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1. INTRODUCCION
Es evidente que gran parte del esplendor de las culturas antiguas esta relacionada
con el conocimiento que éstas poseian acerca del uso, propiedades y cualidades
de una gran variedad de especies vegetales estableciéndose con ello, una
estrecha relacién entre la diversidad cultural y la diversidad biolégica. El uso de
plantas con fines curativos se remonta al principio de la historia y particularmente

en nuestro pais se describe desde la época prehispanica.

En nuestro pais existen unas 26 mil variedades de plantas, el 10.4% de estas
crecen en el planeta, y al menos 5% de especies mexicanas han sido investigadas
desde un punto de vista quimico. En base a lo dicho anteriormente y considerando
que las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte en
México, en este trabajo se realizd el estudio quimico-farmacolégico del extracto
metandlico de la especie vegetal Haematoxylon brasiletto karst. (Leguminosae) y
se investigo acerca de su propiedad antioxidante. Segun un estudio etnomédico, la
corteza de H. brasiletto preparada como té se emplea de manera tradicional para
tratar entre otras enfermedades la hipertension arterial. Los resultados de la
evaluacion farmacolégica mostraron que el extracto de esta planta contiene
compuestos que relajan la musculatura lisa arterial de una manera dependiente de

la concentracion.

Adicionalmente, se inicio el estudio fitoquimico del extracto, el cual resultdé en el
aislamiento de la hematoxilina. Este compuesto se ha reportado como un
homoisoflavonoide presentando importantes propiedades farmacologicas entre las
cuales podemos destacar las propiedades antiinflamatorias, antimicrobianas,
vasorrelajantes, anticonvulsivas y antioxidantes. (Pratt y Yuziriha, 1959; Rivero-
Cruz, 2008)

Dentro del grupo de los antioxidantes se encuentran los flavonoides, que son

compuestos de gran importancia en el campo cardiovascular, se ha demostrado
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que hay una asociacion inversa entre la ingesta diaria de flavonoides y la
mortalidad a causa de una enfermedad coronaria. Este efecto cardioprotector
podria explicarse por la combinacién de propiedades antioxidantes, antiagregantes
plaquetarios y vasodilatadores (Carroll et al., 1998; Ko et al., 1991; Duarte et al.,
2001). Recientemente se ha reportado que ejercen efectos antihipertensivos y
reducen la hipertrofia del ventriculo izquierdo, la disfuncion endotelial y mejoran el

estatus oxidativo, plasmatico y hepatico (Duarte et al., 2001; Pérez et al., 2002).

La Hematoxilina presenté un efecto vasorrelajante similar al observado por el
extracto completo, lo cual sugirié que la hematoxilina podria ser el compuesto mas
importante responsable de la actividad relajante observada. Finalmente, un
estudio farmacolégico mas detallado indicé que el mecanismo empleado por los
compuestos vasorrelajantes involucra dos mecanismos diferentes: uno
dependiente de endotelio, que involucra la activacién de la via del NO/GMPc y otro
independiente de endotelio que involucra la activacion de canales de K™ activados
por Ca®*. Estos resultados preliminares indican que H. brasiletto contiene
compuestos que ejercen su efecto vasodilatador mediante diferentes mecanismos

de accién.

Los resultados derivados de la presente investigacion permitieron por una parte,
validar cientificamente el uso de H. brasiletto en la medicina tradicional mexicana y
por otra parte, obtener la hematoxilina, un compuesto vasorrelajante conocido,
cuyo efecto farmacologico y mecanismo de accién no habia sido descrito. Se
espera que los compuestos aislados de H. brasiletto puedan constituir prototipos
estructurales para el desarrollo de farmacos utiles para el tratamiento de

enfermedades cardiovasculares.
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2. ANTECEDENTES.

2.1Importancia de las enfermedades cardiovasculares en México.

Las enfermedades cardiovasculares (ECVs) constituyen la principal causa de
muerte en el continente americano y son una causa comun de discapacidad,

muerte prematura y gastos excesivos para su prevencién y control.

Una de las ECVs mas importantes es hipertension arterial sistémica (HTAS). Se
estima que existen en el mundo 600 millones de personas que padecen HTAS, de
estos, 420 (70%) millones corresponden a paises en vias de desarrollo. Este
padecimiento es uno de los principales factores de riesgo para enfermedad arterial
coronaria y accidente vascular cerebral. En México aproximadamente 15.2
millones de personas tienen HTAS y se calcula que aproximadamente el 1.5% de
todos los hipertensos mueren cada afo por causas directamente relacionadas con
esta enfermedad. En la Encuesta nacional de Salud (ENSA) 2000 se definié a un
paciente como portador de hipertension arterial si presenta cifras de > 140 mmHg
para la presion arterial sistolica y/6 > 90 mmHg para presion arterial diastolica. Los
resultados obtenidos en esta encuesta alertan sobre la necesidad de intensificar
las estrategias para la deteccidn, control, tratamiento y prevencion de la HTAS en
México (Velazquez-Monroy et al., 2003).

Segun la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), durante los préximos
diez afos se estima que ocurriran aproximadamente 20.7 millones de defunciones
por enfermedades cardiovasculares en América, de las cuales 2.4 pueden ser
atribuidas a la hipertension arterial. Cada afno mueren alrededor de 17 millones de
personas en el mundo por enfermedades cardiovasculares y se estima que cada
cuatro segundos ocurre un evento coronario y cada cinco segundos un evento
vascular cerebral. Aproximadamente entre 1.5 y 5 % de todos los hipertensos
mueren cada ano por causas directamente relacionadas a la hipertension arterial

sistémica. La prevalencia de HTA se incrementa con la edad, no obstante, a partir
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de los 60 afos: mas del 50% de los hombres y casi el 60% de las mujeres

presentan hipertensién arterial. (Cérdova y Hernandez, 2008).

2.2 Plantas medicinales y su importancia.

En México, las plantas medicinales son el recurso material mas amplio y valioso
de la Medicina Tradicional. Su estudio es un tema recurrente en su historia, tarea
muy compleja si se piensa en la enorme riqueza cultural y floristica del pais. Es
tercero en el mundo en biodiversidad y segundo en el hemisferio occidental en
lenguas y culturas distintas (Argueta et al., 1994).

Las plantas medicinales contienen principios activos, que si bien son los
responsables de las propiedades terapéuticas que se les atribuyen, también son
de las intoxicaciones y reacciones adversas que pueden aparecer si se emplean
en dosis inadecuadas o por periodos prolongados. La falta de informacion objetiva
y actualizada sobre los riesgos y beneficios que puede provocar el uso de plantas
medicinales, es una de las causas principales de que la poblacion las use de
manera indiscriminada, argumentando que son inocuas y mas seguras, por el
simple hecho de ser naturales (Pacheco y Gonzalez, 2006).

Por otra parte los productos naturales constituyen una fuente muy valiosa en la
busqueda de nuevas moléculas bioactivas. Un elevado porcentaje de los
medicamentos que se utilizan actualmente contienen principios activos de origen
natural, principalmente vegetal. Asi mismo, un gran numero de sustancias
naturales han representado prototipos estructurales para la sintesis de farmacos

analogos con mayor actividad biolégica (Cordell, 2000).

2.3Haematoxylon brasiletto Karst.
2.3.1Generalidades

Haematoxylon brasiletto Karst (Leguminosae) es un arbol de 7 a 15 metros de
altura, cuyas ramas tienen espinas duras de 1 a 3 cm de largo; su corteza va del
café claro a rojizo, mientras que el centro del tallo va del café muy oscuro al rojo

intenso. Las hojas, con forma de mofios, se encuentran divididas en seis hojuelas.
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Tiene racimos de flores amarillas, ligeramente desiguales en tamafio; y los frutos
son legumbres aplanadas mas largas que anchas y no abren al madurar; sus

semillas son alargadas (Argueta et al., 1994).

El arbol florece de febrero a marzo, es de origen nativo y se propaga por medio de
semilla; cabe mencionar que éste, representa una abundante fuente productora de
néctar y polen. Con su madera se produce carbdn; asi mismo proporciona un tinte
semejante pero no igual al de palo de tinta (Haematoxylon campechianum).
Antiguamente se utilizaba como colorante natural, para fabricar postes y en la

construccion de casas, asi como horcones y morillos.

” 113 ” “*

Es conocido popularmente con los nombres de “azulillo”, “corteza de Brasil”, “palo

» ” ” =

Brasil”, “palo de tinta” y “palo tinto”, “guichachaco”, “yowi”, “kakoameé”, entre otros
(Argueta et al., 1994).

Figura 1. Haematoxylon brasiletto Karst. A la izquierda se observan las hojas en
forma de monos, divididas en hojuelas de seis y las flores amarillas de tamafo
ligeramente desigual. A la derecha se observa la corteza que va de café a rojo
claro.
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Figura 2. Haematoxylon brasiletto Karst. A la izquierda se muestra el arbol
completo y a la derecha ramas con espinas duras de 1 a 3 cm de largo.

2.3.2 Distribucion geografica.

El palo Brasil es un arbol originario del norte de Granada, que habita en climas
célido, semicalido, semiseco y templado. Esta asociado a bosques tropicales,
caducifolio y subcaducifolio, matorral xerdfilo, asi como a bosques espinosos,
mesofilo de montafia, de encino y de pino (Argueta et al., 1994), principalmente en
depresidn central en donde forma comunidades densas de Brasil.

En México, esta especie se distribuye principalmente en los Estados de Baja
California Sur, Sonora, Morelos, Nayarit, Michoacan, Guerrero, Oaxaca, Veracruz,

Guanajuato y en el Estado de México (Argueta et al., 1994).

Figura 3. Distribucion geografica
de Haematoxylon brasiletto Karst
en la Republica Mexicana.
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2.3.3. Usos y propiedades medicinales.

Desde épocas prehispanicas, esta especie ha sido utilizada por sus diversas
propiedades y/o usos medicinales, tales como: padecimientos renales, problemas
cardiovasculares, antidiabéticos, antisépticos, antipirético, control de la ictericia,
asi como por propiedades antimicrobianas, por tan solo citar algunos.

Cabe mencionar que para el tratamiento de tales padecimientos, se utilizan
diversas partes de dicha especie, ya sea en forma de infusiones o en forma de

tinturas; las cuales se muestran el Cuadro 1.

Asimismo H. brasiletto se emplea en la fabricacion de cremas y geles, para tefir el
cabello, ademas de ser utilizado como colorante en la industria textil (Paris y
Rousselet, 1958; Lolor y Martin, 1959).

Cuadro 1. Propiedades medicinales atribuidas a Haematoxylon brasiletto Karst.
(Argueta et al., 1994).

Uso popular Parte de de la planta Via de administracion.
utilizada
Padecimientos renales Corteza y tronco Oral
Padecimientos Corteza y tallo Oral
cardiovasculares
Antidiabético Toda la planta Oral
Antidiarreico Corteza y tronco Oral
Antiséptico Corteza y tronco Oral
Dolor de espalda Flores Oral y tépico
Dolor de pulmoén Raiz y hojas Oral y tépico
Enfermedades Corteza y tallo Oral
gastrointestinales
Dolor corporal Toda la planta Oral o topico
Antiinflamatorio Corteza, flores y hojas Oral
Padecimientos biliares Corteza y tronco Oral
Dolor de bazo Corteza y tallo Oral y tépico
Dolor de dientes Corteza y tallo Oral
Control de la ictericia Toda la planta Oral
Antianémico Flores Oral
Antipirético Toda la planta Oral
colorante Corteza y tallo
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2.3.4. Estudios quimicos realizados.

Estudios quimicos previos de H. brasiletto Karst han permitido la purificacion y
caracterizacion de ocho compuestos aromaticos (Pratt y Yuziriha, 1959; Rivero-
Cruz, 2008) cuyas estructuras se muestran en el Cuadro 2. Los
homoisoflavonoides hematoxilina y brazilina presentan importantes propiedades
farmacoldgicas (Cuadro 2) entre las cuales podemos destacar las propiedades

antiinflamatorias, antimicrobianas, vasorrelajantes, anticonvulsivas y antioxidantes.

Cuadro 2. Estructuras quimicas de los compuestos aislados y caracterizados de
Haematoxylon brasiletto Karst.

Compuesto Estructura Referencia
OH
Floroglucinol Rivero Cruz,
2008
HO OH
COOH
Acido 4- x Rivero Cruz,
hidroxicinamico 2008

HO

i HO COOH
Acido cafeico Rivero Cruz,
2008
HO

AN
Acido galico COOH
Rivero Cruz,
2008
HO OH
OH
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Cuadro 2 (continuacién). Estructuras quimicas de los compuestos aislados y
caracterizados de Haematoxylon brasiletto Karst.

Galato de metilo COOCH,3
Rivero Cruz,
2008
HO oH
5-metoxisoraleno
Rivero Cruz,
2008
OH
HO o}
Hematoxilina Pratt y Yuziriha,
OH 1959
AT
HO OH
H
HO o)
Brazilina Pratt y Yuziriha,
OH 1959
A
HO o




&

Antecedentes |

Cuadro 3. Algunas propiedades farmacoldgicas de la Hematoxilina y de la

Brazilina.

Propiedad

Hematoxilina

Brazilina

Referencia

farmacolégica

Antiinflamatoria + + Hikino et al.,1997
Inhiben de manera
independiente las + + Xie et al.,2000
concentraciones
inducidas de KCl y
CaCl, en aorta de rata
Aséptica + + Takechi y tanaka,
1982
Disminuye los niveles + Moon et al 1985 y
de glucosa en ratones 1993; Kim et
diabéticos al.,1998
Inhibidor competitivo +
de ATP en c- Scr Li Gen et al., 2008
Antimicrobiana Beak etal., 2000;
+ + Martinez, 2001;
Punsrirat, 2007.
Antihipertensivo + Punsrirat, 2007.
Antioxidante + Punsrirat, 2007.
Anticonvulsiva + Punsrirat, 2007.
Incrementa los niveles +
de IgM (posible utilidad Choi et al., 1997
para enfermedades
autoinmunes)
Inhibidor de las +
proteinas tirosina Li Gen et al., 2008
cinasa PTKs
particularmente de c-
Scr tirosina cinasa
Bloquea la fosforilacion + Li Gen et al., 2008
de tirosina cinasa
Agente vasorrelajante + Yi-Wu et al.,2000
Biosensor Nazirizadeh et al.,
2009
Utilizado en la tincion + Kutscher et al., 1987
de mielina
Utilizado como + Waldeyer, 1985;
colorante en tinciones Titford, 2005
histolégicas
Colorante de telas + Slightly y Fred 1868;

(seda,algodén y lino)

Cardon,2007

——

10
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2.3.5. Hematoxilina: historia y compuestos relacionados.

La hematoxilina era obtenida inicialmente a partir del palo de Campeche
(Haematoxylon campechianum), arbol que crece en América Central y el Caribe.

Al arribo de los europeos en busca de oro y plata a la Peninsula de Yucatan a
fines del siglo XV, se encontraron con el uso del palo tinto, llamado por los
habitantes Mayas “ek”, que era utilizado para tefir algodén, asi como para fines
medicinales. Aun cuando inicialmente no fue reconocido su inmenso valor, esta
densa madera, llamada en esa época “Bois de Campeche” y “logwood” por los
ingleses, era utilizado como lastre para los barcos que regresaban a Europa. Una
vez que la utilidad de “logwood” se hizo evidente, cantidades cada vez mayores

fueron enviadas a Europa (Cooksey, 2009).

Sin embargo, en Inglaterra, una ley del Parlamento en 1581 prohibi6é el uso de
palo tinto como colorante, alegando que era "falso y fraudulento” y que "solo se
vendio y lanz6 para enganar a la realeza y a las Reinas dentro de su reino en

Inglaterra y en las colonias para el gran descredito y difamacion tanto de los
comerciantes como de los tintoreros del reino". La verdadera razén era proteger la
produccion del glasto (Isatis tinctoria). El decreto fue derogado en Inglaterra en
1662, sin embargo, en otros paises europeos la prohibicion permanecioé por al

menos otros cien anos.

Una vez que la alquimia evoluciond hacia la quimica moderna a finales del siglo
18, muchas investigaciones se realizaron a las plantas, particularmente en
Francia. Un logro notable fue el desarrollo de técnicas para el aislamiento y la
cristalizacién de sustancias. Los precursores tintoreos de la madera brazilina y
hematoxilina fueron descubiertos durante este periodo (1810-1812). Aun cuando
la férmula molecular de ambos compuestos fue determinada, las estructuras
moleculares no fueron elucidadas hasta el siglo XX (Cooksey, 2009). Tan pronto

como la popularidad del arbol denominado “logwood” se incrementd para utilizarlo

11
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como colorante, las cantidades colectadas se incrementaron dramaticamente de
1000 ton/afio en 1690 a miles de ton/afio en el siglo XIX, teniendo el pico de
produccion en 100,000 ton/afio en 1896. Durante el siglo XX su popularidad
decrecid y solo hubo un repunte durante las Guerras Mundiales (Cooksey, 2009;
Smith, 2006). De tal forma que la utilizacion de la hematoxilina en los laboratorios
de histologia y de citologia, es el resultado de siglos de guerra, conflictos, y
descubrimiento (Cooksey, 2009; Smith, 2006).

Las razones mencionadas dieron pie a continuar con las investigaciones acerca de
la hematoxilina, descubriendo asi algunos productos derivados de la oxidacién de
ésta, uno de ellos es la hemateina. Ambos compuestos, son los principales
antibacterianos y colorantes de la especie Haematoxylon brasiletto Karst, ademas
de la brazilina (Lalor et al., 1959; 1962; Craig et al., 1965).

Algunos de estos compuestos, derivados de la oxidacion de la hematoxilina, asi
como otros obtenidos a través de sintesis parciales de ésta o derivados se

muestran en el Cuadro 4.

Por otra parte, la hematoxilina y sus derivados han sido de gran utilidad a lo largo
de la historia (Cuadro 5), en las tinciones bioldgicas y por sus actividades
antimicrobianas, antihipertensivas, antiinflamatorias, antioxidantes y
anticonvulsivantes (Cooksey, 2009; Smith, 2006).

12
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Cuadro 4. Hematoxilina y compuestos derivados

Compuesto Estructura Referencia |

Hematoxilina Pratt y Yuziriha,

1959

Micovi¢ y

Brazilina Robinson 1937.

Lalor y Martin, 1959; Lalor,

Hidroxihematoxilina 1962.

Morshing y
Robinson, 1970
O-dietilenhematoxilina

13
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Cuadro 4. (Continuacién) Hematoxilina y compuestos derivados.

Compuesto Estructura Referencia

O-trimetilbrazilina Perkin et al. 1928

Deoxitrimetilbrazilina Perkin et al. 1928

Isohemateina
Micovi¢ y Robinson,
1937

Havas, (1986)
Hemateina

14
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Cuadro 5. Usos de la Hematoxilina y compuestos relacionados, a lo largo de la

historia.
Compuesto Epoca Uso Referencia
Palo tinto Finales del Mayas: para tefiir algodén y para usos
siglo XV medicinales.
Europeos: lastre para los barcos y Davies, 2008
posteriormente como
colorante
Hematoxilina Siglo XVIy Utilizados por los Mayas y los
y palo tinto XVII Aztecas, para una variedad de colores
pastel. Schweppe,
En Francia, E.U.A. y América del sur, se 1993
utilizaba para tefiir: cuero, seda y papel.
Hematoxilina 1864 Utilizado en tinciones en histologia y Conn, 1925
y hemateina citologia.
Hematoxilina 1943 Utilizado para tefiir cuero, lino y algodén  Cardon, 2007
Brazilinay 2007 Antimicrobiano, antihipertensivo, Punsrirat,
hematoxilina antiinflamatorio, antioxidante, 2007

anticonvulsivante.
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3. JUSTIFICACION

En la actualidad las ECV son la principal causa de muerte a nivel mundial segun la
OMS, afectan por igual a ambos sexos, y mas del 80% se producen en paises de
ingresos bajos y medios. Se calcula que en 2030 moriran cerca de 25 millones de

personas por ECV, y se prevé que sigan siendo la principal causa de muerte.

La modificacion de los factores de riesgo puede reducir los episodios
cardiovasculares y la muerte prematura tanto en las personas con enfermedad
cardiovascular establecida como en aquellas con alto riesgo cardiovascular debido
a uno o mas factores de riesgo. Los principales factores de riesgo son una dieta
malsana, la inactividad fisica, el consumo de tabaco y el consumo nocivo de

alcohol.

En nuestro pais en particular no hay una cultura de prevencion para este tipo de
padecimientos, ya que aun habiendo campafas contra la obesidad, estas no
sirven de mucho si no se inculca desde pequefos una alimentacion sana,

actividades fisicas, y bajo consumo en sustancias de abuso.

Por lo antes mencionado se ha intensificado la busqueda de diferentes alternativas
a los tratamientos ya existentes, debido a los efectos adversos que presentan
algunos de ellos, una de estas alternativas es el empleo de productos derivados
de plantas. En este sentido los productos derivados de la especie Haematoxylon
brasiletto tiene gran relevancia en la medicina tradicional en el tratamiento de

diversos padecimientos debido a sus multiples actividades bioldgicas.

Con base en los antecedentes descritos previamente, este proyecto de
investigacion se enfoco en determinar la actividad vasorrelajante y antioxidante del
extracto metandlico derivado de Haematoxylon brasiletto recolectado en la
Estacién de Biologia Chamela (EBCh), dependencia del Instituto de Biologia de la
Universidad Nacional Autbnoma de México localizada en el Estado de Jalisco y del

compuesto mayoritario hematoxilina. Los posibles hallazgos, en conjunto con la

16

——
| —



g Justificacion

gran diversidad de plantas en México, practicamente inexploradas como fuentes
de compuestos activos, constituyen un punto de partida valioso para el

descubrimiento de compuestos con actividad vasorrelajante.




Objetivos.

4. OBJETIVOS.

4.1 Generales.

El objetivo general del presente proyecto de investigacién consiste en evaluar la
actividad vasorrelajante y antioxidante del extracto metandlico de la corteza de
Haematoxylon brasiletto karst recolectada en la Estacion de Biologia Chamela
(EBCh), dependencia del Instituto de Biologia de la Universidad Nacional

Auténoma de México localizada en el Estado de Jalisco.

4.2 Particulares.

» Preparar el extracto metandlico a partir de la muestra recolectada en la
Estacién de Biologia Chamela (EBCh).

» Aislar en forma pura la hematoxilina.

» Determinar el efecto farmacolégico de la hematoxilina sobre el tono del
musculo liso vascular de la aorta aislada de rata, intacta y sin endotelio.

» Determinar la potencia y la eficacia del efecto farmacoldgico presentado por
la hematoxilina, mediante la comparacion de su concentracién efectiva
media (CEso0) y su efecto maximo (Emax) con los parametros presentados
por compuestos control (nitroprusiato de sodio y acetilcolina).

» Realizar la caracterizacion farmacoldgica preliminar del efecto vasodilatador
producido por la hematoxilina con la finalidad de proponer su posible

mecanismo de accion.
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5. PARTE EXPERIMENTAL.

5.1. Material vegetal.
La especie Haematoxylon brasiletto karts fue recolectada en la fecha de 28 de julio
del afio 2012, en la Estacién de Biologia Chamela (EBCh) una dependencia del
Instituto de Biologia de la Universidad Nacional Autonoma de México localizada en
el Estado de Jalisco, fue colectada e identificada por la Dra. Maria Graciela Garcia
Guzman y la Bidl. Irma Acosta Calixto del Instituto de Ecologia, UNAM.
La Estacion cuenta con un total de 3,319 Ha. de terreno, cubiertas principalmente
por bosque tropical caducifolio. La topografia de la EBCh presenta lomerios bajos
y pequenas cafadas, que confluyen en arroyos. La mayor parte del terreno tiene
una altitud que no sobrepasa los 150 m, pero el rango es de 10 m a 580 m. No hay
corrientes de agua permanente. Las pendientes de las laderas son en su mayoria
de 21 a 34°, existe un cerro con acantilados y areas con mesetas. Los suelos son
arenosos Yy de profundidad muy variable, con pH cercano a 7. En los lomerios es
poca la materia organica y el fésforo disponible es escaso.
El clima de Chamela es tropical, calido subhumedo, con una marcada
estacionalidad. La sequia se presenta de noviembre a junio, algunas veces
interrumpida por lluvias ligeras o fuertes en diciembre o enero. El promedio de
dias con lluvia apreciable es de 52, con mas o menos 5 lluvias fuertes. Los
ciclones pasan paralelos a la costa. La temperatura promedio anual es de 24.6°C

y la maxima promedio es de 30.3°C.

ey g
A. PUERTO VALLARTA '3\.\ /
R NV L

/ RESERVA DE LA BIOSFERA
CHAMELA-CUIXMALA

CARR. A MANZANILLO

FIGURA 4. Ubicacién geografica de la EBCh.
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5.2. Procedimientos generales de analisis.
5.2.1. Analisis cromatograficos.

La cromatografia por adsorcién en columna abierta se realiz6 sobre gel de silice
Kiesegel 60 Merck con tamano de particula 0.063-0.200mm, 70-230 mesh ASTM,
Sephadex LH-20 (Fluka) y Cis Bakerbond (40 pm, Baker). Los analisis
cromatograficos en capa fina (CCF) de tipo analitica o preparativa se realizaron
segun las técnicas convencionales, utilizando diversos sistemas de elucion y
placas de aluminio y/o de vidrio de diversas dimensiones, las cuales estan
recubiertas con gel de silice (60F254 Merck ®, tamafo de particula 0.063-
0.200mm, 70-230 mesh ASTM] de 0.25 mm de espesor. Las placas fueron
reveladas con tricloruro de fierro al 5%, vainillina sulfurica y vainillina en HCI
seguido de calentamiento (aproximadamente 110°C) hasta la visualizacion
completa. Cabe destacar que antes de ser reveladas, dichas placas fueron

visualizadas a dos longitudes de onda (254 y 365 nm).

5.2.2. Determinacidén de las constantes espectroscopicas y espectrométricas

de los compuestos aislados.

La determinacién de las constantes espectroscopicas y espectrométricas se
realizd en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion (USAI) de la
Facultad de Quimica, UNAM. Los espectros de masas generados por la técnica de
impacto electronico (EM/IE) se determinaron en un Thermo Electron DFS (Double
Focus Sector) introduccion directa a 70 eV y bombardeo de atomos rapidos
(EMFAB).

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear Proténica (RMN-'H) y de

carbono 13 (RMN-"3C) se generaron en un equipo marca Varian, modelo VNMRS

el cual se operd a una radiofrecuencia de 400 y 100 MHz, respectivamente. Los
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espectros se realizaron utilizando CD;OD y los desplazamientos quimicos se

reportan en ppm referidas al tetrametilsilano (TMS).

5.2.3. Cromatografia de Liquidos de Alta Eficiencia

La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) se realiz6 en un
cromatégrafo Shimadzu modelo 10 A VP equipado con un detector de UV dual. El
control del equipo, la adquisicion de los datos, el procesamiento y manipulacion de
la informacién se realizaron utilizando el programa de software LC solution versién
1.22 SP1. La separacion y la purificacion de los compuestos se efectud
empleando una columna de silica gel C-18 (Waters, X-Bridge, 5um OBD, 19 x 50

mm). La deteccion se ajusto a 254 nm.

5.3. Estudio quimico de Haematoxylon brasiletto Karst.

5.3.1. Preparacion del extracto a partir de la corteza de H. brasiletto.

La corteza seca y molida (182.9 g corteza) se someti6 a un proceso de
maceracion utilizando metanol (2.0 L) como disolvente durante 48 horas. Después
se filtrd, el extracto se secd a presion reducida y se obtuvieron 112 g de un sélido

rojo obscuro.

5.3.2. Fraccionamiento primario del extracto derivado de la corteza de H.
brasiletto.

El extracto se sometid a un proceso de fraccionamiento primario utilizando un
método de particion y como disolventes agua y acetato de etilo. La fase organica
(AcOEt) se seco sobre sulfato de sodio anhidro y se concentrd a presion reducida,

obteniendo 35 g de un sdélido amorfo de color naranja-marrén.
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5.3.3. Fraccionamiento secundario de la particion de acetato de etilo de

Haematoxylon brasiletto Karst.

Una porcion de 1.24 g de la fraccion de AcOEt derivada de la particion del extracto
de la corteza de Haematoxylon brasiletto Karst se someti6 a un proceso de
cromatografia en columna abierta (24 x 5 cm) utilizando Sephadex LH-20 como
adsorbente y MeOH como fase movil. Se colectaron 24 eluatos de 50 mL cada
uno, los cuales se agruparon de acuerdo a su similitud cromatografica en tres
fracciones combinadas (CA-FI — CA-FIIl). El Diagrama 1 resume el proceso de
fraccionamiento del extracto acuoso obtenido a partir de la corteza de H. brasiletto
Karst, mientras que el Cuadro 6 muestra el fraccionamiento primario del extracto
acuoso.

Diagrama 1. Procedimiento del fraccionamiento primario y secundario del extracto
acuoso obtenido a partir de la corteza de H. brasiletto Karst.

Corteza de H.
Brasiletto Karst

1. Infusién con agua

2. Filtrar
Residuo Extracto acuoso
Vegetal 112(g)
3. Particion con AcOEt.
Fase organica (Fraccion de Fase acuosa
AcOEt)
4. Concentrar.
Solido marron SOI'd,O
(35g) marron

5. Fraccionamiento secundario.

CA-FI CA-FlI CA-FllI
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Cuadro 6. Resumen del fraccionamiento preliminar via cromatografica de la
fraccion de AcOEt de H. brasiletto Karst.

Fase movil Fracciones Fracciones
reunidas
1-3 CA-FI 47 .1
MeOH 1-24 4-14 CA-FII 1277
15-24 CA-FIll 155.6

5.3.4. Cromatografia en columna utilizando Sephadex-LH20 de la fraccién
activa CA-FII.

Posteriormente, se realiz6 la cromatografia en columna de la fraccion CA-FII,
utilizando Sephadex LH-20 (24 x 5 cm) como adsorbente y MeOH como fase
movil. Se recolectaron 20 fracciones de 50 mL. Las fracciones fueron analizadas
por cromatografia en capa fina y se reunieron aquellas que resultaron ser
similares, generandose asi 6 fracciones terciarias (CB-Fl a CB-FVI). En el Cuadro

7 se resume el proceso cromatografico.

Cuadro 7. Resumen del fraccionamiento cromatografico de la fracciéon CA-FII.

Fase movil Fracciones racciones

reunidas
1-3 CB-FI 23.9
4-7 CB-FlI 44.8
8 CB-FllI 11.6
MeOH 1-2 9 CB-FIV 54.5
10-17 CB-FV 499.5
18-20 CB-FVI 432.0
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5.3.5. Cromatografia en columna utilizando Sephadex-LH20 de la fraccién
activa CB-FV.

La fraccion CB-FV se sometié a una cromatografia en columna, utilizando
Sephadex LH-20 (24 x 5 cm) como adsorbente y MeOH como fase mdévil. Se
recolectaron 25 fracciones de 50 mL, las cuales fueron analizadas por
cromatografia en capa fina, reuniendo aquellas de naturaleza semejante,

resultando 3 fracciones (CC-Fl a CC-FlIll), tales se muestran en el Cuadro 8.

Cuadro 8. Resumen del fraccionamiento cromatografico de la fraccion CB-FV.

Fase movil Fracciones Fracciones
reunidas
1-4 CC-FI 14.6
MeOH 1-25 5-7 CC-FlI 262.8
8-25 CC-FllI 202.1

5.3.6 Cromatografia en columna utilizando Silica gel C4s de la fracciéon activa
CC-FIL.

La fraccion CC-FIl, fue sometida a una columna de vidrio, utilizando C18 como
adsorbente, y como fase movil, MeOH-H,0 (1:1). Se recolectaron 27 fracciones de
50 mL, las cuales, fueron analizadas por cromatografia en capa fina, reuniendo
aquellas que resultaron ser semejantes, obteniéndose nueve fracciones totales

(CD-FIl a CD-FIX), las cuales se resumen en el Cuadro 9.
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Cuadro 9. Resumen del fraccionamiento cromatografico de la fraccion CC-FII.

Fase mévil Proporcion Fracciones Fracciones

reunidas
1-3 CD-FI 5.7
4-7 CD-FII 9.7
8-11 CD-FIIl 28.4
12-16 CD-FIV 64.6
MeOH: 11 1-27 17-19 CD-FV 60.8
H,0 20 CD-FVI 7.9
21-27 CD-FVII 34
CD-FVIII 36.5
MeOH 100 28-31 28-31 CD-FIX 11.2

5.3.7. Purificacion de la hematoxilina presente en la fraccién activa CD-FII

por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE).

La resolucidon mediante CLAE de la fraccion CD-Fll se realizé en una columna de

fase reversa de Cqg utilizando un flujo 3 mL/min y como fase mdévil una mezcla

binaria constituida por metanol-agua, en proporcion 50:50.
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Diagrama 2. Fraccionamiento de la particién de H. brasiletto en AcOEt

Fraccion de H. brasiletto en

AcOEt.
Columna de Sephadex (24 x5 cm)
EM: MeOH
CA-F]| CA-FII CA-FI
Columna de Sephadex (24X5 cm)
FV NIeOH ‘
CB-FlI CB-FlI CB-Fllil CB-FIV CB-FV CB-FViI
Columna de Sephadex (LH-20)
FM: MeOH I I
CC-FI CC-FII CC-Flil
Columna con C18
FM: MeOH: H20 (1:1)
CD-FI CD-Fll CD-FV CD-FVII CD-FIX
CD-Fll CD-FIV CD-FVI CD-FVIII
CLAE
FM: MeOH: H,O (50:50)
CH
HO 0
OH
bl
HO o

H
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5.4 Cuantificacién del contenido de flavonoides y fenoles totales presentes

en el extracto metandlico y la hematoxilina.

5.4.1. Determinacién de Flavonoides Totales

La determinacion de flavonoides totales se realiz6 en placas de 96 pozos,
siguiendo la metodologia de Kumazawa y colaboradores (2004). Se adicionaron
100 uL de solucion de la muestra (1 mg/mL), y 100 uL de solucion etandlica de
AICI; al 2%. Se dejé incubar a temperatura ambiente una hora y se midio la
absorbancia a 415 nm en un lector de placas ELISA BIO*RAD Benchmark. Cada
muestra se realizé por triplicado y los resultados se presentan como el promedio de

las determinaciones * la desviacion estandar correspondiente.

En la Grafica 1, se muestra la curva de calibracion de quercetina que se construyé
en un intervalo de concentracion entre 10-60 uyg/mL, con el fin de expresar los

resultados como equivalentes de quercetina por gramo de muestra

(nguercetina/mgmta).

Curva de calibracion para Flavonoides totales.

1.6
€14 Absorbancia = 0.0226C quercetina - 0.0098
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q 1.2 4
bi
L
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g
g 06 7
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° 0
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concentracion de Quercetina (ug/mL)

Grafica 1. Curva de calibracion para determinar el contenido de flavonoides totales.

5.4.2. Determinacion de Fenoles Totales

El contenido de fenoles totales se realizd en base al método descrito por
Singleton y Rossi (1965) con modificaciones. En el tubo de reaccion se
adicionaron 100 pL de solucién metandlica de las muestras a analizar (1 mg/mL),

800 uL de agua y 100 pL de reactivo Folin-Ciocalteu (1:1). Se agité y se dejé en
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reposo por 8 minutos. Posteriormente se adicionaron 50 uL de Na,CO3 al 20%.
Después de 1 hora en ausencia de luz se midié la absorbancia a 760 nm en un
espectrofotometro Beckman Coulter D4® 530 Life science UV/VIS.

En la Grafica 2, se observa la curva de calibracion de acido galico que se
construyé en un intervalo de 5-80 ug/mL, con la finalidad de expresar los
resultados se muestran como el promedio de las determinaciones * desviacion

estandar y como equivalentes de acido galico por miligramo de muestra

(MGac gaicd/MImia © Mg EAG/Q).

Curva de calibracion para fenoles totales.
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Grafica 2. Curva de calibracion para determinar el contenido de fenoles totales.

5.5Ensayo de blanqueamiento de B-caroteno

La evaluacion de la actividad antioxidante se llevé a cabo segun el método de
Thaipong (2006) con modificaciones. Se prepar6 una mezcla de reaccion que
consiste en una emulsion de B-caroteno de 1 mg/mL en CH,Cl,, acido linolénico,
Tween 40 y H,O desionizada, a la cual se adicion6 la disolucién acuosa de
metanol al 50% del extracto total metandlico o de la fraccion. Se realizé la lectura
de tiempo cero en el espectrofotdmetro a 470 nm y posteriormente se sometid la
mezcla de reaccion a bafio maria a 50°C por 1 hora, al cabo de la cual se realiz6
la segunda medicion, utilizando como blanco una emulsion de acido linolénico,
Tween 40 y H,O desionizada. Como estandar se utilizé Trolox 0.5 mg/mL. Se

calculé la actividad antioxidante (%AA) frente a un control de H,O desionizada.

=
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Cuadro 10. %AA (% Actividad Antioxidante) calculada frente a un control de H,O

desionizada para el ensayo de blanqueamiento de [3-caroteno.

Blanqueamiento de 3-caroteno

Concentracion de muestra (1.0 mg/1.0 mL) %AA (%Actividad Antioxidante)
Control positivo 96.64 £ 0.57
C+
Compuesto Hematoxilina. 94.07 £ 0.37
Extracto MeOH de corteza H. brasiletto karst 97.02 £ 0.30

5.6 Evaluacion de la actividad antioxidante del extracto metandlico de la

corteza de Haematoxylon brasiletto y la hematoxilina.

5.6.1 Ensayo de neutralizacion del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH)).

Se utilizé la metodologia descrita por Rojano y colaboradores (2008) con algunas
modificaciones. El ensayo se realizé en una placa de 96 pozos. Se colocaron 100
ML de solucién de cada muestra (1 mg/mL) y posteriormente se adicionaron 100
ML de solucién etandlica de DPPH' 0.208 mM (Sigma-Aldrich Chem.Co. USA). La
absorbancia fue medida después de incubar a temperatura ambiente por un
periodo de 20 min a 540 nm en un espectrofotometro lector de Elisa para
microplaca Labsystem Multiskan® MCC/340. Cada muestra se ensayd por
triplicado y los resultados se presentan como el promedio de las determinaciones
* |la desviacion estandar correspondiente. En la Grafica 3, se presenta la curva de
calibracion del antioxidante comercial Trolox® que se construyd en un intervalo de
concentracion de 3.2-100 mMr0x. LOS resultados se expresan como equivalentes

de Trolox® por gramo de muestra (MMroiox/Imta © TEAC).
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Grafica 3. Curva de calibracion para determinar la capacidad de inhibicion del
radical DPPH".

5.6.2. Ensayo de neutralizacion del radical libre cationico del 2,2-azino-bis-

(a4cido 3-etilbenzotiazolina-6 sulfénico) [ABTS"].

De acuerdo al método descrito por Kriengsak et, al. 2006, con algunas
modificaciones. El radical ABTS * se formé por la reaccion de oxidacion de la
solucion 7mM de ABTS con una solucion 2.45 mM de persulfato de potasio. La
solucion resultante se conservd durante 16 horas en ausencia de luz antes de su
utilizacién. De esta forma la actividad antioxidante de las muestras, se evalu6 con
la capacidad de atrapamiento del radical ABTS *. La solucion del radical ABTS * se

diluyé con MeOH hasta obtener una absorbancia inicial de al menos 0.70 a 734 nm.

El ensayo se realizé en placas de 96 pozos, se adicionaron 20 yL de solucion de
cada muestra (1mg/mL) y se colocaron 180 uL de la solucion del radical ABTS *
ajustados a la absorbancia de al menos 0.70. Se dejé incubar a temperatura
ambiente durante 6 minutos y posteriormente se midi6 la absorbancia a 734 nm en
un lector de Elisa. Cada muestra se realizd por triplicado y los resultados se

presentan como el promedio de las determinaciones + la desviacion estandar.

En la Grafica 4, se puede observar la curva de calibracion del antioxidante

comercial Trolox® que se construyéo en un intervalo de 0-600 mMrox Y l0S
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resultados se expresaron en equivalentes de Trolox® por gramo de muestra
(mMTrok)x/gmta 0 TEAC).

Curva de calibracion para el radical ABTS
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concentracion de Trolox (mM)

Grafica 4. Curva de calibracion para determinar la capacidad de atrapamiento del
radical ABTS™.

5.6.3. Poder Antioxidante/Reduccion de Fe** (FRAP)

El ensayo de FRAP se efectud utilizando la metodologia descrita por Strain (1996)
con algunas modificaciones. El ensayo se llevé a cabo en placas de 96 pozos, se
coloco en cada pozo 20 pL de solucion de la muestra (0.1 mg/mL), con 180 pL de
la solucion del reactivo de FRAP (2.5 mL de solucion 2, 4, 6-tripiridil-S-triazina 10
mM en HCI 40 mM, 2.5 mL de FeCl; 20 mM y 25 mL de buffer de acetato de sodio
300 mM a un pH de 3.6). Se dejo incubar a temperatura ambiente durante 30

minutos, después se registro la absorbancia a 595 nm en un lector de Elisa.

Cada muestra se realizé por triplicado y los resultados se presentan como el

promedio de las determinaciones % |la desviacion estandar correspondiente.

En la Grafica 5, se muestra la curva de calibracion de acido ascorbico que se
construyé en un intervalo de 10-1000 pMac ascomico Y 10S resultados se expresaron

como equivalentes de acido ascoérbico por gramo de muestra (uMac ascorico/d mta)-
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Curva de calibracion para la capacidad reductora de hierro FRAP.
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Grafica 5. Curva de calibracién para la determinacién de la capacidad reductora de

hierro.

5.7. Ensayo bioldégico. Evaluacion de la actividad vasorrelajante.

5.7.1 Ensayo de aorta aislada de rata.

Se emplearon ratas de la cepa Wistar (ambos sexos), las cuales fueron
anestesiadas con cloroformo y sacrificadas por decapitacién. Se removié la aorta
toraxica y ésta se coloco en una solucion fria de Krebs- Heinseleit (pH 7.4, 126.8
mM NaCl, 5.9 mM KCI, 2.5 mM CaCl,, 1.2 mM MgCl,, 30 mM NaHCO3, 1.2 mM
NaH;PO4, 5 mM D- glucosa). Se eliminé el tejido adiposo y conectivo de la aorta y
se cortaron anillos de 4-5 mm (Feelisch et al., 1999; Forstermann et al., 1994). Los
anillos de aorta se montaron en camaras de incubaciéon de 7 ml conteniendo
solucion de Krebs-Heinseleit a 37°C, las cuales se burbujearon constantemente
con una mezcla de oxigeno-dioxido de carbono 95:5. Las contracciones
mecanicas se registraron isométricamente por medio de transductores de fuerza

Grass modelo FTO3 acoplados a un poligrafo Grass de 6 canales modelo 7-8 P.

El tejido se sometié a una tension de reposo (basal) de 1.5 gr y se dejo equilibrar.
Una vez que el tejido alcanzd el equilibrio, los segmentos se precontrajeron con

una solucién de KCI 100 mM que se aplicé 3 veces, a intervalos de 4 minutos,
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lavando las camaras entre cada aplicacion. Después de la ultima aplicacién se
dejoé reposar a la aorta hasta alcanzar su tension basal nuevamente de 1.5 gr. A
fin de determinar el nivel en el que actuan el extracto de H. brasiletto y la
hematoxilina para modificar el tono del musculo liso vascular, se realizaron
experimentos en los que, una vez estabilizado el tejido, los segmentos de aorta se

contrajeron con fenilefrina (Phe) 1 M.

El extracto metandlico de la corteza del palo de Brasil y la hematoxilina se evalud
en un rango de concentraciones de 1 pg/ml a 1000 pg/ml. Las diferentes
concentraciones se disolvieron en agua tridestilada y se adicionaron a las camaras
de tejido aislado, 20 min después de haber inducido la contraccion de la aorta con
la Phe. La respuesta inducida por cada una de las concentraciones del extracto en
la aorta se registré durante 10 minutos y los cambios en la tension producida por
el extracto de prueba se detectaron, mediante transductores de fuerza (FTO3
Grass), acoplados a un poligrafo Grass. La informacién obtenida fue procesada
por el programa PolyView (Grass). Las respuestas se expresaron como el

porcentaje de contraccion alcanzada al adicionar la Phe (Feelisch et al., 1999).

5.7.2 Analisis de los datos obtenidos en evaluaciéon farmacolégica.

Se realizaron 4-6 evaluaciones para cada una de las concentraciones de las
sustancias de prueba. En cada caso se calcularon los promedios + S. E. M. (del
inglés: Standard Error of the Mean; error estandar del promedio). La construccién
de las curvas concentracién respuesta (CCR) se realizaron, mediante un programa
de ajuste no lineal (PRISMA 5.0). En algunas CCR, se calcul6 la concentracion

efectiva media (CEsp) y el efecto maximo (Emax).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

La seleccion de la corteza de Haematoxylon brasiletto fue realizada con base en
un criterio etnomédico, ya que, la especie es ampliamente utilizada en la Medicina
Tradicional de México para el tratamiento de diversos padecimientos entre ellos, la
hipertension arterial. A pesar de que esta planta representa una fuente potencial
de compuestos con efecto hipotensor, no se han realizado estudios clinicos
controlados ni se ha probado su eficacia en animales de experimentacion o en
tejidos aislados. El ensayo de aorta aislada de rata es ampliamente utilizado para
evaluar el efecto, in vitro, de extractos crudos o compuestos puros obtenidos de
plantas sobre el tono del musculo liso vascular de segmentos de aorta de rata. La
relativa facilidad del bioensayo y el requerimiento de pequefas cantidades de
sustancia para inducir un efecto en la aorta, hacen que este modelo sea muy
apropiado para la evaluacién preliminar del efecto farmacolégico de H. brasiletto y
la hematoxilina. En el ensayo usando diferentes agentes bioactivos permitieron
determinar de manera preliminar el mecanismo de accion responsable del efecto

vasodilatador producido por el extracto de H. brasiletto.

6.1 Obtencion de la hematoxilina a partir del extracto metandlico de la
corteza de H. brasiletto.

El extracto metandlico de la corteza del palo Brasil se obtuvo mediante un proceso
de maceracion con un rendimiento de 4.6%. El extracto activo inicial fue sometido
a un fraccionamiento primario por particion utilizando como disolventes agua y
acetato de etilo. Como resultado del proceso se obtuvo una fraccion activa
(AcOEt) que a su vez fue fraccionada por cromatografia de columna abierta
utilizando Sephadex-LH20 como adsorbente y metanol como fase movil. De este
fraccionamiento se obtuvieron tres fracciones (CA-FI, CA-FIl y CAF-IIl). La fraccion
activa CA-Fll se recromatografié utilizando Sephadex-LH20 como adsorbente y
metanol como fase movil. De este fraccionamiento se obtuvieron seis fracciones
secundarias (CB-FI a CB-FVI), la fraccion CB-FV se cromatografié utilizando de

nueva cuenta Sephadex-LH20 y metanol. De este proceso se obtuvieron tres
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fracciones terciarias (CC-Fl, CC-Fll y CC-FIIl). Finalmente, la fraccion CC-Fll se
resolvié utilizando silica gel C-18 y metanol-agua (50:50) como fase mavil, como

resultado del proceso se obtuvieron nueve fracciones totales de CD-FI a CD-FIX.

A partir de la fraccion CD-FII precipité un sélido amorfo de color marrén, del cual
se purificd el compuesto mayoritario, mediante cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (CLAE). Este compuesto fue identificado como la hematoxilina (1), por
comparacion de sus constantes espectroscopicas y espectrométricas con aquellas
descritas en la literatura (Pratt y Yuziriha,1969; Rivero-Cruz, 2008). En el Cuadro
11 se resumen los desplazamientos quimicos de hidréogeno y las constantes de
acoplamiento de la hematoxilina (1) para RMN-'H , en la Figura 5a y 5b se
muestran los espectros de RMN-"H y de RMN-"3C, respectivamente y en la Figura

6 el cromatograma obtenido para la hematoxilina pura mediante CLAE.

Cuadro 11. Constantes espectroscépicas de la Hematoxilina.

Posicion RMN (84) Posicion RMN (34)
1 6.74 (d, J=8.0) 7a -
2 - 8 6.51 (s)
3 6.72 (d, J=8.0) 9 -
4 - 10 -
4a - 11 6.49 (s)
5 - 11 a -
6 4.04 (d, J=11.2) 1b 4.0 (s)
3.75 (d, J=11.2)
6a - 11c -
7 3.25(d, J=15.9) - -

2.80 (d, J= 15.9)
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Figura 5. En la parte superior (A) se muestra el espectro de RMN-"H, mientras que en la
parte inferior (B) se muestra el espectro de RMN-"3C de la hematoxilina.
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Figura 6. Cromatograma obtenido por medio de CLAE de la hematoxilina a dos
longitudes de onda (A= 254 nm y A= 285 nm), mostrando un tiempo de retencién

de 2.945 min.

6.2 Actividad antioxidante y vasorrelajante del extracto metandlico y

hematoxilina obtenidos de la corteza de palo Brasil.

A partir del extracto metandlico y compuesto puro (hematoxilina) de la corteza de
palo Brasil desecados, se realizaron los ensayos correspondientes para
determinar su capacidad antioxidante utilizando los ensayos de DPPH, ABTS,
FRAP blanqueamiento de B-caroteno, contenido de flavonoides y fenoles totales
(Prior et al., 2005).

En las Graficas 3, 4 y 5 se resumen los resultados de las curvas de calibracion,
estos se expresaron en unidades aceptadas internacionalmente como, la

capacidad antioxidante en equivalentes Trolox (TEAC) en los ensayos de DPPH y
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ABTS y capacidad antioxidante en equivalentes de acido ascorbico (AEAC) en el
ensayo de FRAP.

Los valores obtenidos en el ensayo de DPPH y ABTS no muestran diferencias
entre las muestras analizadas, sin embargo en el ensayo de FRAP, se observan
diferencias, resultando el extracto metandlico el que presenta un mayor poder de
reducir el fierro.

De acuerdo a las curvas de calibracion obtenidas para DPPH y ABTS se
determind que el extracto metandlico derivado de la corteza, posee una capacidad
inhibitoria frente al radical DPPH" de 763.72 + 0.27 TEACs, 435.74 + 10.27 TEACs
de inhibicion al radical cationico ABTS ™ y una capacidad de reducir a fierro de
298.333 + 0.51 pPMgcascomic/Mdmta. La hematoxilina posee una capacidad
atrapadora de los radicales DPPH" y ABTS ™ de 753.26 + 0.71 y 421.78 + 94
TEACs, respectivamente. Por otra parte, el compuesto presenté una capacidad
reductora del fierro de 122.22 + 0.62 YMac.ascorbico/MGmta-

Los resultados anteriores demuestran que el extracto metandlico del palo Brasil y
la hematoxilina poseen una actividad antioxidante significativa en los tres ensayos
realizados. La actividad del extracto metandlico y la hematoxilina fue similar a la
obtenida para el Trolox y el acido ascorbico utilizados como controles. Por otra
parte, es importante mencionar que el extracto presentdé una mejor actividad
antioxidante que el homoisoflavonoide hematoxilina, el Trolox y el acido ascorbico.
Otra forma de evaluar la actividad antioxidante de los polifenoles es midiendo la
inhibicion de la autooxidacion de los lipidos en el ensayo de blanqueamiento del 3-
caroteno. Segun los resultados obtenidos, tanto el extracto metandlico como la
hematoxilina tienen la capacidad para evitar la oxidacion del 3-caroteno, lo cual se
reflejo en una minima disminucion de la absorbancia y un alto %AA como se

muestra en el Cuadro 10.

El contenido de fenoles totales presentes en el extracto se determiné utilizando el
método de Folin-Ciocalteu, el palo Brasil contenia 61.1 + 0.57 mg de acido

galico/mg de muestra. En cuanto al ensayo de contenido de flavonoides totales
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siguiendo la metodologia descrita por Kumazawa (2004) con modificaciones, el
extracto metandlico presento 58.46 + 0.93 ug equivalentes de quercetina/mg de

muestra.

Es importante destacar que el contenido de fenoles y el contenido de flavonoides
representa un parametro importante para establecer la calidad del material y su
potencial biolégico, en especial la actividad antioxidante. En el Cuadro 12 se
resumen los parametros descriptivos de la capacidad antioxidante del extracto y la
hematoxilina en los ensayos de DPPH, ABTS, FRAP, blanqueamiento de [-

caroteno, contenido de fenoles y flavonoides totales.

Cuadro 12. Parametros descriptivos de la capacidad antioxidante mediante los
ensayos de blanqueamiento de DPPH, ABTS, FRAP, flavonoides totales, fenoles
totales y blanqueamiento de B-caroteno, para el extracto total metandlico, la

fraccién de AcOEt y la hematoxilina.

DPPH ABTS FRAP ‘ Flavonoides Fenoles ‘ Blanqueamiento de
Totales Totales B-caroteno
Concentracion  TEAC (mM) TEAC (mM) pmol acido Mg de mg de acido %AA (%Actividad
de muestra ascorbicolg quercetina/mg galico/mg de Antioxidante)
(1.0 mg/1.0 muestra de muestra muestra
mL)
Control 749.77 £ 0.78 407.44+ 5.6 108.33 £0.41 50.30 + 0.91 52.8 +0.38 96.64 + 0.57
positivo
C+
Compuesto 753.26 + 71 421.78 +9.4 122.22 +0.62 94.07 +0.37
Hematoxilina.
Extracto MeOH 763.72+0.27 435.74+10.27 298.33 + 0.51 58.46 + 0.93 61.1 £ 0.57 97.02 £ 0.30
de corteza H.
brasiletto
Fraccion de 701.64 £ 0.59 405.2 £ 0.69 126.2 £ 0.89 53.75 + 0.47 56.2 + 0.69 86.7 £ 0.69
AcOEt

Por otra parte, el extracto metandlico se evalué en el ensayo de aorta aislada de
rata con la finalidad de determinar su actividad vasorrelajante y los resultados nos
muestran que indujo la relajacion de segmentos intactos de la aorta aislada de rata
con una concentracion efectiva media (ECsp) = 111.5 + 8.4 ng/ml y efecto maximo
(Emax) = 98.3 = 1.7%, dependientes de la concentracién, como se muestra en la

Figura 7.
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Figura 7. Efecto del extracto metandlico de la corteza de la especie vegetal
Haematoxylon brasiletto (Leguminosae) sobre el tono del musculo liso vascular.

6.3 Comparacion del efecto relajante del extracto metandlico de la corteza de
H. brasiletto con el efecto inducido por la acetilcolina y el nitroprusiato de

sodio en segmentos intactos de aorta de rata.

La comparacion del efecto relajante de extracto de H. brasiletto con el efecto
producido por la acetilcolina (ACh), agente vasorrelajante que se utiliz6 como
control negativo y activador de la via del NO/GMPc que depende de endotelio, y el
nitroprusiato de sodio (SNP), un activador de la misma via bioquimica, el cual
actua independientemente de la presencia de endotelio vascular, sobre los
segmentos intactos de aorta, indico que el extracto de H. brasiletto posee un
efecto relajante quince veces menor que la ACh (ECsp = 7.19 £ 1.4 ug/ml) y mas
de 40,000 veces menor que el SNP (ECso = 0.003 £ 0.0003 pg/ml). Sin embargo,
la eficacia del extracto de la corteza de H. brasiletto resultd ser significativamente
mayor que la presentada por la ACh (Emax = 68.94 £ 9.7%) y similar a la del SNP
(Emax = 100 = 1%) (Figura 8). El Emax, la ECso y la potencia del SNP, la ACh y el

extracto de H. brasiletto se muestran en el Cuadro 11.
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Cuadro 13. ECsp, Emax ¥ potencia del efecto relajante inducido por el extracto de
H. brasiletto, la ACh y el SNP sobre la contraccién inducida por fenilefrina en

segmentos de aorta intacta de rata.

Especie/compuesto ECso (ng/ ml) Emax (%) Potencia
H. brasiletto 111.5+84 98.3+1.7 1
Ach 719+14 68.9+9.7 15
SNP 0.003 + 0.0003 100 £ 1 >40,000

6.4 Determinacion del efecto del extracto metandlico de la corteza de H.

brasiletto sobre segmentos de aorta de rata en ausencia de endotelio.

Para determinar, si los compuestos vasodilatadores presentes en el extracto de la
corteza de H. brasiletto interaccionan con receptores en las células endoteliales o
directamente con receptores localizados en la célula muscular lisa, se evalud el
efecto de este extracto sobre la aorta aislada de rata en ausencia de endotelio
vascular. Los resultados de estos experimentos indicaron que el efecto

vasorrelajante es producido principalmente mediante un mecanismo que depende
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de la presencia de endotelio, ya que la eliminacién de este tejido produjo una
disminucién significativa del efecto vasorrelajante de los compuestos presentes en
la corteza de H. brasiletto (Figura 9).

Sin embargo, el hecho que el efecto vasorrelajante no fuera completamente
eliminado en segmentos de aorta sin endotelio, sugirié que los compuestos
vasoactivos son capaces de relajar la aorta por un mecanismo alternativo, el cual

no requiere de la presencia del endotelio vascular.

6.5 Determinacion de la activacion de la via del NO/GMPc por los
compuestos bioactivos presentes en el extracto metandlico de la corteza de

H. brasiletto empleando segmentos de aorta intacta de rata.

La via bioquimica del NO/GMPc que contribuye a la relajacion vascular involucra
la activacion, inducida por un incremento en el calcio intracelular, de la 6xido
nitrico sintetasa endotelial (NOS Ill), originando un incremento en los niveles del
NO. ElI NO activa a su proteina receptora, la enzima guanilato ciclasa soluble

(sGC), lo cual resulta en una elevacion de los niveles de GMPc (Murad, 1994).

El aumento en los niveles intracelulares de GMPc relaja el musculo liso vascular,
mediante varios mecanismos que dan como resultado una disminucién en los
niveles de Ca?* intracelular y una disminucion en el grado de fosforilacién de las

cadenas ligeras de la miosina (Lucas y col., 2000).
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En este estudio se determiné el papel que juega la activacion de la via NO/GMPc
en el efecto relajante producido por el extracto de la corteza de H. brasiletto. Para
llevar a cabo este experimento, se construyo la curva concentracion-respuesta de
efecto vasorrelajante del extracto de H. brasiletto, sobre la contraccién inducida
por fenilefrina, en presencia y en ausencia, del inhibidor inespecifico de la NOS,
NG-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME) o del inhibidor especifico de la GCs,
ODQ. Tanto NOS como sGC son enzimas indispensables para inducir el efecto

relajante que da como resultado la activacién de la via del NO/GMPc.

Los resultados obtenidos de estos experimentos mostraron que el extracto de la
corteza de H. brasiletto contiene compuestos capaces de activar la via del
NO/GMPc, ya que tanto en la inhibicién de la proteina GCs como en la de la NO
Se desplazaron las curvas concentracion-respuesta a la derecha (Figuras 10 A,
B). La inhibicion de dos de las proteinas mas importantes de la via del NO/GMPc
disminuy6 considerablemente el efecto vasorrelajante del extracto de H. brasiletto,
sugiriendo que el efecto vasorrelajante observado por el extracto se debe, al

menos en parte, a la activacién de esta via bioquimica.
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Figura 10. Curvas concentracion- respuesta del efecto vasorrelajante producido

por el extracto metandlico de la corteza de H. brasiletto sobre la contracciéon
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inducida por fenilefrina en anillos de aorta en presencia y en ausencia de A. L-
NAME 6 B. ODQ.

6.6 Determinacién de la participaciéon de receptores a ACh muscarinicos en
el efecto relajante producido por el extracto metandlico de la corteza de H.

brasiletto.

Con la finalidad de determinar con qué tipo de receptores, a nivel endotelial,
podrian interaccionar los compuestos vasoactivos presentes en el extracto de H.
brasiletto para activar la via NO/GMPc y dar como resultado el efecto relajante
observado, se construyo la curva concentracion-respuesta del efecto del extracto
de la corteza de esta planta sobre la contraccion inducida por fenilefrina, en
presencia y ausencia, de atropina, un antagonista inespecifico de los receptores a

ACh muscarinicos.

Los resultados obtenidos indicaron que este tipo de receptores no esta involucrado
en el efecto relajante producido por el extracto de H. brasiletto, ya que la inhibicion
de los receptores muscarinicos por la atropina no redujo de manera significativa el

efecto vasodilatador del extracto (Figura 11).
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6.7 Determinacion de la activacion de la via de la PGI,/AMPc por el extracto

metandlico de la corteza de H. brasiletto empleando aorta intacta de rata.

La otra importante via bioquimica que regula la relajacion del musculo liso
vascular es la via de la prostaciclina (PGl,)/AMPc. Esta via involucra la activacion
de la enzima ciclooxigenasa, la cual cataliza la sintesis de PGI,, que activa

receptores membranales en la célula muscular.

La estimulacion de los receptores a PGl, promueve la activacion de la enzima
adenilato ciclasa (AC), lo cual da como resultado un incremento en los niveles de
AMPc vy, por tanto, de la relajacion del musculo liso vascular (Rasmussen et al.,
1990). Para determinar si la relajacion producida por el extracto de H. brasiletto,
involucraba también la activacién de esta via bioquimica, se construyé la curva
concentracion-respuesta del extracto en presencia de indometacina, un inhibidor
de la enzima ciclooxigenasa.

El resultado de este experimento indicé que esta via no participa en el efecto
relajante producido por el extracto de H. brasiletto, ya que la inhibicion de la
ciclooxigenasa no modificé la curva concentracion-respuesta de dicho extracto
(Figura 12).
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6.8 Determinacion de la participacion de la activacion de canales de potasio
en el efecto relajante producido por el extracto metandlico de la corteza de

H. brasiletto.

El musculo liso vascular posee varios tipos de canales de potasio, los cuales
representan blancos farmacolégicos muy importantes. Moléculas pequenas
sintéticas o de origen natural capaces de abrir estos canales podrian ser utiles
para tratar diversas enfermedades cardiovasculares. Este tipo de moléculas
podrian complementar los farmacos dilatadores ya existentes, para ofrecer una
mayor cantidad de posibilidades para el manejo clinico de la hipertension
(Calderone et al., 2004). Para determinar si la activacion de canales de potasio
estaba involucrada en el efecto relajante producido por el extracto de la corteza de
H. brasiletto, se construyé la curva concentracién-respuesta del extracto en
presencia de cloruro de tetraetilamonio (TEA), un bloqueador no selectivo de

canales de potasio (Figura 13).
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metandlico de la corteza de H. brasiletto sobre
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El bloqueo de los canales de potasio con TEA redujo considerablemente el efecto
relajante producido por el extracto de H. brasiletto, lo cual sugirié que la corteza de

esta planta contiene compuestos capaces de activar este tipo de canales,
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contribuyendo de esta manera al efecto relajante producido por esta especie

vegetal.

6.9 Determinacion del efecto vasorrelajante de la hematoxilina obtenida a
partir del extracto metandlico de la corteza de H. brasiletto sobre la

musculatura lisa arterial.

A partir del extracto metandlico se aislé la hematoxilina (Figura 14), el
neoflavonoide presente en mayor cantidad en dicho extracto. En estudios previos
ya se habia reportado la presencia de este flavonoide en la corteza de H. brasiletto
(Sanchez-Marroquin et al., 1958; Pratt y Yuzuriha, 1959). Sin embargo, no existen
reportes que describan con detalle su mecanismo de accion anti-hipertensor. Por
esta razdn, se evaluo el efecto de este compuesto sobre el tono del musculo liso
arterial y se observé que la hematoxilina relaja (CEsy = 702.8 £ 45.3ug/ml; Emax =
97.3 £ 2.7%) la aorta de manera similar, aunque con menor potencia, al extracto
metandlico (Cuadro 14 y Figura 15). Estos resultados sugirieron que el efecto
vasorrelajante producido por el extracto de esta planta se debe principalmente al

efecto producido por la hematoxilina, su compuesto mayoritario.

OH

HO

OH

HO

A%

H

Figura 14. Estructura quimica de la hematoxilina obtenida del extracto metandlico

de H. brasiletto.
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El extracto de la corteza de H. brasiletto resultd ser 6 veces mas potente que la
hematoxilina, lo que sugiere que el extracto contiene otros compuestos
vasorrelajantes que incrementan el efecto vasodilatador del extracto de esta

especie vegetal.

Cuadro 14. ECsp, Emax ¥ potencia del efecto relajante inducido por el extracto de
H. brasiletto y la hematoxilina sobre la contraccion inducida por fenilefrina en

segmentos de aorta intacta de rata.

Especie/compuesto ECso (ng/ ml) Emax (%) Potencia
H. brasiletto 1115+ 84 98.3+1.7 6
Hematoxilina 702.8 £45.3 97.3+2.7 1
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Figura 15. Curvas concentracion-respuesta del efecto relajante producido por el
extracto metandlico de la corteza de H. brasiletto y la hematoxilina, su compuesto
mayoritario, sobre la contraccion inducida por fenilefrina en anillos de aorta
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7. CONCLUSIONES.

e La informacion cientifica generada en esta investigacién representa una
contribucion al conocimiento biolégico de la especie Haematoxylon
brasiletto Karst.

e ElI estudio de las propiedades antioxidantes del extracto metandlico
preparado a partir de la corteza de Haematoxylon brasiletto permitio
establecer que posee un potente efecto antioxidante con TEACs de 763.72
1+ 0.27 y 435.74 + 10.27 para los radicales DPPH y ABTS, respectivamente.
Por otra parte, el extracto metandlico contiene compuestos que relajan la
musculatura lisa vascular de una manera dependiente de la concentracion,
los resultados nos mostraron que indujo la relajacion de segmentos intactos
de la aorta aislada de rata con una concentracion efectiva media (ECso) =
111.5 + 8.4 [1g/ml y un efecto maximo (Emax) = 98.3 + 1.7%.

e La hematoxilina aislada a partir de la fraccién activa CD-FV constituye el
compuesto antioxidante mayoritario de la corteza de palo Brasil con TEACs
de 753.26 £ 71 y 421.78 + 9.4 para los radicales libres DPPH y ABTS,
respectivamente. Este compuesto puro presenté un efecto relajante de la
musculatura lisa vascular con unaCEsq = 702.8 + 45.301g/ml y un Enax =
97.3 £ 2.7%.

e El mecanismo de accidén de los compuestos presentes en el extracto de H.
brasiletto involucra dos mecanismos diferentes: uno dependiente de
endotelio, en el que se activa la via del NO/GMPc y otro independiente de
endotelio, en el que se activan canales de K" activados por Ca*".

e Los compuestos vasodilatadores presentes en el extracto de H. brasiletto
no ejercen su efecto farmacolégico mediante la activacién de receptores
colinérgicos muscarinicos ni a través de la activacion de la via de la
PGIl,/AMPc.

49

=
| —



Perspectivas.

8. PERSPECTIVAS.

Continuar el estudio fitoquimico de las fracciones primarias y secundarias,
que no fueron analizadas en el presente proyecto, con la finalidad de aislar
algunos de los compuestos minoritarios presentes, y posteriormente

determinar su posible actividad bioldgica.

Desarrollar un método analitico por cromatografia de liquidos de alta
eficiencia que permita cuantificar los principios activos del extracto total de
la corteza de Haematoxylon brasiletto, asi como sus compuestos

minoritarios.

Determinar el mecanismo de accion mediante el cual la hematoxilina ejerce

su efecto vasorrelajante.
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