. Pedro Joseph Nathan”

Nombre del trabajo: Determinacion de los componentes volatiles mayoritarios en el aceite
esencial y droga cruda de Ligusticum porteri

Fecha: 18 al 20 de Mayo de 2011

Lugar: Morelia, Michoacan

Nombre de la reunion: QuimiUNAM 2011

Nombre del trabajo: Pruebas de eficacia de extractos y compuestos puros de la especie

medicinal Ligusticum porteri
Fecha: 16 al 18 de Noviembre de 2011

Lugar: Uiversidad Nacional Auténoma de México, México, D.F.
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Anexo II

Anexos

Gradiente de elucién utilizado en el andlisis cromatogrifico por CLAE para el

establecimiento de los perfiles cromatograficos de L. porter:

Tiempo (min) %ACN %H:20 + 0.5%AcOH
0 20 80
5 53 47
15 53 47
30 70 30
40 100 0
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