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Resumen

RESUMEN

Cyrtopodium macrobulbon “cafiaveral o cafia de jabali”” entre otros, es una orquidea
terrestre que se utiliza en México para el tratamiento de diversas afecciones, entre ellas el
“mal de orin”, para lo cual se vende y se recomienda en el mercado de Sonora de plantas
medicinales y en el pasaje Zdocalo-Catedral en la Ciudad de México. En el presente trabajo
se establecieron las pruebas selectas de identidad quimica, botanica y genética, asi como de
eficacia y seguridad de la droga cruda de esta especie. De manera adicional, se establecio
un mapa de su distribucién potencial en nuestro pais.

La aplicacion de técnicas cromatograficas, espectroscéopicas y espectrométricas
permitié la identificacion de una mezcla de derivados del &cido-trans-p-cumarico que
corresponden al n-hexacosil-trans-p-cumarato, n-octacosil-trans-p-cumarato, y n-triacontil-
trans-p-cumarato  (33-35), asi como del alcohol 4-metoxi-bencilico (36); 4-
hidroxibenzaldehido (37); 5,7-trimetoxi-9,10-dihidrofenantren-2,6-diol (38); confusarina
(39); gigantol (2); batatasina Il (15) y efemerantol B (40). Este ultimo se utiliz6 como
marcador y con él se logré el establecimiento y la validacion de un método analitico por
CLAR que resultd ser lineal, preciso y exacto, el cual podréa ser utilizado en las pruebas de
control de calidad de la droga cruda. Ademas se identificé al eucaliptol (41), hexanal (42),
Z-2-heptenal (43), formiato de isobornilo (44), 1-nonen-3-ol (45), 6,10,14-trimetil-2-
pentadecanona (46) y eicosano (47) como los principales compuestos volatiles, presentes en
los pseudobulbos de C. macrobulbon.

En cuanto a las pruebas de eficacia, la evaluacion del potencial antinociceptivo en la
prueba de estiramiento abdominal, se observé una disminucion en las contorsiones al

administrar la infusion de los pseudobulbos de C. macrobulbon a las dosis de 100 y 360
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Resumen

mg/kg y a la dosis de 100 mg/kg con el extracto organico. Este efecto positivo puede
deberse a la presencia de compuestos de tipo estilbenoide como el gigantol (2), efemerantol
B (40), batatasina Il (15) y monoterpenoides como el eucaliptol (41), con actividad
antinociceptiva demostrada, los cuales pueden ser los responsables de la efectividad para
contrarrestar los sintomas del mal de orin. En este sentido se establecio la seguridad en el
consumo de C. macrobulbon ya que no representa un peligro de toxicidad aguda puesto que
resultd inocuo segln el método de Lorke.

Se describieron por vez primera las caracteristicas anatomicas e histolégicas de los
pseudobulbos de C. macrobulbon, reconociendo la presencia de células epidérmicas
crenadas, lo cual constituye el primer reporte de este tipo celular en orquideas. En cuanto a
la identidad genética, mediante el uso de técnicas moleculares actuales, se logré el
reconocimiento del material vegetal de campo y de mercado como perteneciente a la
especie C. macrobulbon.

De manera adicional, se establecid que su distribucion potencial en nuestro pais es
amplia, lo cual aunado a su habito terrestre y de facil propagacion, permitiria el uso de esta
orquidea con fines medicinales sin poner en riesgo a las poblaciones silvestres, siempre y
cuando se lleve a cabo un manejo racional.

En cuanto a la especie Scaphyglottis fasciculata, se completaron las pruebas de
identidad quimica, y se logré la identificacion de gigantol (2), batatasina Il (15),
efemerantol B (40) y confusarina (39) como los compuestos mayoritarios del extracto
organico y de la fraccion organica de la infusion. De manera adicional se establecio que el
linalol (49), el oxido de cis-linalol (50), nonanal (51), (E)-5,9-undecadien-2-ona,6,10-

dimetil (52), benzaldeido (53), salicilato de metilo (54), acetofenona (55), p-ment-1-en-8-ol
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Resumen

(56) y formiato de isobornilo (44) son los principales compuestos volatiles presentes en las
partes aéreas de esta especie y que se encuentran tanto en la droga cruda como en el aceite
esencial derivado de ella.

Con respecto a las pruebas de identidad boténica se describieron por primera vez las
caracteristicas histoldgicas de los pseudobulbos. Ademés, se gener6 su mapa de
distribucién potencial, lo cual permitira la integracién de un documento tipo farmacopeico
de esta orquidea medicinal.

Finalmente, bajo la premisa de atender las recomendaciones de la OMS a los paises
en vias de desarrollo, acerca de las plantas medicinales utilizadas en sus sistemas de
medicina tradicional, y dada la historia de uso de estos recursos en México, el presente
trabajo representa una contribucion sustancial al establecimiento de los pardmetros de
identidad, eficacia y seguridad preclinicos de dos especies de orquideas medicinales

utilizadas y expendidas en nuestro pais para atender diversas afecciones.
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Abstract

ABSTRACT

Cyrtopodium macrobulbon “cafiaveral o cafia de jabali” is a terrestrial orchid sold in
the Sonora Market and in the Zocalo-Catedral passage in Mexico City for the treatment of
different diseases including "mal de orin". In this work different identity (botanical,
genetical and chemical) tests useful for quality control of the plant were developed. In
addition, the efficacy of the plant as antinociceptive agent and the lack of acute toxicity
were determined. The potential distribution map was made also.

The application of chromatographic, spectroscopic and spectrometric techniques
allowed the identification of a mixture of derivatives of trans-p-coumaric acid including n-
hexacosil-trans-p-coumarate, n-octacosil-trans-p-coumarate, and n-triacontil-trans-p-
coumarate (33-35); 4-methoxy-benzyl alcohol (36); 4-hydroxybenzaldehyde (37); 1,5,7-
trimethoxy-9,10-dihydrophenanthren-2,6-diol (38); confusarin (39); gigantol (2); batatasin
Il (15) and ephemeranthol B (40) were also isolated and identified. Compound 40 was
selected as the marker for the development of an analytical HPLC method, which was
validated in terms of precision, accuracy and linearity. The method can be applied for
quality control of the crude drug of C. macrobulbon. Eucalyptol (41), hexanal (42), (2)-2-
heptenal (43), isobornyl formate (44), 1-nonen-3-ol (45), 6,10,14-trimethyl, 2-
pentadecanone (46) and eicosane (47) were identified as the major volatile compounds
from C. macrobulbon pseudobulbs.

A decrease in the abdominal stretches was observed after administration of an
infusion (100 and 360 mg/kg) or organic extract of C. macrobulbon (100 mg/kg) to mice
during a Writhing assay. The presence of stilbenoids such as gigantol (2), ephemeranthol B

(40), batatasin 11l (15) and eucalyptol (41) could account for the activity. The
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antinociceptive action may be responsible for the effectiveness of the plant against “mal de
orin” symptoms. The human consumption of C. macrobulbon is not dangerous, because of
it was harmless according to Lorke’s toxicity method.

On the other hand, the anatomical and histological characteristics of the
pseudobulbs of C. macrobulbon are described in the present study. The presence of
epidermal crenate cells was remarkable, being the first report of this cell type in orchids.
Field and market materias were analyzed using current molecular recognition techniques;
the results revealed that the market samples are authentic.

It is important to point out that the wide potential distribution of C. macrobulbon in
Mexico, its terrestrial condition and its capability for vegetative propagation, allow the
rational use of this orchid without endangering its wild populations.

HPLC chromatographic profiles for Scaphyglottis fasciculata were also developed.
Gigantol (2), batatasin 111 (15), confusarine (39) and ephemeranthol B (40) are the main
compounds presents in both aqueous and organic extracts. Linalool (49), cis-linalol oxide
(50), nonanal (51), (E)-5,9-undecadien-2-one-6,10-dimethyl (52), benzaldehyde (53),
methyl salicylate (54), acetophenone (55), p-menth-1-en-8-ol (56) and isobornyl formate
(44) were identified as a major volatile compounds presents in the aerial parts of this orchid
as determined by HS-SPME. The most relevant histological features of the pseudobulbs of
the plant were also determined by electronic scan microscopy. Finally the potential
distribution map was generated.

Altogether the information generated during this work will be useful for the

development of pharmacopeic documents for both medicinal orchids.
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1. Introduccion

1. INTRODUCCION

Cyrtopodium macrobulbon (La Llave & Lex.) G. Romero & Carnevalli es una
orquidea con usos medicinales descritos para el sur, este y centro de Meéxico. Sus
pseudobulbos se utilizan con fines medicinales. Por ejemplo, en Yucatan se emplean para
tratar abscesos (Arellano et al., 2003) y se considera balsamico (Monroy, 2013). Berlin
(1974) reporta su uso para el tratamiento de enfermedades de la espalda. En los mercados
del D.F. se venden para el tratamiento del “mal de orin” y las afecciones renales (Salazar,
2009). Lo anterior sugiere que la especie presenta un efecto analgésico y/o antibiotico
potencial; sin embargo, se desconoce la identidad de los compuestos, posiblemente
responsables de dichas actividades y tampoco se han realizado las investigaciones que
permitan determinar su inocuidad y su eficacia preclinica y clinica.

A la fecha, no se cuenta con estudios quimicos o botanicos conducentes a establecer
las pruebas de identidad y composicion para su control de calidad como droga cruda. Por lo
tanto, los andlisis mediantes diferentes técnicas cromatograficas, espectroscopicas y
espectrométricas del extracto organico y la fraccion orgéanica de la infusion obtenidos a
partir de la droga cruda, permitieron el establecimiento del perfil fitoquimico de esta
especie. En este sentido se realizd el desarrollo y validacion de un método analitico que
sirviera como herramienta para el control de calidad de la droga cruda de C. macrobulbon.

Para complementar las pruebas de calidad, se establecié la descripcion de las
principales caracteristicas anatomicas e histoldgicas de las partes aéreas de la planta y se
elabord su mapa de distribucion, de modo que los resultados generados en el curso de esta

investigacion son ineditos.
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En cuanto a Scaphyglottis fasciculata Hooker, es una especie de amplia distribucion
en México (principalmente en los estados de Veracruz, Chiapas, Oaxaca y Guerrero),
Guatemala y Honduras. Los habitantes de la region de Los Tuxtlas (Veracruz) emplean la
planta completa para el tratamiento de heridas, para evitar el aborto, como repelente de
insectos y para el tratamiento de c6licos estomacales (Carmona, 1995).

Desde el punto de vista farmacoldgico, S. fasciculata ha sido objeto de varios
estudios en los cuales se ha evaluado la actividad antinociceptiva y antiinflamatoria tanto
de extractos como de compuestos aislados (Estrada et al., 1999 y 2006, Déciga-Campos et
al., 2005 y 2007). En cuanto a estudios fitoquimicos se ha reportado la presencia de
estilbenoides, bibencilos, triterpenoides y fenantrenos (Estrada et al., 1999 y 2002). Sin
embargo, faltaba establecer el perfil fitoquimico que permitiera determinar la identidad de
los principales compuestos activos, presentes en el extracto organico. En lo referente a las
pruebas de identidad botéanica, a la fecha no se contaba con la descripcién detallada de los
principales caracteres anatomicos e histolégicos, los cuales se establecieron en el presente
trabajo.

Por otro lado, los ensayos de mutagenicidad y de toxicidad aguda sugieren la
inocuidad del extracto organico integro de la planta (Déciga et al., 2007) y las pruebas
farmacoldgicas, a las cuales se sometieron al extracto y a los metabolitos mayoritarios de la
especie, permitieron establecer sus propiedades espasmoliticas, analgésicas y
antiinflamatorias, mismas que probablemente contribuyen al efecto terapéutico de S.

fasciculata para el tratamiento de colicos estomacales.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Monografias de plantas medicinales

Las plantas medicinales tienen un papel clave en el mantenimiento de la salud en la
mayor parte de la poblacion mundial. Segin la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
aproximadamente el 80% de los habitantes de los paises en vias de desarrollo, depende
esencialmente de las plantas medicinales para el cuidado inmediato de su salud, debido a la
falta de acceso a la medicina moderna por factores socioecondmicos y culturales. De tal
modo, se calcula que en el mundo actual se utilizan alrededor de 10,000 especies vegetales
con fines medicinales, la mayor parte en sistemas meédicos alternativos (Cafiigueral, 2002).
Sin embargo, en Latinoameérica y particularmente en México, pocas han sido estudiadas
cientificamente con fines de valorar su seguridad y eficacia, asi como para establecer los
parametros que garanticen su calidad (Calixto, 2005).

Ante este panorama y el creciente interés global por consumir productos herbolarios
eficaces, seguros y de calidad, la OMS ha solicitado a sus paises miembros, la generacion
de monografias que garanticen el uso racional de sus recursos vegetales medicinales de
mayor consumo, principalmente aquellos utilizados en las practicas médicas alternativas y
complementarias. Asi, en la octava Conferencia Internacional de Autoridades Reguladoras
de Medicamentos (ICDRA, por sus siglas en inglés) celebrada en 1996, se presentaron 28
monografias que a la postre conformaron el primer volumen de monografias de plantas
medicinales en el afio 19909.

Con la finalidad de auxiliar a sus paises miembros en esta labor, la OMS ha
publicado varias guias y cuatro volumenes de monografias de plantas medicinales

ampliamente utilizadas a nivel global; World Health Organization (WHO, 1998, 1999,
3
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2002, 2007, 2009) y un volumen especial con 30 monografias de plantas empleadas en los
estados europeos de independencia reciente y que fue publicada en 2010.

Las monografias tipo OMS estan conformadas por dos partes. En la primera se hace
un resumen farmacopeico cuyo objetivo es el aseguramiento de la calidad y que incluye
informacion boténica, pruebas de identidad, pureza, ensayos quimicos y principales
constituyentes quimicos. La segunda parte estd integrada por una revision extensa de la
literatura cientifica, la descripcion de estudios farmacolégicos, toxicoldgicos y aplicaciones
clinicas de las plantas, asi como informacion detallada sobre advertencias de uso,
contraindicaciones, precauciones, reacciones adversas y dosificacion. Adicionalmente, se
incluyen indices acumulativos de todas las monografias publicadas con los nombres

cientificos y comunes y los principales constituyentes quimicos de las plantas.

Situacién global

A nivel mundial el panorama es diverso. En China, por ejemplo, la Farmacopea
Herbolaria China (2004) enlista 300 plantas de amplio uso, formulaciones y dosificaciones
para diversos padecimientos. La Farmacopea Herbolaria India comprende 52 monografias
de plantas medicinales que sobresalen por sus procedimientos de aseguramiento de calidad,
confirmando a este pais como uno de los principales productores de extractos y productos
fitoquimicos estandarizados (WHO, 2011).

Por su parte, la Farmacopea Herbolaria Africana de 2010, desarrollada por la
Asociacién de Estandares de Plantas Medicinales Africanas, cuenta con 50 monografias de

las plantas mas importantes de ese continente, en la cual destacan los analisis
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micromorfoldgicos, mapas de distribucion, marcadores cromatogréaficos y sustancias
adulterantes (WHO, 2011).

En Europa, el reconocimiento oficial y el desarrollo a la par de la medicina
alopatica, ha permitido la publicacién de farmacopeas herbolarias que establecen los
estandares de calidad y seguridad de las plantas medicinales y preparados fitoterapéuticos.
Cabe resaltar el caso de Alemania, cuyo Ministerio de Salud establecié en 1978 la
Comision E, un o6rgano constituido por expertos encargados de la evaluacion de la
seguridad y la eficacia de los preparados herbolarios disponibles en farmacias. El analisis
de mas de 300 preparados condujo a la publicacion de 300 monografias y 81 revisiones en
1983, y que a la fecha constituyen una de la fuentes de informacion més confiables sobre
fitomedicamentos del mundo (American Botanical Council, 2011).

Los trabajos de la Comision E pusieron de manifiesto la amplia variedad de
preparados disponibles en los mercados europeos. En respuesta, 15 paises de Europa
Occidental fundaron en 1989 la ESCOP (European Scientific Cooperative on
Phytotherapy), que de 1997 a 2010 ha publicado 108 monografias divididas en volimenes
o fasciculos de 10 monografias cada uno. Las monografias ESCOP tratan principalmente
aspectos terapéuticos de los fitomedicamentos como usos, efectos secundarios vy
contraindicaciones, asi como informacion adicional dirigida a profesionales de la salud
(ESCOP, 2011).

La Farmacopea Herbolaria Britanica de 1996 contiene monografias que brindan
estandares de calidad de 169 plantas y que indican técnicas de identificacion

cromatogréafica y acciones farmacolodgicas (British Herbal Medicine Association, 2011).
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En Estados Unidos, la Farmacopea Herbolaria Americana ha publicado 29
monografias de tipo cualitativo y terapéutico en las que se incluyen algunas plantas
representativas de la medicina china y ayurvédica de mayor uso en ese pais (American
Herbal Pharmacopeia, 2011). En el caso de Canada, los medicamentos herbarios estan
reglamentados como medicamentos y se ajustan a los requisitos de la Ley de Alimentos y
Medicamentos, ademas cumplen con las guias establecidas por la OMS para la valoracion
de medicamentos herbolarios.

En Argentina, en 1993, un Ministro de regulacion de Salud determiné el registro
obligatorio de las hierbas medicinales. La Farmacopea Nacional Argentina establecio el
control sobre la existencia de extractos crudos, fracciones de composicion quimica
compleja y principios activos puros. Existen cerca de 89 monografias de las cudles 56
describen solo drogas crudas y 33 describen extractos o fracciones (Calixto, 2000).

En Chile, en 1992 se cred la Unidad de Medicina Tradicional, con el objetivo de
incorporar a los sistemas de salud la medicina tradicional con eficacia comprobada y
contribuir al establecimiento de su practica. En Colombia, para el afio 1990, una resolucién
publicada por el Ministerio de Salud enumerd 17 plantas, sus nombres comunes y
boténicos, las partes usadas y su uso tradicional (Calixto, 2000).

A pesar de que Brasil es uno de los paises de América Latina que genera mas
informacion cientifica sobre el uso de plantas medicinales, aln no cuenta con una
Farmacopea Herbolaria oficial. En 1994 el Ministerio de Salud cred una comision para
evaluar la situacion de los agentes fitoterapéuticos de ese pais. La comisién propuso una
directiva basada principalmente en las regulaciones de Alemania y Canadd y en los

lineamientos de la OMS para drogas herbales (Calixto, 2000).
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El caso de México

En nuestro pais el uso de especies vegetales con fines curativos se remonta a la
época prehispanica y esta bien documentado, tanto en fuentes histéricas, como en
publicaciones actuales, que abordan su estudio, desde muy diferentes areas como la
antropologia, la biologia, la quimica, la economia, etc.

Para finales de los 90s, se tenia registrado en México alrededor de 4,000 especies
con atributos medicinales (cerca del 15% de la flora total) (Huerta, 1997). A pesar de todo
el acervo cultural implicado en el uso de plantas con fines terapéuticos o medicinales en el
pais, las autoridades de salud han hecho poco para garantizar su uso racional y no fue sino
hasta afios recientes, y quizds como una respuesta a las demandas de la OMS, que la
Secretaria de Salud publico en el Diario Oficial de la Federacion algunos reglamentos en
los que se especifican las condiciones de registro, autorizacion y venta que requieren
algunos productos herbolarios para ser comercializados. También, se publicé en el mismo
documento oficial una lista de las plantas prohibidas para la elaboracion de remedios
herbolarios.

Posteriormente, en el 2001, se publicé la primera edicion de la “Farmacopea
Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos” tomando en consideracion la recomendacion
emitida por la OMS, la cual incluye aspectos de seguridad, preparacion y almacenamiento
de plantas medicinales y derivados. Esta edicion se conforma por 20 monografias de
analisis especificos, 41 monografias de plantas y 23 monografias de aceites esenciales, asi
como indices etnobotanicos de usos de muchas plantas altamente valoradas en la medicina

tradicional mexicana. Actualmente, ya se cuenta con la segunda edicion.
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Parametros de calidad de las drogas vegetales

Ante las recomendaciones de la OMS es necesario realizar la investigacion
cientifica que permita el establecimiento de los parametros de calidad, identidad, eficacia y
seguridad que deben ser incluidos en los documentos farmacopeicos de cada pais. El
control de calidad de las drogas vegetales y sus derivados, pretende garantizar su identidad,
pureza (ausencia de contaminantes, falsificaciones y adulteraciones) y contenido en
principios activos o marcadores (Cafiigueral y Vila, 2005).

Las pruebas de identidad permiten la correcta identificacion de las especies con
base en pruebas quimicas, botanicas (anatémicas e histolégicas) y genéticas. Asi, el
establecimiento de dichos parametros permitira el uso racional de las especies botanicas
medicinales y evitara las adulteraciones y sustituciones que pongan en riesgo la salud de los
consumidores.

Las pruebas de identidad quimica estan enfocadas a la deteccion de compuestos
marcadores y a la obtencion de perfiles cromatograficos caracteristicos, aplicando métodos
analiticos de vanguardia. Los compuestos marcadores se definen como constituyentes
quimicamente definidos, Utiles para fines analiticos, y no necesariamente deben ser activos
(EMEA, 2006).

En la actualidad, los tipos de marcadores que pueden ser identificados en las drogas
crudas o preparados herbolarios se especifican en las monografias y farmacopeas. Los
métodos mas utilizados para la generacion de los perfiles cromatogréaficos son:
cromatografia en capa fina (CCF), cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) y

cromatografia de gases (CG) (Liang et al., 2004).
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Las pruebas de identidad botanica, permiten discriminar entre especies que
contengan los principios activos para los que se recomienda su uso, y aquellas que puedan
ser vendidas como sustituyentes o adulterantes. Para estos fines se utilizan técnicas
histoldgicas, histoquimicas y de microscopia, las cuales permiten la observacion, el
reconocimiento y la descripcion de caracteres anatdbmicos, muchos de ellos especificos para
cada especie.

En afios recientes las pruebas de identidad genética han complementado las
estrategias clasicas para la evaluacion de la identidad de las plantas medicinales. Dichas
pruebas consisten en el analisis de marcadores moleculares, los cuéles son unicos, estables
y especificos para cada especie, y no estan influenciados por la edad, las condiciones
fisiologicas ni los factores ambientales. La identificacion inequivoca es un paso critico en el
proceso de control de calidad. La huella digital genética o codigo de barras genético,
permite discriminar entre especies y es una herramienta para la deteccion de homogeneidad
en las muestras y la presencia de adulterantes. La generacién de codigos de barras de
plantas medicinales representa una contribucion muy importante al uso racional de estos
recursos (Sucher y Carles, 2008).

En cuanto a los parametros de seguridad, el uso de plantas medicinales en los
sistemas de medicina tradicional proporciona cierta garantia de su inocuidad; sin embargo,
es necesario establecer pruebas que demuestren la ausencia de efectos toxicos cronicos y
agudos, reacciones secundarias, afectos adversos, interacciones, contraindicaciones etc.
(Canigueral y Vila, 2005). En lo que respecta a las pruebas de eficacia existen diferentes
parametros que contribuyen a su demostracion, entre ellos el conocimiento de los principios

activos de la droga cruda, es decir las estructuras quimicas responsables de una determinada
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actividad, lo cual establece una relacion directa causa-efecto, y puede ser util para explicar
los mecanismos de accion. Sin embargo, la actividad de una droga cruda no va a ser
exactamente igual que la de sus principios activos aislados, y los efectos de ciertas drogas
pueden deberse a la coexistencia de varios de sus constituyentes quimicos, que en conjunto
seran responsables de su actividad (Cafigueral y Vila, 2005).

Por su parte, las evaluaciones farmacoldgicas deben incluir ensayos in vivo e in
vitro, tendientes a evaluar las potenciales actividades de la droga cruda en cuestion; asi

como pruebas preclinicas y clinicas.

2.2 Uso de orquideas con fines medicinales en México

La familia Orchidaceae es una de las dos mas grandes familias de Angiospermas y
cuenta con cerca de 25,000 especies (Chase, 2005). Las orquideas son particularmente
diversas en las regiones tropicales y muy escasas en regiones polares o desérticas (Chase,
2005). México alberga una notable riqueza de orquideas y se estima que existen 170
géneros con 1260 especies (Hagsater et al., 2005).

En Meéxico, el uso de orquideas con fines medicinales, se remonta a la época
prehispanica y los primeros reportes etnomédicos se encuentran en fuentes de importancia
histérica como el Codice Florentino o Historia General de las cosas de la Nueva Espafia
(Sahagun, 1540), donde se menciona el uso de las especies Bletia coccinea La Llave & Lex
(tonalxochitl o tonacaxochitl), Epidendrum vanilla L. (tlilxochitl “flor negra”); Epidendrum
vitellinum  Lindl. (tonalxochitl o tonacaxochitl); Stanhopea tigrina Batem
(tzontecomaxochitl); Vanilla fragans Ames y Vanilla planifoia Andr. (Estrada, 1989),

Otra fuente historica es Historia de las Plantas de la Nueva Espafia de Francisco

Herndndez (1946), digitalizada en 2004 por el Instituto de Biologia de la Universidad

10
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Nacional Autdnoma de México (www.ibiologia.unam.mx/plantasnuevaespana/index.html),
(Figura 1), en donde se mencionan las especies Blettia campanulata Lex; Blettia coccinea
Lex; Catleya citrina (nombre valido: Prostechea citrina (Lex.) W. E. Higgins);
Prosthechea vitelina Lindl; Epidendrum pastoris Lex. (nombre valido Prostechea pastoris
(La Llave & Lex.) Schitr); Epidendrum vitellinum Lindl. (nombre valido: Prostechea
vitelina Lindl.); Laelia autumnalis (Lex.) Lindl; asi como Stanhopea tigrina Bateman ex
Lindl. Por su parte, en el Codice De la Cruz-Badiano (De la Cruz, 1552) se registra el uso
de Vanilla spp. Mill.

En 1976, el Instituto Médico para el Estudio de Plantas Medicinales (IMEPLAM)
(Diaz, 1976) edita el libro “indice y Sinonimia de las Plantas Medicinales de México” el
cual incluye a las especies Arpophyllum spicatum Lex; Blettia campanulata Lex; Cattleya
citrina (nombre valido: Prostechea citrina (Lex.) W. E. Higgins); Cranichis speciosa Lex;
Epidendrum pastoris (nombre vélido: Prostechea pastoris (La Llave & Lex.) Schltr);
Laelia autumnalis (Lex.); Stanhopea tigrina Bateman ex Lindl; y Vanilla planifolia
Andrews.

Finalmente, la fuente historica mas reciente es el Herbario de Plantas Medicinales,
editado por el Instituto Mexicano del Seguro Social (Aguilar, 1994), que describe el uso de
las especies Catasetum sp Rich. ex Kunth; Laelia anceps Lindl; Laelia speciosa (Kunth)
Schitr; Schomburgkia tibicinis (Bateman) Bateman (nombre valido: Myrmecophila tibicinis

Bateman) y Vanilla planifolia Andrews.

11
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No obstante la riqueza de esta familia boténica, los estudios farmacoldgicos y
fitoquimicos son escasos. Bajo un panorama de investigacién actual, las especies objeto de
estudio han sido Encyclia michuacana (La Llave & Lex.) Schltr; Epidendrum rigidum.
Jacq; Laelia anceps Lindl; Laelia autumnalis (La Llave & Lex.) Lindl; Maxillaria densa
Lindl; Nidema boothii (Lindl.) Schltr; Scaphyglottis fasciculata Hook. y Prosthechea
michuacana (La Llave & Lex.) W.E. Higgins. En el Cuadro 1 se resumen las especies

estudiadas, las actividades evaluadas y en su caso, los compuestos identificados.

Fig. 67.

AMATZAUHTLI
Epidendrum pastoris

Epidendrum pastoris La Llave ¥ Lex, Nov. Gen. Veg,
Desc. fasc. ii. Orch. Opusc. 23. México.

Michoacan.

Fig. 67.

Id. pag. 101.

255

Figura 1. Epidendrum pastoris, La Llave & Lex. Mencionada en Historia de las Plantas de
la Nueva Esparfia.
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Cuadro 1. Principales compuestos aislados de orquideas de uso medicinal en México y
actividades farmacoldgicas evaluadas

: Actividad
Especie Compuesto biolgica
Encyclia Tovar-Gijén et al.,
michuacana (La 2006
Llave & Lex.)
Schltr.
OH
O O OCHj,4
OH
OCH,
gigantor 2
CO,H
HO,C~ “OH
4Cid0 2'(4 hidrOXipencily M41ico (3
Laelia anceps Vasorrelajante e
Lindl. hipertensivo

(Vergara-Galicia et
al., 2010)

2:7 dihid"0Xj 3:4'9 trimetoxjfenantreno (4)
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Cuadro 1. Principales compuestos aislados de orquideas de uso medicinal en México y
actividades farmacoldgicas evaluadas (continuacién)

Especie Compuesto AF“\,”O.Iad
bioldgica
Laelia Extracto metandlico de pseudobulbos y raices Vasorrelajante
autumnalis  cultivados in vitro (Vergara-Galicia
(La Llave & etal., 2010)
Lex.) Lindl.
Maxillaria Antinociceptivo

(Estrada, 2004;
Déciga-Campos
et al., 2007)

densa Lindl.

Rl R2 R3 R4 R5

2'5 dihidroXi 3:4

dimetoxifenantreno (s, OH H H  OH OCHy \/acorrelajante
fimpriol'A (6) OH H OCH, OH OCH, gf::‘."jgg'l\g?“ejo
NUdol (7) H OH H OH OCH,
gymnopusina (g H OH OCH, OH OCH,

erjantrigina 9y

14



2. Antecedentes

Cuadro 1. Principales compuestos aislados de orquideas de uso medicinal en México y

actividades farmacoldgicas evaluadas (continuacién)

Especie Compuesto Actividad
biologica
Niidema Estrada et al.,
boothii 2002
Lindl.
Schltr. Hernandez-
Romero et
al.,2004

Njgemjna (10)

OH
MO O OCH;
o)
OCH,
aloifor Il (11
gigantol (2

157 trimetoxjfenantren 2:¢ djio| (13)

15



2. Antecedentes

Cuadro 1. Principales compuestos aislados de orquideas de uso medicinal en México y
actividades farmacoldgicas evaluadas (continuacién)

Especie

Compuesto

Actividad bioldgica

Nidema boothii
(Lindl.) Schitr.

Scaphyglottis

fasciculata Hook.

ef emerantroquinona (]_4)

OH

H,CO

OH

bataasina [11 (15y

24:24" diMeti| 9> 19°CiC|ojanOsta 25°eN"37j| (16)

R™ trans p hjdroXicijnamoj|ox;

37 dihidlOXj 2:4 dimetoXjfenantreno (17)

Estrada et al., 2002

Hernandez-Romero et
al.,2004

Antinociceptivo
(Estrada et al., 1999a,
2002 y 2006)

Vasorrelajante
(Déciga-Campos et
al., 2005 y 2007)
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Cuadro 1. Principales compuestos aislados de orquideas de uso medicinal en México y
actividades farmacoldgicas evaluadas (continuacién)

Actividad

Especie Compuesto biolégica

Scaphyglottis
fasciculata Hook.

Antinociceptivo
(Estrada et al.,
1999, 2002 y
2006)

Vasorrelajante
(Déciga-Campos et
al., 2005 y 2007)

R1
24:24 diMetj] 5 1anosta 911y

25 di€n 3 01 (LDDy (18 —H
2424 diMetil 919 CiClojanosta 9,11y

25 dién 3 ona (CiC'Oba|an0na) (19) —OH

OH
OCH,

O O OCH,
OH

OCH,
34 dihidroXj 3:4:5 trimetoXjpipencij|o (DTB) (20)

37 dihidroxi 2:4:8 trimetoXjfenantreno 22,
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Cuadro 1. Principales compuestos aislados de orquideas de uso medicinal en México y
actividades farmacoldgicas evaluadas (continuacién)

Especie Compuestos Actividad biolégica
Scaphyglottis gigantor 2 Antinociceptivo
fasciculata Hook. (Estrada et al.,

bataasina [l (15) 1999a, 2002 y 2006)

Vasorrelajante
(Déciga-Campos et
al., 2005 y 2007)

Potencial
antiinflamatorio,
antidiabético,
nefroprotector,
0 antioxidante,
. hepatoprotector,
H3CJ\O‘“ (Pérez et al., 2009b,
HyC CH, 2010Db, 2011a,
307aCet0X{ 24 higroXj 24" metj 50 2011b)
|anosta 9(11y'25 di€no (23,

Prosthechea
michuacana (La
Llave & Lex.)
W.E. Higgins.

H,CCOO™

3 aCetOX{:24 hidroXi 24 metjl 5|
anosta 9(11)en0 (24)

dihidro:3:5:2 trimetoX; 3 hidroXi 4 acetjl 4
isopenten"estnbeno (25)
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Cuadro 1. Principales compuestos aislados de orquideas de uso medicinal en México y
actividades farmacoldgicas evaluadas (continuacién)

Especie Compuestos 'g‘?t“,”qad
iologica
Prosthechea Potencial
michuacana antiinflamatorio,
(La Llave & antidiabético,
Lex.) W.E. nefroprotector,
Higgins. antioxidante,
hepatoprotector,
(Pérez et al.,
) o o o ) 2009b, 2010b,
4:6'7 tihidl0Xj 2 MetoX;j 8 (Metjjput 2 eni|)fenantreno 1 2011a, 2011b)

1 467 trihidroXj 2 metoXj g '(metnbut'z enjlyfenantreno 26y

6 6ter Metj|ico ge |a escutejarejna (28)
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Cuadro 1. Principales compuestos aislados de orquideas de uso medicinal en México y
actividades farmacoldgicas evaluadas (continuacién)

. Actividad
Especie Compuestos biol6ai
iologica
Prosthechea Potencial
michuacana (La antiinflamatorio,
Llave & Lex.) antidiabético,
W.E. Higgins. nefroprotector,
antioxidante,
hepatoprotector,
(Pérez et al.,

2009b, 2010b,
2011a, 2011b)

HO

77 Ne0 hesperidgsido de apigenina 3L
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Cuadro 1. Principales compuestos aislados de orquideas de uso medicinal en México y
actividades farmacoldgicas evaluadas (continuacién)

Especie Compuestos Actividad
P P biolégica
Prosthechea Potencial

antiinflamatorio,
antidiabético,
nefroprotector,
antioxidante,
hepatoprotector,
(Pérez et al.,
2009b, 2010b,
2011a, 2011b)

michuacana (La
Llave & Lex.) W.E.
Higgins.

6 O p D glucopjranosj| 30
0U'|_"ramnopjrangsido de apigenina (32)

2.3 Cyrtopodium macrobulbon (La Llave & Lex.) G. Romero & Carnevali

El género Cyrtopodium tiene una distribucion neotropical, desde el sur de Florida
hasta el norte de Argentina, siendo Brasil el pais con casi el 90% de las especies. Hasta
1999 C. macrobulbon habia sido identificada como C. punctatum; sin embargo, los estudios
taxondmicos de Romero y Carnevali (1999) permitieron clasificarla como una especie
diferente. Las caracteristicas principales para esta separacion incluyen la descripcién
morfoldgica del labelo, el cual tiene numerosas vesiculas (o verrugas) en la parte apical del
I6bulo medio, en todo el callo y a lo largo del margen anterior de los lébulos laterales;
ademas, el 16bulo medio del labelo es més estrecho. En cuanto al habitat de la planta, C.
macrobulbon es una especie terrestre, en tanto que C. punctatum es epifita (Romero &

Carnevali, 1999).
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C. macrobulbon (Figura 2) se distribuye desde México hasta Panamé y
posiblemente se encuentre en Colombia y Venezuela. La orquidea tiene pseudobulbos
fusiformes, alargados de hasta 60 cm o mas de longitud; hojas lineal-lanceoladas y
largamente acuminadas. Su inflorescencia en panicula amplia; contiene flores con pétalos
similares a los sépalos dorsales, usualmente mas amplios y mas cortos; labio trilobado,
cortamente adnado al pie columnar; el 16bulo lateral amplio, erecto o extendido; el labio
medio entero. Sus sépalos estan libres, extendidos, desiguales del borde a la base y algunos
adnados al pie columnar; ambos pétalos y sépalos son ondulados, amarillos, con manchas
de color pardo. El fruto es una capsula de forma oblonga (Carnevali et al., 2001).

Cyrtopodium macrobulbon se conoce en México con los nombres comunes de
Ch’itku’uk (Yucatan), ch’it-och (Yucatan), chacalleztle (Oaxaca), chocolpextle (Oaxaca),
shoyo (Chontal, Oaxaca), cafia de jabali, cuerno de vaca y cafiaveral (region central)
(Arellano et al., 2003; Martinez, 1979; Salazar, 2009).

Los pseudobulbos de C. macrobulbon se utilizan con fines medicinales. Asi, en
Yucatan se emplean para tratar abscesos (Arellano et al., 2003) y se considera balsdmico
(Monroy et al., 2013). En su amplio estudio sobre los Tzeltales de Chiapas, Berlin (1974)
reporta su uso para el tratamiento de enfermedades de la espalda. En los mercados del D.F.
se venden para tratar afecciones renales (Salazar, 2009) y “mal de orin” lo cual sugiere el
uso de la especie como agente analgésico y antibiotico.

El “mal de orin” es una afeccién del aparato renal-urinario que se presenta porque el
individuo se "sienta en lugares calientes" en forma reiterada; al sentarse sobre estos lugares,

tales como la tierra 0 una piedra, el calor "se le mete al cuerpo” y origina la enfermedad.
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Figura 2. Cyrtopodium macrobulbon (La Llave & Lex) G. Romero & Carnevali.
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Ciertos especialistas refieren que también se debe al continuo consumo de alimentos
picantes, los cuales son considerados de calidad caliente. EI “mal de orin” se manifiesta con
dolor en los ovarios o en los testiculos, segun sea el caso, ademas de escozor intenso al
orinar, y una sensacién de querer orinar con frecuencia (Biblioteca Digital de la Medicina
Tradicional).

A pesar del uso, la distribucién e importancia biolégica de C. macrobulbon, a la
fecha, no se cuenta con estudios quimicos o0 botanicos conducentes a establecer las pruebas
de identidad y composicion para su control de calidad como droga cruda. Tampoco se han
realizado las investigaciones que permitan determinar su inocuidad y su eficacia preclinica
y clinica. Por lo tanto, los resultados que generados en el curso de esta investigacion son

inéditos.

2.4 Scaphyglottis fasciculata Hooker

Scaphyglottis fasciculata Hooker es una especie erecta, con tallos de 2 a 3 veces
ramificados. Tiene un pseudobulbo fusiforme, delgado, que llega a medir hasta 10 cm de
largo, 8 mm de didmetro y presenta dos hojas. Las hojas son angostas, lineales, de 4 a 12
cm de largo, 3 a 5 mm de ancho. Las flores son escasas en el pseudobulbo terminal, con
pequefios ovarios cortos, color crema verdoso, con lineas violetas, pétalos y sépalos de
aproximadamente 2 mm de largo (Figura 3). S. fasciculata crece en la selva alta, como
epifita sobre los arboles de sombra de los cafetales, asi como en los bosques (seco
premontano y mesofilo de montafia) entre los 600 y 1500 m de altura.

Se distribuye en México (principalmente en los estados de Veracruz, Chiapas,

Oaxaca y Guerrero), Guatemala y Honduras. Los habitantes de la region de Los Tuxtlas,
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Veracruz, emplean la planta completa para el tratamiento de heridas, para evitar el aborto,
como repelente de insectos y para el tratamiento de c6licos estomacales (Carmona, 1995).

Desde el punto de vista farmacoldgico, S. fasciculata ha sido objeto de varios
estudios, en los cuales se ha evaluado la actividad antinociceptiva y antiinflamatoria, tanto
de extractos como de compuestos aislados (Estrada et al., 1999 y 2006, Déciga-Campos et
al., 2005 y 2007). En cuanto a estudios fitoquimicos, se ha reportado la presencia de
estilbenoides, bibencilos, triterpenoides, y fenantrenos (Estrada et al., 1999 y 2002). Sin
embargo, aun falta establecer el perfil fitoquimico que permita establecer la identidad de los
principales compuestos activos, presentes tanto en el extracto organico como en el acuoso.

Los ensayos de mutagenicidad y de toxicidad aguda sugieren la inocuidad del
extracto organico integro de la planta. Las pruebas farmacoldgicas a las cuales se sometio
el extracto y los metabolitos mayoritarios de la especie, permitieron establecer las
propiedades espasmoliticas, analgésicas y antiinflamatorias, mismas que posiblemente
contribuyen al efecto terapéutico de S. fasciculata para el tratamiento de cdlicos
estomacales (Déciga et al., 2007).

Bajo este panorama, los resultados obtenidos en el presente trabajo permitieron
complementar la informacion antes descrita para la especie S. fasciculata, con la finalidad

de integrar un documento farmacopeico tipo OMS para esta orquidea medicinal.
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Figura 3. Scaphyglottis fasciculata Hooker.
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3. HIPOTESIS

Aungue el presente proyecto se realizé de acuerdo a los lineamientos de la OMS es

factible establecer la siguiente hipdtesis:

-Los usos populares medicinales de la especie C. macrobulbon para el tratamiento
de diversas afecciones, entre ellas el “mal de orin”, sugieren que los metabolitos
secundarios que forman parte de la infusién y el extracto organico de los pseudobulbos,

presentan actividad antiséptica, antinociceptiva y antiinflamatoria.

4. OBJETIVOS

Objetivo general

1.- Establecer los parametros de identidad, calidad, eficacia y seguridad preclinicos
de las especies C. macrobulbon y S. fasciculata con la finalidad de integrar la informacion
cientifica necesaria para elaborar sus monografias cientificas (OMS y farmacopeica) y asi
contribuir al uso racional de estas especies.

Para cumplir con este objetivo se plantearon los siguientes objetivos particulares:

Objetivos particulares

> Recopilar y analizar la informacion bibliografica existente para las especies
C. macrobulbon y S. fasciculata. con la finalidad de recabar los aspectos historicos y el
disefio de los estudios experimentales.

> Llevar a cabo una revision de los ejemplares de herbario y establecer sus

mapas de distribucion.

27



3. Hipotesis y 4.0bjetivos

> Caracterizar los compuestos marcadores de C. macrobulbon y S. fasciculata,
evaluando su utilidad para el establecimiento de las pruebas de identidad quimica y
composicion.

> Obtener los perfiles cromatogréaficos de diferentes extractos de la droga
cruda de ambas especies, mediante cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAR) y
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG/EM) de los volatiles
obtenidos por microextraccién en fase sélida (HS-SPME), con la finalidad de completar las
pruebas de identidad quimica.

> Caracterizar anatomica e histoldgicamente los pseudobulbos de ambas
especies con la finalidad de establecer las pruebas de identidad botanica.

> Establecer los parametros de eficacia de los extractos obtenidos a partir de la
droga cruda de C. macrobulbon, por medio de la evaluacion de su efecto antinociceptivo,
utilizando las pruebas de placa caliente y estiramiento abdominal; asi como de su posible
actividad antimicrobiana.

> Establecer los principios activos responsables de las actividades
comprobadas para C. macrobulbon.

> Validar un método analitico que permita cuantificar al menos un principio
activo o un compuesto marcador, con la finalidad de establecer una prueba de composicién
para evaluar la calidad de la droga cruda de C. macrobulbon.

> Obtener el cddigo de barras genético para C. macrobulbon, como prueba de

identidad genética.
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5. METODOLOGIA

5.1 Cyrtopodium macrobulbon

5.1.1 Pruebas de identidad quimica

5.1.1.1 Material vegetal

El material vegetal se recolectd en el estado de Guerrero (Chilpancingo de los
Bravo y Acahuizotla) con la colaboracion de la Dra. Coyolxauhqui Figueroa, en Marzo del
2011 (Figura 4). Se depositaron muestras en el Herbario Nacional (MEXU), Instituto de
Biologia de la UNAM (MEXU 1372213, 1372214 y 1372215) (Figura 5). Se logro la
recoleccion de 40 kg (aprox.) de material vegetal fresco, principalmente pseudobulbos. Esta
muestra se manejé con la clave CM-1.

Dado que los pseudobulbos de C. macrobulbon se venden en el Distrito Federal, se
adquirio también material vegetal en el mercado de Sonora del D.F., y en el local “Las
plantas medicinales de Ameérica”, que se ubica en el pasaje Zocalo-Catedral (MEXU,
1372213) (Figura 4). Esta ultima muestra se manejé como CM-2. Ambas muestras se
fragmentaron y se pusieron a secar en estufas de secado de la Facultad de Ciencias
(UNAM) con la colaboracion de la M. en C. Ma. Eugenia Mufioz Diaz de Ledn. El material

ya seco se fragmentd en un molino de cuchillas tipo Willey.
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HISTORIA HEQ&OLARIA EN MEXICO PRODUCTOS REMEDIOS UBICACION CONTACTO

LAS PLANTAS MEDICINALES DE AMERICA PASATE CATEDRAL GUATEMALA NO.10 LOCALES 12 ¥ 13 CENTRO. HISTORICO

Figura 4. A) Colecta de C. macrobulbon Chilpancingo, Guerrero. Venta de C.
macrobulbon en el mercado de Sonora (B) y en el pasaje Zocalo-Catedral del Distrito
Federal (C y D).
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1372213

d

‘

Fam. ORCHIDACEAE
Cyrtopodium macrobulbon (Liave & Lex ) G. Romero &
Carnevali

reserved

t

PLANTAS DE MEXICO: GUERRERO

Loc. Acahuizotla. Entre el camino de terraceria y el rio, Mun
Chilpancingo de los Bravo. Lat. 17.370707 Long. -99 450512
Alt. 913 m. Veg Bosque seco.

Col. Coyolxauhqui Figueroa sin 3,
Marzo 2011 /3

HERBARIO NACIONAL DE MEXICO (ME
INSTITUTO DE BIOLOGIA, UNA(M !

Figura 5. Ejemplar de herbario de C. macrobulbon MEXU (1372213).
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5.1.1.2 Procedimientos generales

Anélisis cromatograficos

Para los andlisis de cromatografia en capa fina (CCF) se utilizaron cromatofolios de
aluminio recubiertos con gel de silice (0.25mm; 60 F,s4, Merck) ® y se ensayaron diversos
sistemas de elucion. La visualizacion de las placas se realiz6 con luz UV (A corta 254 nm; A
larga 365 nm) y con el reactivo cromdgeno [sulfato cérico amoniacal (12 g)-acido sulfarico
(22.5 mL) y hielo (350 g)] (Stahl, 1969); para el desarrollo del color fue necesario calentar

a 110 °C durante un minuto.

Cromatografia en columna abierta (CCA)
Se realizd en columnas de vidrio de diferentes capacidades, empacadas con gel de
silice (tamafio de particula 0.063-0.200 mm) (70-230 mesh Merck)® o Sephadex

(Sephadex LH20, Pharmacia)®.

Cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR)

Se realiz6 en un cromatdgrafo de liquidos Waters 2487 que consiste en una bomba
cuaternaria (Waters 600), inyector manual (volumen de inyeccién 20 uL), un detector dual
de luz UV/Visible (2487) y el software Empower versién 2.0 fue utilizado para el control
del equipo, la adquisicién de datos y el procesamiento de la informacion. Todos los analisis
se realizaron en una columna Nova-Pack HR 7 um silica (3.9 x 300 mm). La longitud de

inda utilizada para la deteccion fue 280 nm.
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5.1.1.3 Determinacion de las constantes fisicas, espectroscopicas y
espectrometricas

Los puntos de fusion se midieron en un aparato Fisher-Johns y se reportaron sin
corregir. Los espectros de resonancia magnética nuclear proténica (‘H RMN) y de carbono-
13 (**C RMN) se registraron en los aparatos Varian Unity Inova (operado a una frecuencia
de 400 MHz para *H RMN y 100 MHz para *C RMN) y JEOL ECA-500 (operado a una
frecuencia de 500 MHz para *H RMN y 125 MHz para *C RMN) empleando CH3;OH-d,4 0
DMSO-ds como disolventes y tetrametilsilano (TMS) como referencia interna.

Los desplazamientos quimicos (3) se expresan en ppm. Para el andlisis de los
espectros de RMN mono y bidimensionales se utiliz6 el programa MestreNova® version 6.
Los espectros de masas se registraron en los equipos JEOL SX 103 y LTQ Orbitrap XL
System (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, USA) utilizando como métodos de
ionizacion las técnicas de bombardeo de d&tomos acelerados (MS-FAB) en modo positivo,
con alcohol nitrobencilico (ANB) como matriz e ionizacion por electrospray (ESI) modo

positivo.

5.1.1.4 Obtencion de los extractos

Con la finalidad de establecer las pruebas de identidad quimica de las plantas que se
comercializan en el D.F. y las plantas colectadas en campo, se prepararon los extractos
organicos a partir de la droga cruda, asi como infusion, ya que es como se recomienda su

uso por parte de los vendedores.
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Extracto organico
El extracto orgéanico se preparé via maceracion a partir de 900 g de material vegetal
seco en 13 L de CHyCl, (Figura 6) obteniéndose 15 g de extracto organico, es decir,

1.35%.

Material vegetal

- Macerar en CH,Cl,
- Filtrar y concentrar in vacuo

Extracto organico

Figura 6. Obtencion del extracto organico a partir de la droga cruda de C. macrobulbon.

Infusion
Por otra parte, se prepard 1 L de infusion, la cual se filtro y se someti6 a un proceso
de reparto exhaustivo con CH,Cl, (300 mL x 3). La fase organica resultante se secé sobre

sulfato de sodio anhidro y se concentré in vacuo para generar 5.3 g (Figura 7).
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Material vegetal

-1000 mL de agua destilada en ebullicion

- Particion con CH,CL, (300 mL x 3)

Fase acuosa Fase organica

- Secar con Na,SO, anhidro
- Filtrar
- Concentrar in vacuo

Fraccion
orgéanica

Figura 7. Obtencion del extracto acuoso y fraccion organica de C. macrobulbon.

5.1.1.5 Analisis cromatograficos

Cromatografia en capa fina (CCF)

Con el extracto organico y la fraccidon organica de la infusion de C. macrobulbon se
realizaron placas cromatograficas en capa fina (CCF), utilizando varias mezclas de elucién

para establecer el mejor sistema de analisis (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Diferentes sistemas de elucién ensayados en CCF con el extracto organico y
fraccion organica de la infusion de C. macrobulbon.

Sistema de elucion Proporcion
CH2C|7_-MEOH 9:1
4:3:2
6:4:1
Hex-AcOEt-CH,Cl, 2:5:3
4:4:1
Hex-CH,Cl,-MeOH 5:5:0.5

Cromatografia en columna abierta (CCA). Fraccionamiento primario

Se utilizaron 10 g del extracto orgéanico para llevar a cabo un fraccionamiento
primario en columna abierta en gel de silice (200 g); la elucion se realizd con gradiente de
hexano—AcOEt (100:0—0:100) y AcOEt-MeOH (100:0—50:50) para obtener un total de
229 fracciones, las cuales se reunieron de acuerdo a su similitud cromatografica para
generar finalmente 12 conjuntos de fracciones primarias F;—F;, (Cuadro 3, Figura 8). En

la Figura 9 se resume el metodo del fraccionamiento primario descrito.

De la fraccion primaria F, (1.8 g) eluida con hexano-AcOEt (95:5) se obtuvé una
mezcla de ésteres derivados de acido n-alquil-trans-p-cumarico. Dicha mezcla estaba
compuesta por n-hexacosil-trans-p-cumarato, n-octacosil-trans-p-cumarato, y n-triacontil-
trans-p-cumarato (33-35), en una proporcion 1:2:1 de acuerdo a los analisis de
cromatografia de gases (CG) acoplada a espectrometria de masas (EM) (Jinfeng y
Xiaozhang 2000; Shu et al., 2004). De la fraccion F4 eluida con hexano-AcOEt (90:10) se

aislaron 10 mg del alcohol 4-metoxi-bencilico (36) (Machado et al., 2008).
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Por otro lado, el analisis por CLAR de la fraccion Fg [2.7 g; hexano-AcOEt (90:10)
permitio el aislamiento y la identificacion del 4-hidroxibenzaldehido [37; 32 mg, Tg: 18.5
min, Jeoung-Hee et al., 2000] y 1,5,7-trimetoxi-9,10-dihidrofenantreno-2,6-diol [38; 34

mg, Tr: 20.9 min, Herndndez-Romero et al., 2004)].

Figura 8. Cromatograma del fraccionamiento primario del extracto organico de C.
macrobulbon.

El andlisis por CCF [Sistema de elucion: hex-CH,Cl,-MeOH (50:50:0.5)] a nivel
preparativo de la F; [100 mg; hexano-AcOEt (87:13)] y Fg permitio el aislamiento de 54 mg
de confusarina (39) (Majumder y Kar, 1987) y 25 mg de gigantol (2) (Rg: 0.47),

respectivamente.
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Extracto organico

- Fraccionamiento primario en columna abierta
con 200 g de gel de silice

- Mezclas de elucion Hexano—AcOEt (1:0 — 0:1)
y AcOEt-MeOH (1:0 — 1:1)

Fracciones obtenidas

- Analisis cromatografico CCF

Fraccion 1 ala Fraccion 229

- Fracciones combinadas

F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11 Fi12

Figura 9. Esquema del fraccionamiento primario mediante CCA del extracto organico de
CH,CI, de C. macrobulbon.

El andlisis de la fraccion Fy [30 mg; hex-AcOEt (85:15)] por CCF a nivel
preparativo permitié la separacion de un solido cristalino identificado como la batatasina
11 (15) (Rg: 0.40; 7.5 mg). Los compuestos 2 y 15 fueron identificados mediante la
comparacion de sus constantes fisicas con muestras auténticas obtenidas previamente de

Nidema boothii (Hernandez-Romero et al., 2004).
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Finalmente, de la fraccion Fio [1.4 g; hex-AcOEt (80:20)] se obtuvieron 50 mg de
efemerantol B (40) (p.f. 189°C) por CCF [hex-CH,Cl,-MeOH (50:50:0.5)] (Kazuko et al.,
2012).

Cuadro 3. Resumen del fraccionamiento primario por CCA a partir del extracto organico
de CH,CI, de C. macrobulbon.

Eluyente Pro?;or)mon Fracciones combinadas

Hexano 100 F; (1-11)
Hex-AcOEt 95:5 F, (12-38)
Hex-AcOEt 937 Fs (39-64)
Hex-AcOEt 90:10 F4 (65-69)
Hex-AcOEt 90:10 Fs (70-100)
Hex-AcOEt 90:10 Fe (24-25)
Hex-AcOEt 87:13 F; (101-129)
Hex-AcOEt 85:15 Fs (130-142)
Hex-AcOEt 85:15 Fq (143-171)
Hex-AcOEt 80:20 Fi0 (172-189)
Hex-AcOEt 50:50 F11 (190-212)
Hex-AcOEt 50:50 Fi (213-229)

5.1.1.6 Caracterizacion de los principales compuestos presentes en el

extracto organico de C. macrobulbon

Todos los compuestos se caracterizaron por métodos espectroscopicos Yy
espectrométricos mediante el analisis comparativo de las constantes espectroscopicas

registradas en el presente estudio (ANEXO 1), con las descritas previamente en la literatura.

n-Hexacosil-trans-p-cumarato (33).- IR (KBr) vmax (cm™) 2917, 2848, 1573, 1602,

833, 642; *H RMN (400 MHz, CDCls) &y 7.62 (d, J = 16 Hz, H-1'), 7.43 (d, J = 8 Hz, H-
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2,H-6), 6.84 (d, J = 8 Hz, H-3,H-5), 6.30 (d, J = 16 Hz, H-2'), 4.19 (dd, 4 y 8 Hz, H-1"),
1.69 (dd, J = 7.2 Hz, H-25"), 1.3 (s, H-2""-H-24""), 0.88 (dd, J = 5.6 y 7.2 Hz, H-26"); *C
RMN (100 MHz, CDCls) §¢ 167.5 (C-3'), 157.5 (C-4), 144.10 (C-1'), 129.9 (C-2, C-6),
127.89 (C-1), 115.89 (C-3, C-5), 64.7 (C-1"), 29.4 (C-2""-C-24"), 22.7 (C-25""), 14.1 (C-
26"); EMIE m/z 528 [M'], 164 (100).

n-Octacosil-trans-p-cumarato (34).- IR (KBr) vmax (cm™) 2917, 2848, 1573, 1602,
833, 642; 'H RMN (400 MHz, CDCl5) 8y 7.62 (d, J = 16 Hz, H-1"), 7.43 (d, J = 8 Hz, H-
2,H-6), 6.84 (d, J = 8 Hz, H-3,H-5), 6.30 (d, J = 16 Hz, H-2), 4.19 (dd, 4 y 8 Hz, H-1"),
1.69 (dd, J = 7.2 Hz, H-25"), 1.3 (s, H-2""-H-24""), 0.88 (dd, J = 5.6 y 7.2 Hz, H-26"); **C
RMN (100 MHz, CDClg) 8¢ 167.5 (C-3'), 157.5 (C-4), 144.10 (C-1'), 129.9 (C-2, C-6),
127.89 (C-1), 115.89 (C-3, C-5), 64.7 (C-1""), 29.4 (C-2"-C-24""), 19.0 (C-25"), 14.1 (C-
26'"); EMIE m/z 556 [M], 164 (100).

n-Triacontil-trans-p-cumarato (35).- IR (KBr) vma (cm™®) 2917, 2848, 1573, 1602,
833, 642; 'H RMN (400 MHz, CDCl3) 8y 7.62 (d, J = 16 Hz, H-1'), 7.43 (d, J = 8 Hz, H-
2,H-6), 6.84 (d, J = 8 Hz, H-3,H-5), 6.30 (d, J = 16 Hz, H-2'), 4.19 (dd, 4 y 8 Hz, H-1"),
1.69 (dd, J = 7.2 Hz, H-25"), 1.3 (s, H-2""-H-24""), 0.88 (dd, J = 5.6 y 7.2 Hz, H-26"); *C
RMN (100 MHz, CDCls) §¢ 167.5 (C-3'), 157.5 (C-4), 144.10 (C-1'), 129.9 (C-2, C-6),
127.89 (C-1), 115.89 (C-3, C-5), 64.7 (C-1"), 29.4 (C-2"-C-24"), 19.0 (C-25""), 14.1 (C-
26"); EMIE m/z 584 [M'], 556 (16), 528 (14), 164 (100).

Alcohol 4-metoxi-bencilico (36).- IR (KBr) vma (cm™) 3274, 2915, 1064; *H RMN

(400 MHz CDCls) 847.20 (d, J = 8.5 Hz, H-3,H-5), 6.78 (d, J = 8.5 Hz, H-2,H-6), 5.23 (s,
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OH), 4.39 (s, H-1"), 3.37 (s, OCHs); *C RMN (100 MHz, CDCls) 8¢ 155.3 (C-1), 133.5
(C-4), 129.7 (C-2,C-6), 115.2 (C-3,C-5), 74.4 (C-1), 57.7 (OCHs); EMIE m/z 138 [M"].

4-Hidroxibenzaldehido (37).- '"H RMN (400 MHz CDCls) &y 9.88 (s, CHO), 7.82
(d, J = 8.6 Hz, H-2,H-6), 6.95 (d, J = 8.6 Hz, H-3,H-5), 5.36 (s, OH); *C RMN (100 MHz,
CDCls) 8¢ 191.3 (CHO), 164.5 (C-4), 132.7 (C-2,C-6), 129.7 (C-1), 116.2 (C-3,C-5);
EMIE m/z 122 [M™].

1,5,7-Trimetoxi-9,10-dihidrofenantren-2,6-diol  (38).- 'H RMN (400 MHz
CDCl3) 84 9.0 (s, OH), 8.0 (s, OH), 7.98 (d, J = 8.7 Hz, H-4), 6.88 (d, J = 8.7 Hz, H-3),
6.59 (s, H-8), 3.92 (s, OCHj;-7), 3.81 (s, OCHs-1), 3.70 (s, OCHs-5), 2.80 (m, H-9), 2.69
(m, H-10); **C RMN (100 MHz, CDCls) 8¢ 147.3 (C-1), 145.8 (C-7), 144.8 (C-5), 143.6
(C-2), 137.7 (C-99), 130.0 (C-4%), 129.9 (C-10%), 125.8 (C-6), 123.9 (C-4), 117.9 (C-4b),
113.1 (C-3), 106.8 (C-8), 59.3 (OCHs-1), 59.6 (OCH3-5), 56.1 (OCH3-7), 29.4 (C-9), 22.5
(C-10); EMIE m/z 302 [M"].

Confusarina (39).- 'H RMN (400 MHz, CDCl3) &y 9.37 (d, J = 9.2 Hz, H-5), 8.05
(d, J = 9.1 Hz, H-9), 7.65 (d, J = 9.2 Hz, H-10), 7.40 (s, H-1), 7.36 (d, J = 9.2 Hz, H-6),
4.01 (s, OCHgz-4), 3.95 (s, OCH3-8), 3.93 (s, OCHs-3); **C RMN (100 MHz, CDCls) 8¢
150.2 (C-4), 147.2 (C-2), 144.9 (C-7), 142.5 (C-3,C-8), 128.2 (C-10?), 126.7 (C-10), 125.7
(C-8%), 124.3 (C-4h), 123.4 (C-5), 118.8 (C-9), 118.1 (C-4%), 115.6 (C-6), 110.6 (C-1), 61.4
(OCHjs-8), 60.7 (OCH;-3), 59.2 (OCHs-4), 29.4 (C-9), 22.5 (C-10); EMIE m/z 300 [M].

Efemerantol B (40).- p.f. 189°C, '"H RMN (400 MHz, CDCls) &4 9.33 (d, J = 9.1
Hz, H-4), 7.57 (d, J = 9.1 Hz, H-9), 7.48 (d, J = 9.1 Hz, H-10), 7.21 (d, J = 2.7 Hz, H-8),
7.18 (dd, J = 9.1, 2.8 Hz, H-3), 4.05 (5, OCHs-5), 3.90 (s, OCH;-7); *C RMN (100 MHz,

CDCls) 8¢ 153.0 (C-2), 146.7 (C-7), 143.6 (C-5), 139.5 (C-6), 133.7 (C10a), 128.5 (C-82),
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125.9 (C-9), 124.8 (C-10), 123.8 (C-4b), 118.7 (C-1), 116.4 (C-4b), 111.4 (C-3), 104.8 (C-

8), 61.4 (OCH3-5), 59.2 (OCH3-7). EMIE m/z 270 [M'].

Cromatografia de liquidos de alta resolucion en fase normal (CLAR)

Se llevd a cabo el desarrollo de un método analitico por CLAR con el objetivo de
caracterizar y separar los compuestos mayoritarios presentes en el extracto organico de C.
macrobulbon, para lo cual se realizaron multiples ensayos en fase normal, con diferentes
fases estacionarias (columnas cromatograficas) y diferentes fases mdviles (mezclas de
elucion). En el Cuadro 4 se muestra el resumen de las condiciones de analisis éptimas para

obtener el perfil cromatogréfico adecuado.

Cuadro 4. Condiciones de trabajo en CLAR en fase normal para el extracto organico de C.
macrobulbon.

Columna Nova Pack HR Silica 3.9 x 300 mm
Eluyente Hexano-AcOEt (85:20 —75:25)
Flujo 0.6 mL/min

Volimen de inyeccion 20 uL

Deteccion 280 nm

Temperatura Ambiente

A partir de las condiciones establecidas en CLAR se procedi6 a la validacion del
método analitico. A partir de la fraccion combinada Fio (216 mg) se realizd un
fraccionamiento secundario en columna abierta con Sephadex como soporte, vy

hexano—AcOEt (100:0 — 50:50) como fase mdvil, del cual se obtuvieron 16 subfracciones.
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En las subfracciones 7, 8 y 9 se observé un precipitado color blanco, el cual se aislo y se
analizo por CLAR para confirmar su identidad como efemerantol B (40) y poder utilizarlo

como estandar la validacion del método analitico.

5.1.1.7 Validacién de un método analitico para la cuantificacion de
efemerantol B (40) por CLAR

Los criterios establecidos por las normas de Armonizacidn Tripartita referentes a la
Validacion de Métodos Analiticos [ICH Q2 (R1), 2002] sirvieron como base para la
validacion del método analitico. Los parametros de calidad evaluados para dicho método se

describen a continuacion.

Linealidad del sistema

La linealidad del sistema de determind construyendo una curva de calibracion de
acuerdo al siguiente procedimiento. Se utilizaron 6 mg de estandar de efemerantol B (40).
Se disolvieron 5 mg/0.5 mL en una mezcla de CH,Cl,-AcOEt (9:1). A partir de esta
solucién de referencia se realizaron las diluciones necesarias para obtener soluciones con
concentraciones entre 0.5 y 10 ug/mL. El area bajo la curva (ABC) del efemerantol B (40)
se grafico con respecto a la concentracion de referencia en cada solucion.

El célculo de los parametros estadisticos se realizd mediante un analisis de regresion
lineal simple. Los parametros obtenidos se compararon con los siguientes criterios: by = 0;
by #0;1r>099;1°>0.98 ¢ IC (B1) no incluye el cero. Se analizaron seis réplicas por cada

nivel de concentracion.
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Linealidad y exactitud del método

La linealidad del método se determind mediante la adicion de diferentes
concentraciones del estandar (50 y 750 mg/mL) a la matriz de trabajo. Se evaluaron nueve
réplicas por concentracion, obteniéndose asi los valores correspondientes del ABC, que se
interpolaron en la curva de calibracion desarrollada para evaluar la linealidad del sistema.

Los resultados obtenidos (concentracion adicionada vs concentracion recuperada)
fueron analizados para determinar sus parametros estadisticos (bo = 0; by # 0; R > 0.99; R?
> 0.98 y CV yx < 2%) mediante un andlisis de regresion lineal simple. La exactitud del
método se evaludé mediante los siguientes pardmetros: promedio aritmético (y), desviacion
estandar (S), coeficiente de variacion (CV) vy el intervalo de confianza para la media

poblacional [IC (B1)] del porcentaje de recobro.

Precisidon del método (Repetibilidad)

La repetibilidad se establecié mediante el andlisis de siete réplicas de una solucion
de estandar de efemerantol B (40) a una concentracion de 750 mg/mL. El analisis se realiz6
en dos dias distintos por diferentes analistas. Los resultados obtenidos se expresan en

términos del coeficiente de variacion (CV).

Limites de deteccién (LD) y de cuantificacién (LC)

La evaluacién de los limites de deteccion (LD) y de cuantificacion (LC) se realiz6
mediante la construccion de una curva de calibracion basada en la desviacion estandar de
los blancos. Se prepararon muestras que contenian 1mg/mL de extracto organico de C.

macrobulbon (matriz de trabajo), diluidas con una mezcla de CH,Cl,~MeOH (9:1). Se
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evaluaron diez réplicas y el area bajo la curva del pico (ABC), que corresponde al
efemerantol B (40) de cada réplica, sirvié para el calculo de los limites, que fueron

determinados de acuerdo a las ecuaciones siguientes:

3.3x S, Lo loxsy

LD =
bl bl

Cuantificacion de efemerantol B (40) presente en el extracto organico de C. macrobulbon

Para la cuantificacion de efemerantol B (40) en el extracto organico de C.
macrobulbon, se disolvieron 10 mg de la muestra en 1 mL de una mezcla de CH,Cl,-
MeOH (9:1). EI compuesto 40 se cuantificé registrando su perfil cromatogréfico, utilizando
las condiciones cromatograficas sefialadas anteriormente (Cuadro 4).

La determinacion del &rea bajo la curva se realizo con el software del equipo y la
cantidad en miligramos de cada muestra se calculé por medio de la interpolacion en la
ecuacion de la recta obtenida a partir de la curva de calibracion disefiada en la evaluacion

de la linealidad del sistema.

5.1.1.8 Identificacion de los compuestos volatiles de C. macrobulbon

La identificacion de los componentes volatiles se realizd de acuerdo a los
lineamientos de la OMS (WHO, 1998; Gaedcke et al., 2003; Liang et al., 2004). EI método
empleado para el analisis de los volatiles obtenidos por microextraccion en fase sélida en

fase gaseosa (HS-SPME) fue el de la cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
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masas (CG—EM) (Perraudin et al., 2006). Esta técnica implica el empleo de fibras (fases
solidas) de diferente polaridad. En este caso se utilizaron fibras con empaque de
Polidimetilsiloxano (PDMS), Divinilbenceno (DVB), Carboxeno (CAR) 0 sus respectivas

combinaciones (Supelco) ®.

Muestreo

El muestreo por HS-SPME es una técnica que arroja resultados en corto plazo, no se
utilizan disolventes que pudieran alterar la composicion de la mezcla de compuestos
voléatiles y disminuye la cantidad de analito. En el caso de S. fasciculata se analizé también
una muestra de aceite esencial por CG-EM.

Para la obtencion de las muestras la droga cruda (250 mg) se coloc6 en un vial de 5
mL, con 2 mL de agua y NaCl (para saturar la fase acuosa), en bafio maria a 45-50°C y
agitacion constante. Posteriormente, se colocé la jeringa (portafibra) con la debida
precaucion de que al exponerla, ésta no quedara en contacto directo con la muestra. Una
vez estabilizada la agitacion, el tiempo de extraccion fue de 90 minutos. Al término de este
tiempo, la fibra se contrajo y se colocé de inmediato en el cromatografo de gases. Las fibras

para SPME-HS se adquirieron con Supelco (Bellefonte, Pennsylvania, USA).

Analisis
El andlisis de CG-EM se llevé a cabo utilizando un cromatografo de gases equipado
con una columna de silica HP-5 (60 m x 0.25 mm; 0.25 nm de grosor de pelicula) acoplado

a un espectrémetro de masas (5973- Hewllett-Packard), con una temperatura programada
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de 40-300°C. Las condiciones de muestreo y andlisis para ambas especies se resumen en el

Cuadro 5.

Cuadro 5. Condiciones de analisis para la identificacion de compuestos volatiles en las
muestras de las especies C. macrobulbon y S. fasciculata.

Muestreo

Fibras

Tiempo de exposicion de las fibras
Temperatura

Posicion de la fibra

Columna capilar

Temp. analisis

HS-SPME

DVB/CAR/PDMS
CAR/PDMS
PDMS

90 min

45-50°C

En la fase de vapor

HP-5 (60 m x 0.25 mm; 0.25 nm de grosor
de pelicula)

40°C (1 min); 20°C/min; hasta 300°C (5

min)

Polidimetilsiloxano (PDMS), Divinilbenceno (DVB), Carboxeno (CAR).

Los compuestos fueron identificados comparando los indices de retencion

experimentales con aquellos descritos en la libreria del equipo, y con los datos citados en la

literatura; asi como el analisis comparativo de los patrones de fragmentaciéon de los

espectros de masas obtenidos con los de las librerias del National Institute of Standards and

Technology (NIST) y del Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS). Los
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indices de retencion fueron calculados para todos los compuestos volatiles, utilizando una

serie homologa de n-alcanos.

5.1.2 Pruebas de identidad botanica

Estudios anatémicos e histoldgicos

La caracterizacion anatomica de ambas especies de orquideas se realizd mediante
técnicas de microscopia electronica de barrido (MEB). La caracterizacion histoldgica se
llevd a cabo por medio de cortes y diversas técnicas de tincién e histoquimicas (Lépez-

Curto et al., 2005), asi como microscopia de campo claro (MCC).

Deshidratacién del material vegetal

Las muestras de material vegetal fresco se fijaron en FAA (Formaldehido).
Enseguida, se enjuagaron tres veces con agua corriente (30 minutos cada enjuague). A
continuacion, se deshidrataron mediante una serie de cambios de alcohol etilico durante dos
horas, para cada una de las diferentes concentraciones utilizadas (30, 50, 70, 85, 96 y
100%). Posteriormente, el material se incluyé en una mezcla de alcohol absoluto-xilol (1:1)
por espacio de 30 minutos. Finalmente, se mantuvieron en xilol absoluto por 20 minutos

(Lopez-Curto et al., 2005).

Inclusién del material vegetal
Para realizar los cortes histologicos, el material vegetal previamente deshidratado se

sometid a un proceso de inclusion; para ello, la muestra vegetal se envolvié en una mezcla
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de xilol-parafina (Paraplast®) en diferentes proporciones (2:1, 1:1 y 1:2) por espacio de 30
minutos en cada caso. Por altimo, el material se mantuvo en parafina pura por 24 horas, en
una estufa a 65°C, para permitir la penetracion adecuada del hidrocarburo al tejido vegetal.
Obtencion de cortes anatomicos

El material vegetal ya incluido en parafina absoluta se coloc6 en bloques de madera
de 1 x 1 cm. A partir de dichos bloques se formé una piramide alrededor de la muestra y
antes de realizar los cortes se colocaron en refrigeracién durante 10 minutos. Para el corte
se utilizd6 un micr6tomo de rotacion American Optical, modelo 820, con el cual se
establecio el grosor del corte en 12 micras de espesor. Se utiliz6 un bafio de flotacion con
agua a 40°C, con gelatina bovina como adhesivo. Estos se extendieron en la superficie del

agua y se colocaron sobre un portaobjetos (Lopez Curto et al., 2005).

Técnicas de tincion

Las técnicas de tincion utilizadas fueron las siguientes:
¢ Cudadruple de Johansen
g Azul negro de naftol-APS

¢ Rojo O de aceite

Microscopia de campo claro (MCC)
Las preparaciones obtenidas se analizaron mediante las técnicas de microscopia de
campo claro, con la finalidad de identificar y describir los caracteres anatomicos y

estructurales, tanto de hojas como de pseudobulbos de C. macrobulbon. Para ello se utiliz6
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un microscopio Olympus BX52 (Japdn) y las micrografias se tomaron utilizando el
programa Image Pro Plus version 6.1, acoplado a una cdmara Evolution ® LC Kit 5.0.
Microscopia electrénica de barrido (MEB)

Para observar las muestras mediante microscopia electronica de barrido fue
necesario deshidratar el material vegetal mediante tratamiento con etanol (30-100%); una
vez deshidratadas se cubrieron con bafio de oro (Loza-Cornejo y Terrazas, 2003) y
finalmente se examinaron en un microscopio JEOL-53C, en el laboratorio de microscopia

electronica a cargo de la M. en C. Berenit Garfias en el Instituto de Biologia de la UNAM.

5.1.3 Pruebas de identidad genética

Caodigo de barras genético
El establecimiento del cddigo de barras se realizd mediante la secuenciacion del
ADN de dos marcadores; uno del cloroplasto matK y otro de las regiones nucleares

ribosomales rbcL.

Muestreo de los ejemplares

Se utilizaron dos muestras para cada especie. Una proveniente de material
herborizado y otra de material fresco. La de material herborizado se limpid para retirar el
polvo. La de material fresco se limpio para retirar restos de sustrato. Se utilizaron muestras
de hoja y pseudobulbo de un tamafio aproximado a 1 cm?, que fueron colocadas en bolsas
pequefias con silica gel para deshidratarlas, utilizando 20 veces el volumen de gel con

respecto al volumen del tejido (Chase y Hills, 1991).
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Procesamiento de las muestras

La extraccion del ADN se realizd en el Laboratorio de Sisteméatica Molecular del
departamento de Botanica, Instituto de Biologia, UNAM. Para la secuenciacion se utilizé el
servicio comercial HTGU (High-Throughput Genomics Unit, University of Washington,

Seattle, USA.).

Extraccion y purificacion de ADN

El ADN se obtuvo mediante el procedimiento de 2 x Bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) descrito por Doyle y Doyle (1987), modificado mediante
la adicion al tampdn de extraccion de 2% (peso/volumen) de polivinilpirrilidona (PVP).
Dentro de un microtubo se molié con un pistilo pequefio cerca de 0.5 g de tejido vegetal
con nitrogeno liquido, hasta su pulverizacion. Al microtubo se le adicionaron 500 uL del
tampdén CTAB, precalentado a 65°C, al cual se le habian agregado previamente 4% de 2-
mercaptoetanol. El extracto obtenido se incub6 a 65°C durante 30min.

La extraccion se realiz6 con 500 uL de una mezcla de cloroformo/alcohol
isoamilico (24:1) por espacio de 30 min, mezclando suavemente. Posteriormente el extracto
se centrifugd a 9000 revoluciones por minuto (rpm) durante 10 minutos, al término de este
tiempo la fase acuosa se transfirié a un microtubo limpio.

La precipitacion de ADN se realiz6 adicionando el equivalente a 2/3 del volumen
del extracto de 2-propanol pre-enfriado a —20°C y posteriormente se centrifugé a 13 000
rpm durante 5 min. Se decantd el alcohol y el precipitado se lavd mediante la adicion de

500 pL de etanol al 70%. Después, se centrifugd a 13000 rpm durante 3 min. El alcohol
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fue descartado y el precipitado, una vez limpio, fue secado mediante centrifugacion al vacio
durante 6 min, y resuspendido en 50 uL de tamp6n TRIS/EDTA. El extracto de ADN se
evalué mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiido con bromuro de etidio para
confirmar la presencia de material genético en el extracto.
Amplificacion de ADN

Las condiciones de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en
inglés) consistieron en 2 min de pre-desnaturalizacion a 94°C; 35 ciclos con 30 segundos
de desnaturalizacion a 94°C; 40 segundos de union de los primers a 48°C; 40 segundos de
extension a 72°C; y 5 min de extension final a 72°C. Los productos de la PCR se evaluaron
en un gel de agarosa para confirmar la amplificacion de un fragmento del peso molecular

esperado y fueron enviados a secuenciar en placas de reaccion de 96 pozos.

Edicion y alineamiento
Los electroferogramas obtenidos se editaron con el programa Sequencher, version
4.8 (Gene Cods Corp. Ann Arbor Michigan). El alineamiento se revisd y se corrigio

manualmente.

5.1.4 Pruebas de seguridad

5.1.4.1 Toxicidad aguda

Como parte de las pruebas de seguridad, se establecié la dosis letal media 50 (DLs)

del extracto acuoso de C. macrobulbon.
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Establecimiento de la DLs

Se determind la DLs, de la infusion y de la fraccién organica de C. macrobulbon.
En una primera etapa se administraron las dosis de 10, 100 y 1000 mg/kg. En la segunda
etapa se administraron las dosis de 1900, 2600 y 5000 mg/kg. La administracion se realiz6

via oral (p.0) y de acuerdo al método descrito por Lorke (1983).

5.1.5 Pruebas de Eficacia

Ensayos bioldgicos

Los usos etnomédicos reportados para los pseudobulbos de C. macrobulbon,
sugieren su potencial actividad antimicrobiana y analgésica. Con la finalidad de evaluar
dichas propiedades, se llevaron a cabo bioensayos de actividad antibacteriana y

antinocicepcion, los cuales se describen a continuacion.

5.1.5.1 Determinacion del potencial antimicrobiano

La actividad antibacteriana de la infusion y su fraccidon organica, se determino
empleando el método de microdilucion con el colorante bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-
il]-2,5-difenil tretrazolio (MTT) (Appendino et al., 2008), contra bacterias Gram positivo
[(Staphylococus aureus (ATCC 25923) y Bacillus subtilis ATCC 6633)] y Gram negativo
[Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 10536) y Salmonella

typhi (ATCC 9992)]. Todos los microorganismos fueron proporcionados por el Cepario de
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la Facultad de Quimica, UNAM. Como medio de cultivo se utiliz6 caldo Mueller-Hinton
(MH). Este caldo se esterilizé en una autoclave a 121°C y 15 Ib/cm?, durante 20 min.

Los ensayos se realizaron en placas de Elisa de 96 pozos. A cada pozo se
adicionaron 125 uL de medio Mueller-Hinton (MH) estéril y 125 uL de una suspension del
microorganismo de prueba en solucion salina, ajustada al 0.5% (1 x 108 células/mL) del
estandar turbidimeétrico de McFarland del microorganismo (Gibbons, 2003). Los pozos de
las filas A- J contenian, ademas, 250 pL de los extractos a evaluar a las concentraciones de
2, 4,8, 16, 32, 64, 128, 256, 512 y 1024 ug/mL, disueltas en DMSO (12.5 %). Las filas 11
y 12 se utilizaron como control positivo y/o control de crecimiento, respectivamente.

Las cajas se incubaron por 24 horas a 37°C. Todas las determinaciones se realizaron
por triplicado. La concentracion minima inhibitoria (CMI) fue determinada como la menor
concentracion en la que no se observé crecimiento de bacterias. Como control positivo se

utilizé ampicilina.

5.1.5.2 Determinacion del potencial antinociceptivo de la infusion y la

fraccion organica de C. macrobulbon

Ensayo de estiramiento abdominal (Writhing)

Para la prueba de estiramiento abdominal se utilizaron ratones ICR macho, de entre
25-30 g. Los tratamientos se administraron via oral (p.0). Una vez cumplido el tiempo de
absorcion (30 minutos), se inyectd a los ratones por via intraperitoneal (i.p), 0.2 mL/10 g de

peso, una solucién de acido acético al 0.6 %. Inmediatamente después, los animales se

54



5. Metodologia

colocaron en una caja de pléstico transparente y se observaron las contracciones
acumuladas en lapsos de 5 min, durante 30 min.

En este caso, la nocicepcion se manifesto por estiramientos abdominales (en algunas
ocasiones se pueden observar contracciones); por lo tanto, se registrdé el numero de los
estiramientos de las patas traseras y flexion del cuerpo hacia atras. El efecto antinociceptivo
se determind con base en la disminucion del niumero de estiramientos de los animales
tratados con relacion al lote blanco (Tween al 2% en solucion salina via oral (p.o). Se

utiliz6 metamizol (MET) como control positivo a la dosis de 100 mg/kg.

Ensayo de placa caliente

Se utilizaron ratones de la cepa ICR con un peso entre 25 y 30 g. Los animales se
mantuvieron bajo condiciones de bioterio. Antes de los ensayos, los animales se dividieron
en grupos de ocho y se mantuvieron en ayuno por 12 horas, con libre acceso al agua (ad
libitum). Se evalu6 el efecto de la infusion y el extracto organico. Las dosis ensayadas
fueron las siguientes: 31.6 mg/kg, 100 mg/kg y 316 mg/kg. La administracion de los
extractos y control negativo se realiz6 por via oral, 30 minutos antes de colocarlos sobre la
placa a 55 + 0.5 °C. Como blanco se emple6 una solucién salina isotonica (SSI) (p.o.) vy

como control positivo morfina a la dosis de 1.5 mg/kg, administrada por via intraperitoneal

(i.p.).

5.1.6 Mapa de distribucion potencial

Base de datos
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Se consultaron diversas fuentes de informacion con el objetivo de contar con la
mayor cantidad de registros documentados de la especie C. macrobulbon. Se revisaron
bases de datos de distintas colecciones bioldgicas, como los herbarios MEXU (Instituto de
Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México), Asociacion Mexicana de
Orquideologia (AMO, Instituto Chinoin, A.C), la cual se complement6 con informacién de
las bases de datos en formato electrénico de acceso publico como la Unidad de Informatica
de la Biodiversidad (UNIBIO, Instituto de Biologia, Universidad Nacional Autdnoma de
México, http://unibio.unam.mx), MBG-Tropicos (Missouri  Botanical Garden,
http://www.tropicos.org), Red Mundial de Informacién sobre Biodiversidad (REMIB),
Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO,
http://www.conabio.gob.mx/remib/cgi  -bin/clave_remib.cgi?lengua=es-MX), Global
Biodiversity Information Facility (GBIF, http://www.gbif.org y notas de campo).

De esta consulta se arm6 una base con 92 registros, la cual se depur6 para eliminar
los duplicados y se confirmaron las georreferencias de cada ejemplar. Para la realizacion de
los modelos de distribucion, se emplearon las coberturas climéticas y topogréficas de
WorldClim (Hijmans et al., 2005), disponibles en formato digital y listas para emplearse en

sistemas de informacion geografica (SI1G).

Utilizacion del modelo predictivo Maxent

La modelacion de las especies se realiz6 con el algoritomo Maxent y se seleccion6

el mejor modelo en funcién de la evaluacion estadistica (valor ABC).
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5.2 Scaphyglottis fasciculata

5.2.1 Pruebas de identidad quimica

Para la especie S. fasciculata se llevaron a cabo las pruebas de identidad quimica,
las cuales incluyen el establecimiento de un perfil cromatografico de la fraccion organica
de la infusidn; la identificacion de compuestos volatiles por HS-SPME; la descripcion de
caracteres anatémicos e histoldgicos, (identidad botanica), utilizando los mismos
procedimientos descritos para C. macrobulbon. Por tanto solo se detallaran las variaciones

a éstos.

5.2.1.1 Material vegetal

Se utilizé el material vegetal recolectado en campo del 18 al 20 de Febrero de 2010
en Coatepec, Veracruz (Figura 10), con la colaboracion de los Biologos José Vicon y
David Jimeno. EI material se recolect6 en tres cafetales: EI primero en la estacion de tren
“El Piojito”, Hacienda Zimpizahua; el segundo en la entrada a San Marcos, Parador
turistico “Las Puentes” y el tercero en el camino hacia la cascada de Texolo (MEXU

13722311) (Figura 11).

5.2.1.2 Obtencion de los extractos

Extracto acuoso (infusion) y su fraccion organica
Para elaborar la infusién, los pseudobulbos frescos se deshidrataron en estufas de
secado en el taller de Biologia de Plantas 11 de la Facultad de Ciencias a cargo de la M. en

C. Ma. Eugenia Diaz de Ledn. Dicho material se molié en un molino de cuchillas tipo
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Wiley. Se utilizaron 20 g de material vegetal seco y molido. La metodologia para la
obtencién de los extractos fue la misma que se emple6 en el caso de C. macrobulbon y se

resume en la Figura 7.

5.2.1.3 Analisis cromatograficos

Con la finalidad de completar los estudios fitoquimicos previos de la especie S. fasciculata,
se buscé establecer un perfil cromatografico por CLAR, para identificar los principales

compuestos presentes en la fraccion organica de la infusion de dicha especie.

Cromatografia en capa fina (CCF)
Con la fraccién organica (CH,CI,) obtenida a partir de la infusion de S. fasciculata
se realizaron placas cromatograficas en capa fina (CCF), comparando las mismas mezclas

de elucion que en el caso de C. macrobulbon (Cuadro 2).

Cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) en fase normal

A partir de la fraccion organica se establecié un método analitico para caracterizar
los compuestos mayoritarios presentes en dicha fraccion, obtenida a partir de la infusion de
S. fasciculata; esto con la finalidad de establecer las pruebas de identidad quimica de la
droga cruda. Con este objetivo, se realizaron mdltiples ensayos con diferentes fases
estacionarias y mezclas de elucion en fase normal. En el Cuadro 6 se resumen las

condiciones optimas establecidas, bajo las cuales se obtuvo el mejor perfil cromatogréafico.
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Figura 10. Sitio de colecta en Xalapa, Veracruz. Scaphyglottis fasciculata.
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ht reserved

1372211

PLANTAS DE MEXICO: VERACRUZ

Fam. ORCHIDACEAE
Scaphyglattis fasciculata Hook

Loc. Texolo. 600 m antes de llegar a la Cascada de Texolo.
Mun. Xico. Lat 19.407044 Long -96 990831

Alt. 1215 m. Veg. Selva mediana

Epifita sobre arboles de Inga vera que dan sombra a los

cafetos.

Col. Viridiana Morales Sanchez, No. 2
Febrero 2010

HERBARIO NACIONAL DE MEXICO (MEXU)
INSTITUTO DE BIOLOGIA, UNAM

Figura 11. Ejemplar de herbario de S. fasciculata (MEXU 13722311).
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Cuadro 6. Condiciones de trabajo en CLAR en fase normal para la fraccion organica de la
infusion de S. fasciculata.

Eluyente CHCI;-AcOEt (100:0—90:10)
Flujo 0.6 mL/min

VVolumen de inyeccion 20 puL

Deteccion 254y 280 nm

Temperatura Ambiente

5.2.1.3 Identificaion de los compuestos volatiles de S. fasciculata

Para establecer la identidad de los compuestos volatiles presentes en hojas y
pseudobulbos de S. fasciculata, se emple6 la metodologia ya descrita para C. macrobulbon,

con sus respectivas modificaciones (Cuadro 4).

5.2.2 Pruebas de identidad botanica

Estudios anatomicos e histoldgicos
La caracterizacion anatomica e histoldgica de S. fasciculata se realiz6 mediante las
técnicas antes descritas para C. macrobulbon; sin embargo, en este caso no se realizaron

micrografias por MEB.

5.2.3 Pruebas de seguridad

Toxicidad aguda
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La toxicidad aguda en ratones se determiné de acuerdo al método de Lorke como se

describi6 para C. macrobulbon.

5.2.4 Mapa de distribucion potencial

El mapa de distribucién potencial se elaboré siguiendo la misma metodologia

descrita para C. macrobulbon.

62



6. Resultados y discusion

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Cyrtopodium macrobulbon

6.1.1 Pruebas de identidad quimica

Anélisis cromatograficos

El estudio fitoquimico convencional de C. macrobulbon, aplicando diversas
técnicas cromatogréaficas permitio aislar, separar y establecer la identidad de los principales
compuestos presentes en el extracto organico e infusion de la droga cruda de la planta
objeto de estudio. También fue posible aislar una cantidad suficiente de efemerantol B (40),
el cual se utiliz6 como estandar en la validacion de un método analitico por CLAR y que

eventualmente se pueda utilizar como prueba de composicion de esta orquidea.

6.1.1.1 Caracterizacion de los principales compuestos presentes en el
extracto organico de C. macrobulbon

Los compuestos aislados se identificaron empleando diferentes técnicas
espectroscopicas (IR, *H RMN, *C RMN y UV) y espectrométricas (EM) de la siguiente
forma: una mezcla de ésteres derivados de acido-n-alquil-trans-p-cumarico formada por n-
hexacosil-trans-p-cumarato, n-octacosil-trans-p-cumarato, y n-triacontil-trans-p-cumarato
(33-35); alcohol 4-metoxi-bencilico (36); 4-hidroxibenzaldehido (37); 5,7-trimetoxi-9,10-
dihidrofenantren-2,6-diol (38); confusarina (39); gigantol (2); batatasina Il (15) y
efemerantol B (40). Las estructuras de los compuestos aislados se muestran en la Figura

12.
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Figura 12. Principales compuestos aislados a partir del extracto organico de los
pseudobulbos de C. macrobulbon.

Perfil cromatografico por CLAR de C. macrobulbon

Una vez caracterizados los compuestos mayoritarios, se procedid a establecer el
perfil cromatografico del extracto organico de la planta. Después de ensayar diferentes
columnas (fase estacionaria, tanto normal como reversa) y diferentes mezclas de elucion
(fase mavil), tanto en gradiente como isocréticas, se establecié que las mejores condiciones
para la separacion e identificacion de los compuestos mayoritarios del extracto organico de
los pseudobulbos de C. macrobulbon fueron las siguientes: columna Nova-Pack HR Silica
(3.9 x 300 mm) como fase estacionaria y una mezcla de Hexano-AcOEt (85:20 —75:25)
en gradiente, como fase movil a un flujo de 0.6 mL/min con un volumen de inyeccion de 20

uL. La longitud de onda para la deteccion fue de 280 nm.

64



6. Resultados y discusion

Los principales compuestos presentes en el extracto organico de los pseudobulbos
de C. macrobulbon se encuentran también en la fraccion organica obtenida a partir de la
infusion, los cuales se obtuvieron del material vegetal comprado en el D. F. Por otro lado,
al comparar la fraccion orgénica de la infusion, tanto de la muestra de mercado (CM-2)
como de la muestra de campo (CM-1) observamos que ambas presentan los mismos
compuestos principales (Figura 13) con tiempos de retencion similares.

Los numeros corresponden a los compuestos: trans-p-cumarato de n-hexacosilo,
trans-p-cumarato de n-octacosilo, y trans-p-cumarato de n-triacontilo, (33-35, Tr 7.56
min), alcohol 4-metoxi-bencilico (36, Tr 13.93 min), 4-hidroxi-benzaldehido (37, Tr 18.48
min), 1,5,7-trimetoxi-9,10-dihidroxifenantreno-2,6-diol (38, Trg 20.88 min), confusarina
(39, Tr 22.55 min), gigantol (2, Tr 24.5 min), batatasina 111 (15, Tg36 min), y efemerantol

B (40, Tg 40.25 min).

6.1.1.2 Desarrollo y validacion de un método analitico para la

cuantificacion de efemerantol B (40) por CLAR

Se ajusto e identificd la sefial correspondiente al compuesto marcador 40 mediante
la técnica de coelucion. Los resultados de este analisis permitieron establecer una
concentracion para la solucién de referencia de la matriz de trabajo en 0.25 pg/mL. El
método analitico fue validado en términos de linealidad, precision y exactitud.

El desarrollo del método analitico se realizd6 mediante ensayo y error, utilizando
diversas condiciones cromatograficas hasta obtener la mejor resolucién de las sefiales de los
principales componentes presentes en el extracto orgénico de la droga cruda. Las

condiciones 6ptimas de separacion fueron obtenidas en una fase normal de gel de silice

65



6. Resultados y discusion

NovaPak HR, utilizando como fase mdvil un sistema gradiente entre hexano (A) y AcOEt
(B): 0 min (20%B); 30 min (15%B). Este analisis generd el cromatograma que se ilustra en
la Figura 13 donde los picos correspondientes a los compuestos 33-35, 36, 37, 38, 39, 2, 15
y 40 representan el 5, 6, 5, 6, 5, 6, 5y 2.7 %, respectivamente, del total del area
cuantificada en el cromatograma.

Enseguida se desarrollo un protocolo para validar el método analitico para
cuantificar al componente mayoritario, el efemerantol B (40) utilizando los siguientes
pardmetros de desempefio: linealidad del sistema, linealidad del método, exactitud,
precision, limites de deteccidén y de cuantificacion, de acuerdo con las Normas de la
International Conference on Harmonisation Guidelines referentes a la Validacion de

Métodos Analiticos [ICH Q2 (R1), 2002].

Linealidad del sistema

La linealidad de un sistema es la verificacion de que la respuesta analitica y la
concentracion de un analito se ajustan a un modelo matematico en un intervalo de
concentraciones pertinentes a la aplicacion analitica. La linealidad del sistema se evaluo
mediante la construccion de tres curvas de calibracion con cinco diferentes niveles de

concentracion del analito (Cuadro 7).

66



6. Resultados y discusion

Cuadro 7. Resultados experimentales de las curvas de calibracion del efemerantol B (40)

para evaluar la linealidad del sistema.

Réplica ug/mL ABC
1 0.5 2081206
2 0.5 2453551
3 0.5 2570955
4 0.5 2617563
5 0.5 3178209
6 0.5 3229713
1 1 5078551
2 1 5405720
3 1 5355916
4 1 5862321
5 1 6235664
6 1 5907583
1 2.5 16130256
2 25 13162283
3 25 15572351
4 2.5 14587989
5 25 15384315
6 2.5 15015769
1 5 30022534
2 5 30648484
3 5 30722704
4 5 29926813
5 5 31626706
6 5 31037711
1 7.5 46352793
2 75 44933457
3 75 47774108
4 75 50934411
5 7.5 48230225
6 75 44536876
1 10 59289211
2 10 61244440
3 10 62419987
4 10 62300468
5 10 62892024
6 10 59748550
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Figura 13. Perfiles cromatograficos por CLAR correspondientes al extracto organico de C.
macrobulbon. A) Material vegetal comprado en mercados del DF (CM-2). B) Muestra de material
colectado en campo (CM-1).
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El andlisis estadistico de los datos, mediante un modelo de regresion lineal, permitié

estimar el siguiente modelo matematico:

Avrea (y) = 6234082.326x — 465213.1359

Para evaluar la calidad del ajuste del modelo se calcularon los coeficientes de
correlacion y de determinacion. Como se indica en el Cuadro 8 el coeficiente de
correlacion es de 0.9967, lo que demuestra que existe una relacién lineal entre las variables.

Por otra parte, el coeficiente de determinacion calculado permite inferir que el
99.3% de los datos se encuentran explicados por el modelo propuesto; por ultimo, el
intervalo de confianza calculado para la ordenada al origen incluye el cero, mientras que el
intervalo para la pendiente no lo contiene. Con base en estos resultados se concluy6 que el

sistema es lineal en el rango de concentraciones evaluado.

Limite de deteccion (LD) y limite de cuantificacion (LC)

El limite de deteccion de un método se refiere a la concentracion minima de analito
en una muestra que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada. El limite de
cuantificacion (LC) se define como la concentracion minima del analito, que puede ser
determinada con precision y exactitud aceptables. Ambos pardmetros se determinaron a
partir de una curva de calibracion utilizando una serie de diluciones preparadas a partir de

una solucion estandar con una concentracion de 10 ug/mL y cinco muestras blanco. Los

valores de LD y LC calculados fueron de 0.78 y 2.58 pug/mL, respectivamente.
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Linealidad del método y exactitud

La linealidad del método se evalu6 a partir de las curvas de calibracion preparadas
utilizando tres diferentes concentraciones del estandar que se adiciono a la matriz de
trabajo, que se encontraban en el intervalo entre 0.5 y 10 pug/mL; que representan el
50—150% de los analitos ensayados. En el Cuadro 9 se muestran los resultados obtenidos

al evaluar la exactitud del método.

Cuadro 8. Resumen del analisis de regresion lineal simple de la evaluacién de la linealidad
del sistema del efemerantol B (40).

Estadistico Efemerantol B (40)
pendiente (b1) 6234082.326
ordenada al origen (b0) -465213.1359
coeficiente de correlacion (r) 0.99672
coeficiente de determinacion (r?) 0.9934
IC (B1) 6109442.3 - 6358722.4

Los parametros determinados en las curvas de regresion ajustada fueron 1 x
108x—3x10°, y=0.9912x+1.7047, r2 = 0.9994. Estos resultados indican que el método
desarrollado es lineal y cumple con los criterios de aceptacion (Bo= 0, Bs# 0, r > 0.99, r? >
0.998 y CV y/x < 3%) establecidos en la norma internacional ICHQ 2R1 (2005).

La exactitud del método se define como la concordancia entre el valor de

concentracion del analito en la matriz enriquecida, obtenido experimentalmente, y el valor
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de referencia. Este pardmetro de calidad se determindé mediante el andlisis de los
porcentajes de recobro indicados en el Cuadro 9.

Estos resultados se encuentran dentro de los limites establecidos por las guias de la
ICH para métodos cromatograficos (98-102%). Por lo tanto, el método es lineal dentro del
rango de concentraciones analizadas. La pendiente calculada es diferente de cero y el
coeficiente de determinacion de los datos, se encuentran explicado por el modelo de

regresion lineal.

Cuadro 9. Resultados experimentales de la curva de calibracion del efemerantol B (40)
para evaluar la linealidad y exactitud del método.

Concentracién Concentracion
réplica nivel adicionada Area recuperada recobro (%)
(ng/mL) (ng/mL)
1 150 375 51252224.5 379.4 101.2
2 150 375 50608943.5 374.6 99.9
3 150 375 50062129.5 3704 98.8
4 150 375 50486985.5 373.6 99.6
5 150 375 50062129.5 370.4 98.8
6 150 375 50486985.5 373.6 99.6
1 100 250 34343734.5 252.1 100.9
2 100 250 34522629.5 253.5 101.4
3 100 250 33680936.5 247.2 98.9
4 100 250 33764873.5 247.8 99.1
5 100 250 33786897.5 248.0 99.2
6 100 250 33416360.5 245.2 98.1
1 50 125 17721320.5 127.0 101.6
2 50 125 17820464.5 127.8 102.2
3 50 125 17328745.5 124.1 99.3
4 50 125 17552127.5 125.8 100.6
5 50 125 17503397.5 125.4 100.3
6 50 125 17482266.5 125.2 100.2
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Precision

La precision del método analitico se determiné mediante diferentes experimentos
conducentes a evaluar la precision del sistema (repetitividad), es decir, la fidelidad de los
valores experimentales de un mismo pardmetro medidos bajo idénticas condiciones
experimentales, la precision del método y la precision intermedia (reproducibilidad). Esta
Gltima se refiere a la fidelidad de los valores experimentales de una misma cuantificacion,
medida bajo diferentes condiciones experimentales. El valor calculado de DER para el
compuesto 40 es igual a 1.29 (menor al 2.0%), por lo tanto el sistema es preciso.

Finalmente, la reproducibilidad del método se evalué mediante el analisis por
triplicado de tres diferentes soluciones homogéneas que contenian al compuesto 40. Este
analisis se realizé por dos analistas, en dos diferentes dias. En todos los casos, la DER fue
menor al 1.5%. El conjunto de resultados descritos permite concluir que el método

desarrollado es preciso.

6.1.1.3 ldentificacion de los compuestos volatiles de C. Macrobulbon

Con la finalidad de completar el perfil quimico de la droga cruda de C.
macrobulbon, se identificaron los principales compuestos volatiles mediante la técnica de
CG-EM, los cudles se extrajeron por HS-SPME. Esta técnica permite el analisis de
muestras pequefias, y no requiere el uso de disolventes, lo cual permite tener un perfil mas
completo o complementario de los compuestos volatiles presentes en el material vegetal, ya
sea fresco o seco. Los compuestos volatiles de C. macrobulbon maés afines a cada una de las

fases sélidas utilizadas en esta prueba corresponden al: eucaliptol (41), hexanal (42), Z-2-
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heptenal (43), formiato de isobornilo (44), 1-nonen-3-ol (45), 6,10,14-trimetil-2-

pentadecanona (46) y eicosano (47) (Cuadro 10, Figura 14).

Cuadro 10. Compuestos volatiles identificados en los pseudobulbos de C. macrobulbon.

Fase solida

DVB/CAR/PDMS CAR/PDMS PDMS

IR? Porcentaje de area”
Eucaliptol (41) 946 42.3
Hexanal (42) 902 11.3 45.50
2-Heptenal-Z-
E (43) 933 9.8
«» Formiato de
% isobornilo (44) 1301 15.6 29.59
2 1-Nonen-3-ol
850 13.64
2 (45)
O 6,10,14-
Trimetil-2-
pentadecanona 1866 60.80
(46)
Eicosano (47) 934 9.63

% Indice de retencion de los compuestos determinado en una columna DB-5
® Los porcentajes fueron calculados mediante el analsisi del ABC de los cromatogramas obtenidos
para cada analisis

41

47

Figura 14. Principales compuestos volatiles identificados en los pseudobulbos de C. macrobulbon.
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6.1.2 Pruebas de identidad botanica

Anatomia de C. macrobulbon

Parte de los parametros de calidad es el establecimiento de la identidad botanica de
las drogas crudas vegetales, por lo que es de gran importancia reconocer y describir los
caracteres anatomicos e histolégicos que permitan reconocer y diferenciar una especie
genuina de una especie contaminante, sustituyente y/o adulterante. Es por eso que mediante
la aplicacién de técnicas histologicas y de microscopia se reconocieron las principales

caracteristicas para las partes aéreas de C. macrobulbon, que a continuacién se describen.

Caracterizacion anatomica e histologica

Los pseudobulbos de C. macrobulbon presentan cuticula gruesa, epidermis con
paredes engrosadas y células crenadas que se hacen mas evidentes en un corte en fresco y
tincion con azul de metileno. Este tipo de células no habian sido descritas anteriormente
para el género Cyrtopodium. Los pseudobulbos de C. macrobulbon también presentan
estomas anomociticos, y camara estomatica amplia. En el cdrtex se encuentran haces
vasculares dispersos, con vasos de ornamentacion helicoidal y fibras asociadas a idioblastos
(estegmatos conicos). Las hojas presentan cuticula delgada, células epidérmicas aplanadas,
mesofilo indiferenciado, haces vasculares colaterales, con fibras asociadas a idioblastos
(Figura 15).

La presencia y descripcion por vez primera de células epidérmicas crenadas,
representa una aportacion de gran importancia en la caracterizacion anatomica e histoldgica
de la especie C. macrobulbon, lo cual serd una herramienta de gran utilidad en el

establecimiento de las pruebas de calidad de su droga cruda.
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Figura 15. Pseudobulbo: A (barra de escala, 50 p), corte transversal; cuticula (c), epidermis
(e), haces vasculares (hv) distribuidos en el cortex siguiendo la forma del pseudobulbo. B
(barra de escala 100 ), corte paradermal; células crenadas (cc) con pared celular
engrosada. C (barra de escala 80 p), corte paradermal, células crenadas (cc). D (barra de
escala 200 p). E (barra de escala 200 p). F (barra de escala 50 p). G (barra de escala 50 p).
H (barra de escala 50 p). I (barra de escala 200 u) (MEB); paredes celulares (pc)
engrosadas.
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Figura 15. (continuacién). J, K, L, M, N (barra de escala 50 ), corte longitudinal; fibras
(), vasos (v) con ornamentacion helicoidal y estegmatos conicos (ec). O (MEB),
estegmatos conicos (ec) y la base de las células de donde se desprenden. P corte

longitudinal, rafidios (r). Q (barra de escala 50 p) (MEB) rafidios (r).
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6.1.3 Pruebas de identidad genética

Cddigo de barras genético

El uso de marcadores moleculares para establecer la identidad genética de las
plantas medicinales es una herramienta de reciente aplicacion y de gran importancia para el
control de calidad de los recursos vegetales medicinales. Para el presente trabajo resulto
exitoso el uso de los genes de cloroplasto matK y rbcL (que codifica para la subunidad
grande de la enzima RuBisCO) que permitieron la confirmacion del material vegetal como
perteneciente a la especie C. macrobulbon, tanto de la muestra de campo (CM-1) como de
la muestra de mercado (CM-2).

El empleo de estos genes de cloroplasto permite la correcta identificacion a nivel de
especie, con base en la suficiente variacion que presentan, tal como lo reportan Lahaye et
al., 2008; Ford et al., 2009; y Newmaster et al., 2009, para angiospermas. Las secuencias
de ambos genes (Apéndice Il) se depositaron en la base de datos del Instituto Europeo de

Bioinformética [EMBL por sus siglas en inglés (ebi.ac.uk)].

6.1.4 Pruebas de seguridad

Inocuidad de las especies C. macrobulbon y S. fasciculata

Las pruebas de inocuidad son de suma importancia en la investigacion de productos
naturales. El hecho de que los humanos consuman plantas medicinales, puede implicar un
riesgo ya sea a corto o a largo plazo, que puede ir desde una intoxicacion leve hasta la

muerte en los casos mas extremos. Por lo tanto, una prueba preclinica fundamental es el
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establecimiento de los parametros de seguridad de las drogas crudas, con el fin de brindar
seguridad a los consumidores.

Los resultados obtenidos en el establecimiento de la inocuidad, tanto de la fraccion
organica de C. macrobulbon como de la infusion de S. fasciculata demuestran que ambas
drogas crudas son inocuas hasta la dosis mas alta evaluada (5000 mg/kg). Por lo tanto, el
consumo de estas plantas no representa un peligro potencial de intoxicacion aguda segun lo

descrito por Lorke (1986).

6.1.5 Pruebas de eficacia

6.1.5.1 Potencial antimicrobiano de C. macrobulbon

Los usos etnomédicos de C. macrobulbon sugieren su potencial actividad
antibimicrobiana, la cual se evalu6 contra una bateria de organismos Gram positivos y
Gram negativos mediante la técnica de microdilucién con el reactivo de color MTT
(Appendino et al., 2008). Los resultados muestran que la fraccion orgénica de la infusion
de C. macrobulbon es la Unica que presenta actividad inhibitoria de crecimiento contra
organismos Gram + (B. subtillis y S. aureus), con una CMI de 512 ug/mL (Cuadro 11).

Estos resultados muestran una baja actividad antibacteriana del extracto organico de
C. macrobulbon y nula en el caso de la infusidn. Por lo tanto, la eficacia para el tratamiento
del “mal de orin” no se explicaria en funcion de un efecto antibacteriano de la especie C.
macrobulbon. Cabe destacar que en los antecedentes de los estudios de esta planta no se ha
comprobado la actividad antibacteriana de los principales compuestos presentes en el

extracto organico de la especie en cuestion.

78



6. Resultados y discusion

Cuadro 11. Evaluacion de la ctividad antibacteriana de la infusion y su fraccién organica
de C. macrobulbon.

CIM (ng/mL)
Cepa Infusion Fraccion organica
B. subtilis NA 512
S. aureus NA 512
E. coli NA NA
S. typhi NA NA
P. aeruginosa NA NA

NA= No activo

6.1.5.2 Potencial antinociceptivo de C. macrobulbon

El uso de C. macrobulbon para el tratamiento de “mal de orin” sugiere un potencial
efecto antinociceptivo. Para evaluar esta actividad se debe seleccionar un modelo que
cumpla con ciertas caracteristicas como especificidad, sensibilidad, validez, confiabilidad y
reproducibilidad (Le Bars et al., 2001).

En el presente estudio se evalué el potencial antinociceptivo asociado con dolor de
tipo central y periférico de la droga cruda de C. macrobulbon utilizando los modelos de

placa caliente y estiramiento abdominal, respectivamente y de manera complementaria.

Modelo de placa caliente

En este bioensayo la aplicacion de un estimulo térmico a los ratones, produce una
respuesta que se caracteriza por el levantamiento o lamedura de una o ambas patas traseras
y/o un brinco hacia afuera del sistema cilindro-placa caliente. Estas respuestas son de

origen supraespinal (Le Bars et al., 2001).
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La administracion de extracto organico e infusion de la droga cruda de C.
macrobulbon a las dosis de 10.0, 31.6, 100, 316 y 600 mg/kg (p.0), no provocé un efecto
antinociceptivo importante con respecto al control positivo morfina (MOR) (*p < 0.05)
(Figuras 16 y 17). Estos resultados indican que los principales compuestos presentes en los
pseudobulbos de C. macrobulbon, no tienen una actividad analgésica a nivel de sistema

nervioso central.

3000+

2000+

1000+

VEH 31.6mg/kg 100mg/kg 316mg/kg MOR

Infusién

Figura 16. Efecto antinociceptivo de la infusion de C. macrobulbon. Modelo de placa
caliente. VEH: solucién salina isotonica (NaCl 0.9%), MOR: morfina (5 mg/kg). Cada
barra representa el promedio + EEM para los animales de cada grupo (n=8) *p < 0.05.
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3000+

2000+

1000+

VEH  31.6mg/kg 100mg/kg 316mg/kg MOR

Extracto organico

Figura 17. Efecto antinociceptivo del extracto organico de C. macrobulbon. Modelo de
placa caliente. VEH: solucion salina isotonica (NaCl 0.9%), MOR: morfina 5 (mg/kg).
Cada barra representa el promedio + EEM para los animales de cada grupo (n=8) ***p <
0.05.

Modelo de estiramiento abdominal

Esta prueba mide el potencial de los tratamientos para contrarrestar la irritacion
provocada por la administracion de una solucion de acido acético (0.6% v/v) a los ratones.
La solucion algésica induce una reaccion inflamatoria caracterizada por contracciones de la
musculatura abdominal, extensiones de las extremidades inferiores y el estiramiento del
cuerpo. Los estiramientos abdominales generados por la administracion intraperitoneal de
agentes quimicos que irritan las membranas serosas, se consideran actos reflejos que
evidencian dolor peritoneo visceral e inflamacion, y permiten la evaluacion del efecto

producido por sustancias analgésicas a nivel periférico.
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Aungue el modelo es inespecifico, es sensible y las dosis efectivas medias que con
él se calculan, pueden extrapolarse a humanos (Atta y EI-Sooud, 2004). Los resultados
obtenidos en este bioensayo permiten observar que el extracto acuoso inhibe las
contracciones a las dosis de 100 y 316 mg/kg (35% de actividad inhibitoria de cada uno)
con respecto al control positivo metamizol (MET) (Figura 18). Para el extracto organico se
observo un efecto importante a la dosis de 100 mg/kg (30% de actividad inhibitoria) con

respecto al control positivo (MET) (Figura 19).
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Figura 18. Efecto antinociceptivo de la infusion de C. macrobulbon en el modelo de
estiramiento abdominal. VEH: solucién salina isotdnica (NaCl 0.9%), MET: metamizol
(100 mg/kg). Los datos representan + SEM (n=6) *p <0.05y ** p<0.001.
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100

80 T

Cumulative contortions

VEH 31.6mg/kg 100mg/kg 316mg/kg MET

Extracto organico

Figura 19. Efecto antinociceptivo del extracto organico de C. macrobulbon en el modelo
de estiramiento abdominal. VEH: solucién salina isoténica (NaCl 0.9%), MET: metamizol
(100 mg/kg). Los datos representan + SEM (n=6) *p <0.05y *** p<0.001.

Los resultados positivos al evaluar antinocicepcion con el método de estiramiento
abdominal permitieron observar un efecto positivo por un mecanismo de tipo periférico a
diferencia del modelo de placa caliente que lo evalta sobre sistema nervioso central y para
el que se obtuvieron resultados negativos. La administracién de acido acético via i.p.
provoca un cambio en el pH intracelular, lo que conlleva a una despolarizacién celular y un
aumento en la concentracion de Ca®*" dentro de la célula. De modo tal que al haber mas
Ca*" se favorece la formacion del complejo calcio-calmodulina (CaM) lo que se traduce en
estiramientos de la zona abdominal.

La disminucién en el nimero de estiramientos provocada por la administracion de

los extractos de C. macrobulbon, podria explicarse, en parte, por la presencia de los
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compuestos mayoritarios como el gigantol (2), la batatasina (15) y el efemerantol B (40),
asi como el monoterpenoide 1,8-cineol (41). Estos compuestos poseen actividad
antinociceptiva y antiinflamatoria previamente reportadas (Déciga-Campos, et al., 2007;
Kanekar et al., 2013; Silva, et al., 2003).

De manera particular, el gigantol (2) posee un efecto relajante de musculo liso
mediado por el sistema (6xido nitrico) NO/GMP ciclico y por regulacion de la proteina
calmodulina (Herndndez-Romero et al., 2004). Dicha actividad inhibitoria de la
calmodulina podria estar actuando en dos vias; por un lado evitando la respuesta de
estiramiento abdominal y por el otro, favoreciendo la relajacién del musculo liso entérico
(Harvey, 2011).

Cabe mencionar que el compuesto marcador 40 posee actividad antioxidante, la cual
podria contrarrestar procesos pro-inflamatorios activados por citoquinas tales como 1L-1p,
TNF-a y lipopolisacaridos (Kanekar et al., 2013).

El efecto antinociceptivo del extracto acuoso de C. macrobulbon ain no se ha
determinado, sin embargo los resultados sugieren que la eficacia para contrarrestar la
sintomatologia del mal de orin, pudiera estar relacionada con la actividad antinociceptiva

demostrada en el presente trabajo.

6.1.6 Mapa de distribucion potencial

La mayor parte de las plantas medicinales que se venden en nuestro pais son de
origen silvestre, asi que un aspecto importante que forma parte del uso racional es el
conocimiento de su abundancia y distribucion en territorio mexicano. A este respecto, una
importante contribucién fue la generacion de los mapas de distribucion de las especies C.

84



6. Resultados y discusion

macrobulbon y S. fasciculata. Con este fin se utiliz6 una base de datos obtenida luego de
una depuracion taxonémica, asi como la validacién de las coordenadas geograficas, la cual
estuvo constituida por 92 registros de esta especie, los que a su vez se obtuvieron de
diferentes fuentes, tanto de herbario como de bases de datos electrdnicas de acceso publico.

El resultado fue la generacion de un mapa (Figura 20) que permite observar que la
especie C. macrobulbon es de amplia distribucion en nuestro pais, (en 16 de los 32 estados
federales) incluso en areas donde no ha sido colectada, pero que presentan condiciones
abidticas similares a los lugares donde si existen colectas de herbario que confirman su
presencia. Por otro lado, el uso del algoritmo predictivo Maxent resultdé de gran utilidad

para inferir las areas de distribucidn potencial de la especie con un valor ABC de 0.944.

Kilometros
0 200 400 800 1,200 1,600

Figura 20. Mapa de distribucion potencial (Maxent, ABC=0.944) para C. macrobulbon.
Los puntos amarillos corresponden a los registros de presencia de la especie. El area
morada corresponde a las zonas de posible distribucion con base en sus caracteristicas
bidticas y abidticas.
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6.2 Scaphyglottis fasciculata Hook.

6.2.1 Pruebas de identidad quimica

Analisis cromatograficos

Para la especie S. fasciculata se buscoé establecer el perfil cromatografico por CLAR
e identificar los principales compuestos presentes en el extracto organico de la especie, asi
como identificar los principales compuestos volatiles de la droga cruda. Esto con la

finalidad de complementar los estudios previamente realizados en nuestro grupo de trabajo.

6.2.1.1 ldentificacion de los principales compuestos presentes en la

fraccion organica de la infusion de S. fasciculata

Se establecié un método éptimo para la correcta separacion e identificacion de los
principales compuestos presentes en la fraccion organica de la infusion de S. fasciculata
que corresponden a confusarina (39, Tr 13. min), gigantol (2, Tr 14.98 min), efemerantol B
(40, Tg 21.6 min) y batatasina Il (15, Tr 26.3 min), (Figura 21).

Los principales compuestos presentes en la fraccién orgéanica de la infusion
corresponden a los reportados por Estrada (1999) y Déciga-Campos (2007), lo que permite
proponer un método cromatografico por CLAR en fase normal como una herramienta de
gran utilidad para el establecimiento de las pruebas de identidad quimica para la droga

cruda de S. fasciculata. El cromatograma obtenido se muestra en la Figura 22.
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Figura 21. Principales compuestos identificados en la fraccidn organica de la infusion de S.
fasciculata.
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Figura 22. Cromatograma de la fraccion organica obtenida a partir de la infusion de S.
fasciculata. Los compuestos corresponden a: confusarina (39), gigantol (2), efemerantol B
(40) y batatasina 111 (15).
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6.2.1.2 Establecimiento de los compuestos volatiles de S. fasciculata

Los principales compuestos volatiles identificados en las partes aéreas de S.

fasciculata por medio de la técnica de HS-SPME asi como el analisis del aceite escencial,

corresponden a: linalool (49), 6xido de cis-linalol (50). nonanal (51), (E)-6,10-dimetil-5,9-

undecadien-2-ona (52), benzaldehido (53), salicilato de metilo (54), acetofenona (55), p-

ment-1-en-8-ol (56) y formiato de isobornilo (44) (Cuadro 12, Figura 23). La

identificacion de los compestos volatiles de S. faciculata permiti6 complementar las

pruebas de identidad quimica, previamente establecidas en nuestro grupo de trabajo.

Cuadro 12. Compuestos volatiles mayoritarios identificados en las partes aéreas de S.

fasciculata.
IR
Linalol (49) 908
cis-Linaloléxido (50) 847
Nonanal (51) 922
wn
O (E)-6,10-Dimetil-5,9-undecadien-2-ona (52) 919
(2]
éJ Benzaldehido (53) 937
(ED Salicilato de metilo (54) 885
© Acetofenona (55) 960

p-menth-1-en-8-ol (56)

Formiato de isobornilo (44)

Fase solida

Aceite esencial PDMS DVB/CAR/PDMS

6.02
541

4.62
4.16
2.86
141
1.36

% Indice de retencion de los compuestos determinado en una columna DB-5
® Los porcentajes fueron calculados mediante el anélsisi del ABC de los cromatogramas obtenidos para cada analisis

Porcentaje de area”

4.9

25.6

11.63

5.6
6.21
25.48

12.49
1.03
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Figura 23. Principales compuestos volatiles identificados en los pseudobulbos de S.
fasciculata.

6.2.2 Pruebas de identidad botanica

Anatomia de S. fasciculata

El establecimiento de las pruebas de identidad boténica de la especie S. fasciculata
fue otro de los objetivos de este proyecto, con la finalidad de complementar las pruebas de
calidad (identidad). Las principales caracteristicas histologicas de los pseudobulbos de esta

orquidea se describen a continuacion.
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Caracterizacion anatomica e histologica de los pseudobulbos de S. fasciculata

El pseudobulbo presenta una cuticula engrosada con gran contenido de lipidos, de
un grosor aproximado a 10 um. Epidermis con células isodiamétricas de diferentes
tamafios. Cértex con células parenquimaticas de paredes delgadas y espacios intercelulares.
Cristales tipo rafidios en células de parénquima. Haces vasculares colaterales (floema
abaxial y xilema adaxial) dispersos. Elementos de vasos con punteaduras. Fibras

acompafantes del floema con paredes engrosadas. lIdioblastos (estegmatos conicos)

rodeando a los haces vasculares (Figura 24).

Figura 24. Micrografias de pseudobulbo de S. fasciculata bajo diferentes técnicas de
tincion. A corte transversal (barra de escala 100 p), cuticula engrosada con contenido
lipidico. B corte transversal (barra de escala 200 ), epidermis (e), cortex (co). C (barra de
escala 40 p), rafidios (ra). D (barra de escala 300 u), haces vasculares (hv). E (barra de
escala 100 p), haz vascular (hv) rodeado por idioblastos (i). F (barra de escala 100 p)
elemento de vaso (v) con punteaduras. G (barra de escala 40 p), idioblastos (i). H (barra de
escala 100 ), idioblastos (i).
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6.2.3 Mapa de distribucion

Mapa de distribucion potencial

En el presente trabajo se establecié también un mapa de distribucion potencial de S.
fasciculata mediante una base de datos de 130 registros, los cuales se obtuvieron de la
consulta de herbarios (MEXU y AMO) y bases electrdnicas de acceso publico. Los
resultados muestran una distribucion restringida a los estados de Veracruz, Oaxaca Yy
Chiapas lo cual coincide con las caracteristicas de habito de esta planta que es epifita de los
arboles de sombra en los cafetales, entre ellos la especie Inga vera; asi como zonas de
distribucion potencial en regiones altas de Colima, Guerrero y Michoacan.

En el mapa (Figura 25) podemos observar que los puntos verdes corresponden a los
registros de ejemplar de herbario con coordenadas verificadas. Las zonas marcadas en color
rojo corresponden a las areas de distribucion potencial para la especie, las cuales cuentan

con caracteristicas bidticas y abioticas similares a aquellas donde se registra su presencia.
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Kilémetros
800

Figura 25. Mapa de distribucion potencial (Maxent, ABC=0.984) para S. fasciculata. Los
puntos verdes corresponden a los registros de presencia de la especie con coordenadas
verificadas. Las zonas marcadas en color rojo corresponden a las areas de distribucion
potencial para la especie, con base en sus caracteristicas bioticas y abidticas.
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7. Conclusiones

7. CONCLUSIONES

%) En el presente trabajo se logrd el establecimiento de pruebas selectas de calidad,
eficacia y seguridad de la orquidea medicinal C. macrobulbon.

%) Mediante la aplicacion de técnicas cromatogréaficas, espectroscopicas Yy
espectrométricas se logré el establecimiento de las pruebas de identidad quimica del
extracto organico y la fraccion organica de la infusion de la especie de C. macrobulbon.

%) Los compuestos mayoritarios presentes en el extracto organico son: n-hexacosil-
trans-p-cumarato, n-octacosil-trans-p-cumarato, y n-triacontil-trans-p-cumarato (33-35),
alcohol 4-metoxi-bencilico (36), alcohol 4-metoxi-bencilico (37), 5,7-trimetoxi-9,10-
dihidrofenantren-2,6-diol (38), confusarina (39), gigantol (2), batatasina Il (15) y
efemerantol B (40).

%) Se logro el establecimiento y validacion de un método analitico por CLAR, que
resulté valido en términos de linealidad, precision y exactitud. De modo tal que serd una
herramienta de gran utilidad en el control de calidad de la especie C. macrobulbon vendida
en mercados del Distrito Federal.

@ La presencia de estilbenoides como el gigantol (2), efemerantol B (40), batatasina
11 (15) y compuestos volatiles como el eucalipto (41), con actividad antinociceptiva
demostrada, pueden ser los responsables de la actividad para contrarrestar los sintomas del
“mal de orin”.

@ Se describieron por vez primera las caracteristicas anatomicas e histologicas de los
pseudobulbos de C. macrobulbon, reconociendo la presencia de células epidérmicas

crenadas, lo cual constituye el primer reporte de este tipo celular en orquideas.
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7. Conclusiones

%) Mediante técnicas moleculares actuales se logré el reconocimiento del material
vegetal de campo y de mercado como perteneciente a la especie C. macrobulbon.

%) Se establecié que la distribucion potencial de C. macrobulbon es amplia, lo cual
aunado a su facil propagacion, permitiria el uso de esta orquidea con fines medicinales sin
poner en riesgo las poblaciones silvestres, siempre y cuando se lleve a cabo un correcto
manejo.

%) Se establecido la seguridad preclinica de las especies C. macrobulbon y S.
fasciculata, dado que ambas son inocuas segun el método de Lorke.

%) Se logré complementar las pruebas de identidad quimica de S. fasciculata, asi como
la descripcion de sus caracteristicas anatomicas e histolégicas y su mapa de distribucion
potencial, lo cual permitira la integracion de un documento tipo farmacopeico de esta
orquidea medicinal.

o Bajo la premisa de la importancia de atender a las recomendaciones de la OMS a los
paises en vias de desarrollo, acerca de las plantas medicinales utilizadas en sus sistemas de
medicina tradicional, el presente trabajo representa una contribucion muy importante al
establecimiento de los parametros de identidad, eficacia y seguridad preclinicos de dos
especies de orquideas medicinales utilizadas e incluso expendidas en nuestro pais para

atender diversas afecciones.
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ANEXO Il

rbcL

>Cyrtopodium_macrobulbon_Morales_3 (CM-2)
AAGCGTTGGATTTAAAGCTGGTGTTAAAGATTACAAATTGACTTATTATACTCC
TGACTACGAAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCA
ACCAGGAGTTCCGCCCGAAGAAGCGGGGGCTGCGGTAGCAGCCGAATCTTCTA
CTGGTACATGGACAACTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACA
AAGGACGATGCTACCACATCGAGGCCGTTGTTGGGGAGGAAAATCAATATATT
GCTTATGTAGCTTATCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGT
TTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGTTTCAAAGCCCTGCGAGCTCTACGTCT
GGAAGATCTGCGAATTCCCACTTCTTATTCCAAAACTTTCCAAGGTCCGCCTCA
TGGCATCCAAGTTGAAAGAGATAAATTGAACAAGTACGGTCGTCCCTTATTGG
GATGTACTATTAAACCAAAATTGGGATTATCCGCAAAAAACTATGGTAGAGCG
GTTTATGAATGTCTAC

>Cyrtopodium_macrobulbon_Figueroa_sn (CM-1)
AAGCGTTGGATTTAAAGCTGGTGTTAAAGATTACAAATTGACTTATTATACTCC
TGACTACGAAACCAAAGATACTGATATCTTGGCAGCATTCCGAGTAACTCCTCA
ACCAGGAGTTCCGCCCGAAGAAGCGGGGGCTGCGGTAGCAGCCGAATCTTCTA
CTGGTACATGGACAACTGTGTGGACTGATGGACTTACCAGTCTTGATCGTTACA
AAGGAGGATGCTACCACATCGAGGCCGTTGTTGGGGAGGAAAATCAATATATT
GCTTATGTAGCTTATCCTTTAGACCTTTTTGAAGAAGGTTCTGTTACTAACATGT
TTACTTCCATTGTGGGTAATGTATTTGGTTTCAAAGCCCTGCGAGCTCTACGTCT
GGAAGATCTGCGAATTCCCACTTCTTATTCCAAAACTTTCCAAGGTCCGCCTCA
TGGCATCCAAGTTGAAAGAGATAAATTGAACAAGTACGGTCGTCCCTTATTGG
GATGTACTATTAAACCAAAATTGGGATTATCCGCAAAAAACTATGGTA

matK

>Cyrtopodium_macrobulbon_Morales_3 (CM-2)
TATCATTTCATAACACAAGAAGTGCCTCCCTTTTTTGATTACAGTATAAATGTA
TTTAAATGGCAGAATTACAAGTATATTTAGATTTAAAAAAGATAGATTTTGTCA
ACAAAACTTCCTCTATCCGCTACTCCTTCAGGAGTATATTTACTCACTTGCTCAT
TATCATAGCTTCAATAGTTTGATTTTTTATGAACCTGTGGAAATTATCGATTATG
ACAATAAATCTAGTTTAGTACTTGTGAAACGTTTAATTACTCGAATGTATCAAC
AGAAATATTTGATTTCTTCGGTGAATGATTTTAACAAAAATGGATTTTGGGGTC
ACAAGAATTCTTTTTCTTCTCATTTTTCTTATAAAATGGTATCAGAAGGTTTTGG
AGTCATTCTGGAAATTCCATTCTCATCGCGATTAGTATCTTCCCTTGAAGAAAA
AAGAATACCAAAATATCAGAATTTACGATCTATTCATTCAATCTTTCCCTTTTTA
GAGGATAAATTATCACATTTAAATTATGTGTCAGATCTACTAATACCCTATCCC
ATCCACCTGGAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATGCTGGATCAAAGATGTTCCT
TCTTTGCATTTCTTGCGATTGTTTTTCCACGAATCTCCTAATTTGAATAATCTCA
TTATTTCAAATAAATCTATTTACGTCTTTTCAAAAAGAAACAAAAAATTCTTTT
GGTTCCTACATAATTCTTATGTATATGAATTCGAATATCTATTCCTGTTTATTCG
TAAACAGTCTTCTTATTTACGATCAATATCTTCTGGAGTATTTCTTGAGCGAAC
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ACATTTCTATGAAAAAATAGAATATCTTATAGTCGTGTGTTGTAATTCTTTTCA
GAGGATCCTATGGTTCCTCAAAGATACTTTCATACATTATGTTCGATATCAAGG
AAAAGCGATTTTGGCTTCAAAAGGAACTCTTATTCTGATGAAGAAATGGAAAT
TTCATCTTGTAAATTTTTGGCAATCTTATTTTCACTTTTGGTTTCAACCTTATAA
GATCCATATAAAACAATTACCTAACTATTCCTTCTCTTTTCTGGGGTATTTTTCA
AGTGTACTAAAAAACCCTTTGGTAGTAAGAAATCAAATGCTAGAGAATTCATT
TCTAATAAATACTCTGACTAGGAAATTATATAACATAGTCCCAGTTATTTCTCT
TATTGGATCATTGTCGAAAGCTAAATTTTGTACTGTATTGGGTCATCCTATTAGT
AAACCGATCTGGACCGATTTATCGGATTCTGATATTCTTGATCGATTTTGTCGG
ATATGTAGAAATCTTTGTCGTTATCACAGCGGATCCTCAAAGAAGCAGGTTTTG
TATCGTATAAAGTATATACTTCGACTTTCGTGTGCTAGAACTTTGGCTCGTAAA
CATAAAAGTACAGTACGAACTTTTATGCGAAGATTAGGTTCGGGATTCTTAGA
AGAATTTTTTTTGGAAAAAGAACAATCTCTTTCTTTAATCTTCCTCCAAAAAAT
CCCTTTTATTTTACACGGATTACATAGAGAACATATTTGGTATTTGGACATTATC
CGTATCAATGATCTGGTGGATCATTCATGATACTTTTTCATTTTCATGAAAAAA
AAAAAGATTCATGAATTTATATTCTGAAATGCTCATATATCATCATATTTGTGG
TGAGATTGTCAAAATTCTTAGACTTTCTTCTCGATATATATGTAATTCTTTTTTA
TTTTTGATTGATATATACATAGGGAAAGCCGTGTGCAATGAAAACTGCAAGCA
CGGTTTGGGGAGAGATCTTTTCTT

>Cyrtopodium_macrobulbon_Figueroa_sn (CM-1)
TATCATTTCATAACACAAGAAGTGCCTCCCTTTTTTGATTACAGTATAAATGTA
TTTAAATGGCAGAATTACAAGTATATTTAGATTTAAAAAAGATAGATTTTGTCA
ACAAAACTTCCTCTATCCGCTACTCCTTCAGGAGTATATTTACTCACTTGCTCAT
TATCATAGCTTCAATAGTTTGATTTTTTATGAACCTGTGGAAATTATCGATTATG
ACAATAAATCTAGTTTAGTACTTGTGAAACGTTTAATTACTCGAATGTATCAAC
AGAAATATTTGATTTCTTCGGTGAATGATTTTAACAAAAATGGATTTTGGGGTC
ACAAGAATTCTTTTTCTTCTCATTTTTCTTATAAAATGGTATCAGAAGGTTTTGG
AGTCATTCTGGAAATTCCATTCTCATCGCGATTAGTATCTTCCCTTGAAGAAAA
AAGAATACCAAAATATCAGAATTTACGATCTATTCATTCAATCTTTCCCTTTTTA
GAGGATAAATTATCACATTTAAATTATGTGTCAGATCTACTAATACCCTATCCC
ATCCACCTGGAAATCTTGGTTCAAATCCTTCAATGCTGGATCAAAGATGTTCCT
TCTTTGCATTTCTTGCGATTGTTTTTCCACGAATCTCCTAATTTGAATAATCTCA
TTATTTCAAATAAATCTATTTACGTCTTTTCAAAAAGAAACAAAAAATTCTTTT
GGTTCCTACATAATTCTTATGTATATGAATTCGAATATCTATTCCTGTTTATTCG
TAAACAGTCTTCTTATTTACGATCAATATCTTCTGGAGTATTTCTTGAGCGAAC
ACATTTCTATGAAAAAATAGAATATCTTATAGTCGTGTGTTGTAATTCTTTTCA
GAGGATCCTATGGTTCCTCAAAGATACTTTCATACATTATGTTCGATATCAAGG
AAAAGCGATTTTGGCTTCAAAAGGAACTCTTATTCTGATGAAGAAATGGAAAT
TTCATCTTGTAAATTTTTGGCAATCTTATTTTCACTTTTGGTTTCAACCTTATAA
GATCCATATAAAACAATTACCTAACTATTCCTTCTCTTTTCTGGGGTATTTTTCA
AGTGTACTAAAAAACCCTTTGGTAGTAAGAAATCAAATGCTAGAGAATTCATT
TCTAATAAATACTCTGACTAGGAAATTATATAACATAGTCCCAGTTATTTCTCT
TATTGGATCATTGTCGAAAGCTAAATTTTGTACTGTATTGGGTCATCCTATTAGT
AAACCGATCTGGACCGATTTATCGGATTCTGATATTCTTGATCGATTTTGTCGG
ATATGTAGAAATCTTTGTCGTTATCACAGCGGATCCTCAAAGAAGCAGGTTTTG
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TATCGTATAAAGTATATACTTCGACTTTCGTGTGCTAGAACTTTGGCTCGTAAA
CATAAAAGTACAGTACGAACTTTTATGCGAAGATTAGGTTCGGGATTCTTAGA
AGAATTTTTTTTGGAAAAAGAACAATCTCTTTCTTTAATCTTCCTCCAAAAAAT
CCCTTTTATTTTACACGGATTACATAGAGAACATATTTGGTATTTGGACATTATC
CGTATCAATGATCTGGTGGATCATTCATGATACTTTTTCATTTTCATGAAAAAA
AAAAAAGATTCATGAATTTATATTTTCTGAAATGCTCATATATCATCATATTTG
TGGTGGAGATTGTCAAAATTCTTAGACTTTCTTCTCGATATATATGTAATTCTTT
TTTATTTTTGATTGATATATACATAGGGAAAGCCGTGTGCAATGAAAACTGCAA
GCACGGTTTGGGGAGAGATCTTTTCTT
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Chemical composition, potential toxicity, and quality control procedures of the crude drug
of Cyrtopodium macrobulbon.

122



Journal of Ethnopharmacology 154 (2014) 790-797

Journal of Ethnopharmacology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jep

Contents lists available at ScienceDirect

Chemical composition, potential toxicity, and quality control @CwssMark
procedures of the crude drug of Cyrtopodium macrobulbon™

Viridiana Morales-Sanchez ?, Isabel Rivero-Cruz ?, Guillermo Laguna-Hernandez ",
Gerardo Salazar-Chavez ¢, Rachel Mata **

@ Departamento de Farmacia, Facultad de Quimica, Mexico City 04510, Mexico
b Departamento de Ecologia y Recursos Naturales, Facultad de Ciencias, Mexico City 04510, Mexico
¢ Instituto de Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México, Mexico City 04510, Mexico

ARTICLE INFO

Article history:

Received 4 March 2014
Received in revised form

5 May 2014

Accepted 5 May 2014
Available online 10 May 2014

Keywords:

Cyrtopodium macrobulbon
Orchideaceae
Antinociceptive
Ephemeranthol B
Crenate cells

ABSTRACT

Ethnopharmacological relevance: Cyrtopodium macrobulbon (“cafiaveral”) has been long used in Mexican
traditional medicine for the treatment of painful urinary ailments (“mal de orin”) in men. This study was
conducted (i) to establish the potential acute toxicity and the antinociceptive activity of some
preparations of Cyrtopodium macrobulbon, in order to demonstrate its preclinical efficacy for treating
symptoms of “mal de orin”; and (ii) to determine the chemical composition and quality control
parameters of this medicinal orchid.
Materials and methods: The antinociceptive effect was assessed using the acetic acid-induced writhing
and the hot-plate tests. Investigation of the acute toxicity was accomplished by the Lorke method. The
organic extract (OE) was subjected to conventional phytochemical study using chromatographic
conventional procedures. The volatile components profile of the species was accomplished via GC-MS
analysis of HS-SPME-adsorbed compounds. Furthermore, an HPLC method to quantify ephemeranthol B
(10) was developed and validated according to the International Conference on Harmonization Guide-
lines. Microscopic anatomy studies were performed using light and scanning electron microscopies.
Finally, a potential distribution map was generated using the MaxEnt modeling method.
Results: AE and OE were not toxic to mice since the LDso was higher than 5000 mg/kg. OE was only active
in the acetic acid-induced writhing assay at the doses of 100 and 316 mg/kg. Conventional phytochemical
analysis of OE led to the isolation and characterization of n-hexacosyl-trans-p-coumarate (1),
n-octacosyl-trans-p-coumarate (2), n-triacontyl-trans-p-coumarate (3), 4-methoxy-benzyl alcohol (4),
4-hydroxybenzaldehyde (5), 1,5,7-trimethoxy-9,10-dihydrophenanthrene-2,6-diol (6), confusarin (7),
gigantol (8), batatasin III (9), and ephemeranthol B (10). The major volatile components identified by
HS-SPME analysis were 6,10,14-trimethyl-2-pentadecanone, eucalyptol (11), and isobornyl formate. An
HPLC analytical method for the quantification of compound 10 in the plant was developed and fully
validated for selectivity, accuracy, and precision. The microscopic studies revealed that the epidermal
tissue displayed a layer of enlarged, crenate and cell thin-walled cells with a thickened cuticle; these cells
are described for first time for this species. The potential distribution map generated revealed that this
species is widespread in Mexico from Sinaloa to Merida states.
Conclusions: The results of the pharmacological studies tend to support the traditional use of
Cyrtopodium macrobulbon for “mal de orin”; the presence of compounds 8, 9, and 11 with known
antinociceptive activity might be related with the pharmacological effect demonstrated. The HPLC and
microscopic analyses developed in this work will be valuable tools for quality control purposes for
this plant.

© 2014 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

The Orchidaceae family is one of the most important among
the angiosperms with near to 25,000 species (Chase, 2005). Recent

“This paper is taken in part from the Ph.D. thesis of Morales-Sanchez.
* Corresponding author. Tel.: +52 55 5622 5289; fax: 452 55 5622 5329.
E-mail address: rachel@unam.mx (R. Mata).

ethnopharmacological reports have shown that orchids are
used around the world for treating different illnesses (Bulpitt,

http://dx.doi.org/10.1016/j.jep.2014.05.006
0378-8741/© 2014 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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2005; Bulpitt et al., 2007; Kong et al., 2003; Pérez, 2010; Singh
et al, 2012). The most relevant active compounds identified in
these species belong to the stilbenoids, alkaloids, and flavonoids
categories (Kong et al., 2003; Kovacs et al., 2008; Singh et al., 2012;
inter alia).

Mexico shelters about 1260 species (Hagsater et al., 2005) many
of which are used medicinally since Pre-Hispanic times, nevertheless
only nine have been subjected to pharmacological and chemical
studies (Déciga-Campos et al., 2007; Estrada et al,, 1999a; Estrada et
al., 1999b; Estrada et al., 1999c; Pérez and Solis, 2009; Vergara-Galicia
et al., 2009; inter alia). The pseudobulbs of Cyrtopodium macrobulbon
Lindley, known with the common names of ch’itku’'uk (Yucatan),
chocolpextle (Oaxaca), and cafaveral (central region) (Arellano et al.,
2003; Martinez, 1979), are employed medicinally in several regions
of Mexico. Thus, in Morelos (Monroy-Ortiz et al., 2013) and Yucatan,
they are topically applied for the treatment of abscesses and as a
balsamic agent (Arellano et al., 2003). In Mexico City, they are
commercialized in the famous Sonora Market, the most important
supplier of medicinal plants in the city, and in the store “Las Plantas
Medicinales de América” for treating painful urinary ailments in men
(“mal de orin”). In their widespread study about the Tzeltales from
Chiapas, Berlin et al. (1974) reported the use of the plant for treating
the “cakal”, a painful illness that affect the wing back. In addition, the
gum extracted from the pseudobulbs is used as an adhesive for
bookbinding and handicraft (Garcia-Pefia and Pefia, 1981).

In this scenario, the present work was initially undertaken to
establish the potential acute toxicity and the antinociceptive
activity of Cyrtopodium macrobulbon, in order to provide pharma-
cological basis for its use for treating “mal de orin”. A second major
goal was to establish identity (botanical and chemical) and
composition parameters useful for quality control of the crude
drug of the plant. Altogether, the results will provide the founda-
tion for the rational use of this popular orchid.

2. Materials and methods
2.1. Plant material

The pseudobulbs of Cyrtopodium macrobulbon (CM-1) were
collected in Acahuizotla, Guerrero, Mexico in March 2011. Authen-
ticated vouchers of the plant were deposited in the Herbario
Nacional de México, Instituto de Biologia, UNAM (MEXU 1372213,
1372214 and 1372215). Two additional commercial samples were
purchased at the Sonora Market (CM-2, MEXU 1372212) and the
store “Las plantas Medicinales de América” (CM-3) both in Mexico
City, in April 2011, both samples were characterized by G.A.
Salazar. CM-3 was purchased grounded.

2.2. Microscopic anatomy studies

2.2.1. Light microscopy

Fresh fragments of pseudobulbs (CM-1—-CM-3) were fixed in
FAA (5% formalin, 5% acetic acid, 50% alcohol) for at least 24 h
(Lopez-Curto et al., 2005), dehydrated and included in Paraplast®™
cubes. Transverse sections (12 pm thick) were obtained with an
American Optical 829 rotary microtome and were stained with
Johansen's quadruple technique (Johansen, 1940). Stained sections
were mounted within synthetic resin. Fresh sections were also
stained with naphthol blue black. Observations were made with
an Olympus BX51 (Japan) photomicroscope and photomicrographs
were taken using the Image Pro Plus version 6.1 Program plugged
to an Evolution®™ LC Kit 5.0 camera.

2.2.2. Scanning electron microscopy

Tissue blocks of pseudobulbs (CM-1-CM-3) were cut and
dehydrated with ethanol (30 to 100%) series, washed with 100%
ethanol, critical point dried, sputter-coated, and finally examined
in a JEOL JSM-35C SEM microscope (Loza-Cornejo and Terrazas,
2003).

2.3. Phytochemical studies

2.3.1. General procedures

Electron impact (EI) mass spectra (IMS) were obtained on a JEOL
SX 102 mass spectrometer. Open column chromatography: Silica
gel 60 (0.063-0.200 mm), 70-230 mesh (Merck). TLC analyses
were carried out on silica gel 60 F»s4 plates (Merck) using a ceric
sulfate solution in H,SO4 (10%, p/v) as color reagent. HPLC analyses
were performed on a Waters 2487 liquid chromatographic system
consisting of a quaternary pump with a degasser, manual injector
(loop, 20 pl), UV/vis dual detector (2487), and Empower 2 software
for data acquisition (Milford, Massachusetts, USA). All analyses
were carried out on Nova-Pak HR 7 pm silica (3.9 x 300 mm?)
column. The detector wavelength was set at 280 nm. Manual
SPME fiber holder and coated fibers were purchased from Supelco
(Bellefonte, Pennsylvania, USA).

2.3.2. Isolation of major compounds

Fifteen kg of fresh material (CM-2) were dried in a controlled
temperature (35 °C) oven to yield 900 g of crude drug. The dried
material was fragmented in a Wiley mill model 4 and macerated
with CH,Cl;, (13 L x 2) for 15 d. The resulting extract was concen-
trated under reduced pressure to afford a brownish residue (15 g;
OE). Ten grams of this material was subjected to open-column
chromatography on silica gel (200 g), eluting with gradients of
Hex-AcOEt (100:0—0:100) and AcOEt-MeOH (100:0—50:50) to
yield 12 primary fractions (F;-F;;). From F;, (1.8 g), eluted with
Hex-AcOEt (95:5), 80 mg of n-alkyl-trans-p-coumaric acid esters
derivatives were isolated and identified; the mixture was com-
posed by n-hexacosyl-trans-p-coumarate, n-octacosyl-trans-p-cou-
marate, and n-triacontyl-trans-p-coumarate (1-—3) in a ratio of
1:2:1 according to the MS analysis (Jinfeng and Xiaozhang, 2000;
Shu et al., 2004). From F,4 eluted with Hex-AcOEt (90:10) 10 mg of
4-methoxy-benzyl alcohol (4) were isolated (Machado et al.,
2008). HPLC analysis of Fg [2.7 g; Hex-AcOEt (90:10)]; using a
Nova-Pak HR silica column and a gradient elution consisting of
Hex (A) and AcOEt (B); 0 min (20% B), 30 min (25% B), afforded
4-hydroxybenzaldehyde [5 (Jeoung-Hee et al, 2000); 32 mg;
Rr: 18.5 min] and 1,5,7-trimethoxy-9,10-dihydrophenanthrene-2,
6-diol [6 (Hernandez-Romero et al., 2004); 32 mg; Ry: 20.9 min].
Extensive TLC [Hex-CH,Cl,-MeOH (50:50:0.5)] of F; [100 mg;
Hex-AcOEt (87:13)] yielded 54 mg of confusarin (7) (Majumder
and Kar, 1987). From Fg, 25 mg of gigantol (8) were isolated
as an oily residue (R: 0.47) using the same TLC conditions.
TLC of fraction Fg [30 mg; Hex-AcOEt (85:15)] afforded a glassy
solid (batatasin III (9); Ry 0.40; 7.5 mg). Compounds 8 and 9 were
compared with authentic samples previously obtained from
Nidema boothii (Hernandez-Romero et al., 2004). Finally, from F;o
[1.4 g; Hex-AcOEt (80:20)], 50 mg of ephemeranthol B (10; m.p.
189 °C) were obtained by means of TLC [Hex-CH,Cl,-MeOH
(50:50:0.5)] (Kazuko et al., 2012). The structures of the isolates
are depicted in Fig. 1.

The aqueous extract (AE) of Cyrtopodium macrobulbon (CM-2)
was prepared from dry powdered plant material (80 g) using 1 L of
boiling water during 30 min. After filtration, the infusion was
evaporated to dryness under reduced pressure to give 2.0 g of a
pale brown solid residue.
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n-hexacosyl-trans-p-coumarate (1) n =23
n-octacosyl-trans-p-coumarate (2) n=25
n-triacontyl-trans-p-coumarate (3) n =27

OCHg

e lat

HO  OCHj

1,5,7-trimethoxy-9,10-dihydrophenanthrene-2,6-diol (6)

HO

H3CO

gigantol (8)

Ry

Rz

4-methoxy-benzyl alcohol (4) Ry = CH,OH; R, = OCHj3
4-hydroxybenzaldehyde (5) R;=OH; R, = CHO

confusarin (7)

R; = OCH3
ephemeranthol B (10) R;=H

e
Ry

R; = OCHg; R, = OH

batatasin Il (9) Ry =OH; R, =H

Fig. 1. Secondary metabolites isolated from the organic extract of Cyrtopodium macrobulbon.

2.3.3. Quantification of ephemeranhtol B (10) in the crude drug
2.3.3.1. Preparation of samples. Determinations were performed
using ground dried orchid samples (2.5g, CM-2) extracted with
36 mL of CH,Cl,. After three separate extractions, the resulting
extracts were dried over anhydrous Na,SO,, filtered and evaporated
to dryness under reduced pressure to yield ~42 mg of crude dried
extract. Then, 0.2 mg of the dried organic extract were dissolved in
2ml of CH,Cl,-MeOH (9:1) and filtered through Acrodisc® nylon
membrane (045 pm) prior to HPLC analysis. The stock standard
solution for the calibration curves of ephemeranthol B (10) were
prepared by stepwise dilution of the stock solution with CH,Cl,-
MeOH (90:10) at five concentration levels within the range of 25 to
500 pig/ml.

2.3.3.2. HPLC conditions. Several flow rates, modifiers and binary
solvent systems in either isocratic or gradient mode were experi-
mented with to compare the separation efficiency of the major
components of OE. After a number of trials, a mobile phase
composed by Hex-AcOEt was found to be the best. The flow rate
and the injection volume were 0.6 mL/min and 20 pl, respectively.
Elution was carried out using the gradient between Hex (A) and
AcOEt (B): 0 min (20% B); 30 min (15% B). The column was equili-
brated during 20 min at the starting conditions before each injection.
The detection was monitored at 280 nm.

2.3.3.3. Validation. The developed HPLC method was validated in
terms of precision, accuracy, and linearity according to International
Conference on Harmonization Guidelines (ICH, 2005). Standard
calibration curves for quantifying ephemeranthol B (10) were
obtained by plotting concentration (pg/ml) against the area under
the curve (AUC). The linearity of these curves was evaluated by least
squares fit and the correlation coefficient using the software
Origin 8.0 (Origin Laboratory, Massachusetts, USA). The lowest con-
centration solution was diluted with CH,Cl,-MeOH (90:10) to a series
of appropriate concentrations for determination of the limit of
detection (LOD) and limit of quantification (LOQ) at a signal-to-
noise ratio (S/N) of 3 and 10, respectively (ICH, 2005). A recovery

test was used to evaluate the accuracy of the method. Briefly, the
sample matrix was spiked with known concentrations of ephe-
meranthol B (10) and then, the recovery was assessed. In order to
evaluate the linearity, three calibration curves correlating recovery
concentrations versus added concentrations of the standards were
constructed. Each sample was analyzed six times (ICH, 2005).

Precision was determined by analyzing six replicated injections
of the standard reference of ephemeranthol B (10) in one and two
different days to define intra- and inter-day precision, respectively.
For repeatability of the assay, six identical samples were analyzed
according to the method described. The relative standard devia-
tion (RSD) was calculated for each determination and taken as a
measure of precision and repeatability (ICH, 2005).

2.3.4. HS-SPME

2.3.4.1. Headspace solid-phase microextraction (HS-SPME). Volatile
constituents of Cyrtopodium macrobulbon (CM-2) were identified using
solid-phase microextraction (SPME) system (Rubiolo et al., 2006;
Yousif et al.,, 2000). One centimeter long coated fibers [carboxen/poly-
dimethylsiloxane ~ (CAR/PDMS), carboxen/divinylbenzene/polydi-
methylsiloxane (CAR/DVB/PDMS) and polydimethylsiloxane (PDMS)
(100 pm; Supelco Technology, St. Louis, Missouri, USA)], were used for
this analysis as complementary for determining the principal light
volatile components of the plant. The fibers were conditioned in a GC
injection port at 250 °C for 2 h, prior to use. The extraction procedure
was conducted as follows: the sample phases containing 50 mg of
dried material, 75 mg of NaCl, and 5 ml of distilled water were placed
on suitable vials; then, the needles of the SPME device were pierced
through the septum of the vials to the headspace during 40 min at
40 °C for obtaining the sample. Once the equilibrium was reached, the
fibers were withdrawn into the needle and transferred to the injection
port of the GC. The needle of the SPME device penetrated the septum
of the GC inlet and the fibers exposed for subsequent chromatographic
analysis using an Agilent 6890N series gas chromatograph equipped
with a LECO MS-TOF instrument (Agilent Technology). After sampling,
the SPME fiber was directly inserted into the GC injector port and the
fiber thermally desorbed. A desorption time of 2 min at 250 °C was
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used. Before GC-MS analysis, the fiber was conditioned in the injector
of the GC system, according to the instructions provided by the
manufacturer. All samples were analyzed by triplicate and the
relative proportions of individual components adsorbed to the fibers
under these conditions was calculated based on the total ion
chromatogram (TIC) peak areas as a percentage of the sum of all
peak areas.

2.3.4.2. GC-MS analysis. Analyses by GC-MS were carried out in an
Agilent 6890 N series gas chromatograph equipped with a LECO time-
of-flight mass spectrometer detector (MS-TOF; Agilent Technology,
Palo Alto, California, USA). Compounds were separated on a 5%
diphenyl-95% dimethyl polysiloxane (10 m x 0.18 mm, film thick-
ness 0.18 pm) capillary column (Bellefonte, Pennsylvania, USA). The
oven temperature was set at 40 to 260 °C at 4 °C/min, held for 20 min,
and finally rose to 340 °C at 4 °C/min for 20 min isothermally. Helium
was used as the carrier gas at a flow rate of 1 ml/min. Diluted samples
was injected (2 pl) in the split mode (ratio 1:20). The ionization
electron energy was 70eV and the mass range scanned was
40-400 m/z. Injector and MS transfer line temperatures were set
at 200 and 300 °C, respectively. Compounds were identified by
comparing the retention times of the chromatographic peaks with
those of authentic compounds run under the same conditions; by
co-injection of the sample with a solution containing the homologous
series of n-alkanes (Cg-Cy) in order to establish the retention indexes
(Kovats indexes); and by comparing their MS fragmentation patterns
with those of pure compounds, the spectral database of the National
Institute of Standards and Technology (NIST) MS or from literature
data (Adams, 2007). All determinations were performed by triplicate.

2.4. GIS and niche modeling

A map of Cyrtopodium macrobulbon potential distribution was
assembled from a database of 92 verified herbarium records
taxonomically georeferenced. The information was obtained
mainly from the two major collections of Mexican Orchidaceae,
namely the herbaria AMO and MEXU (acronyms according to
Index  Herbariorum;  http://unibio.unam.mx/collections/speci
mens/urn/), plus additional records from Unidad de Informatica
de la Biodiversidad, Instituto de Biologia, UNAM (http://unibio.
ibiologia.unam.mx), the Red Mundial de Informacién sobre Biodi-
versidad, Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiver4sidad (http://www.conabio.gob.mx/) and the Tropicos
portal of the Missouri Botanical Garden (http://www.tropicos.
org/). The Maximum Entropy modeling method, as implemented
in the software MaxEnt version 3.3.1 available at http://www.cs.
princeton.edu/~schapire/maxent, was used to develop models of
habitat suitability for the species (Phillips et al.,, 2006). The
environmental variable layers used consisted of four topographic
data (U.S. Geological Survey; http://edcdaac.usgs.gov/gtopo30/
hydro) and 19 bioclimatic parameters (including precipitation
and temperature variables) with an spatial resolution of 30 arc sec
(~1km?) form WorldClim (Hijmans et al., 2005). Model perfor-
mance was assessed by means of the Receiver Operating Char-
acteristic (ROC; Phillips et al., 2006).

2.5. Bioassays

2.5.1. Animals

ICR male mice (20—25 g) were purchased from Centro UNAM-
Harlan (Harlan Mexico, S.A. de C.V.). All animals were randomly
housed in a climate-and light-controlled room with a 12 h light/
dark cycle and maintained on standard pellet diet and clean water
ad libitum. Twelve hours prior to performing the experiments, the
animals were food withheld and had free access to drinking water.

After the experiments, all animals were sacrificed in a CO,
chamber.

2.5.2. Ethical aspects

All experimental procedures involving animals and their care
were conducted in conformity with the Mexican Official Norm for
Animal Care and Handing (NOM-062-Z00-1999) and in compli-
ance with the international rules on care and use of laboratory
animals. All efforts were made to minimize the number of animals
used (n=6) as well as any discomfort (Zimmerman, 1983).

2.5.3. Drugs and treatments

Morphine (MOR) and metamizol (MET) used as central and
peripheral analgesic agents, respectively, were prepared in vehicle
(2% Tween-80™ in saline solution; 10 ml/kg) and administered to
mice at 5 and 100 mg/kg intraperitonally (i.p). The vehicle at the
same volume was administered orally to the control groups. The
aqueous (AE) and organic (OE) extracts (31.6, 100, and 316 mg/kg
body weight) of Cyrtopodium macrobulbon (CM-2) were suspended
in vehicle for administration to mice.

2.54. Acute toxicity test

Mice were divided into control and test groups (n=3) and
treated in two phases. In the first, test groups received intragastric
doses of 10, 100, and 1000 mg/kg body weight of AE and OE. In the
second, the animals received doses of 1600, 2900, and 5000 mg/kg
body weight, according to the Lorke method (1983). The control
group received the vehicle. In each phase, mice were observed
daily during 14 days for mortality, toxic effects and/or changes in
behavioral pattern. At the end of the each phase the animals were
sacrificed in a CO, chamber and the main organs were compared
versus those of the control group (Lorke, 1983).

2.5.5. Antinociceptive activity

2.5.5.1. Acetic acid-induced writhing test. The peripheral antinoci-
ceptive activity of AE and OE was studied by acetic acid-induced
writhing test according to previously described protocols. Briefly,
mice were divided into control, reference drug and test groups
(n=6). After 30 min of oral administration of the treatments or
vehicle, each mouse received acetic acid (0.6%; i.p). The reference
drug was administered 15 min before injection of acetic acid.
Writhings (abdominal contraction, elongation of body, and exten-
sion of the hind limb) were counted cumulatively during 30 min
(Al-Chaera and Traubb, 2002; Arendt-Nielsen and Chen, 2003).

2.5.5.2. Hot-plate test. The hot-plate test was performed using a
conventional thermal apparatus (Le 7406, Panlab Technology
Bioresearch). Mice were placed into an acrylic cylinder on the
heated surface (55.5 4+ 0.2 °C); the time between placements of a
mouse in the platform and shaking/licking of the paws or jumping
was recorded as the latency period. Mice were treated by oral
administration with vehicle, samples (AE and OE) or the reference
drug (MOR) 30 min before the thermal noxious stimuli and
the latency period was recorded at 0, 30, 60, 90, 120, and
150 min following treatments (n=6). A cut-off of period 30s
was maintained to avoid injury to the paw of mice.

2.5.6. Statistical analysis

All results are presented as the mean+SEM (n=6). The
statistical significance among the groups was assessed using the
one way analysis of variance (ANOVA) followed by Dunnett's post
hoc test using GraphPad software.


http://www.unibio.unam.mx/collections/specimens/urn/
http://www.unibio.unam.mx/collections/specimens/urn/
http://www.unibio.ibiologia.unam.mx
http://www.unibio.ibiologia.unam.mx
http://www.conabio.gob.mx/
http://www.tropicos.org/
http://www.tropicos.org/
http://www.cs.princeton.edu/~schapire/maxent
http://www.cs.princeton.edu/~schapire/maxent
http://www.cs.princeton.edu/~schapire/maxent
http://www.edcdaac.usgs.gov/gtopo30/hydro
http://www.edcdaac.usgs.gov/gtopo30/hydro

794

3. Results and discussion
3.1. Microscopic anatomy studies

Transverse sections of pseudobulbs (12 pm thick) stained with
Johansen's quadruple technique (Johansen, 1940) showed similar
structural features as previously described by Stern and Judd (2001)
for the related species Cyrtopodium punctatum. The only difference
was observed in epidermal tissue, which in the case of Cyrtopodium
macrobulbon displayed a layer of enlarged, crenate and cell thin-
walled cells with a thickened cuticle. These particular structures
were highlighted using both the Johansen's Safranin and Naphthol
Blue Black staining techniques, and confirmed by SEM (Fig. 2).
These wall cells are described for the first time for this botanical
species therefore they will be valuable for microscopic identifica-
tion of Cyrtopodium macrobulbon and will preclude substitution or
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adulteration with related species. Noteworthy, botanical samples CM-
1—CM-3 showed identical microscopic anatomic features.

3.2. Acute toxicity studies

The Lorke's method is perhaps the most widely used approach
for investigating the acute toxicity of herbal drugs, since the
experiments are carried out with a minimum number of experi-
mental animals (Lorke, 1983). Oral administration of AE or OE, at
doses in the range of 10— 5000 mg/kg did not produce visible toxic
effects, changes on behavior or body weight of treated mice after
14 days. Furthermore, no lesions or bleedings were observed in
macroscopic morphology on internal organs such as lungs,
kidneys, liver, heart, and stomach. Since no animal damage or
death was observed throughout the experiment, the plant can be
regarded as harmless for mice; the estimated LDso was higher than

Fig. 2. Structural characters of epidermal cells in Cyrtopodium macrobulbon. A and C [Scannning Electron Microscope (SEM)]. B and D [Light Microscopy (LM)]. (A) General
aspect of epidermal cells (ec) of Cyrtopodium macrobulbon scale bar 200 pm. (B) Wall cells (cw) thickening and creases cell (cc) scale bar 50 um. (C) Detail of thickening of wall
cells (paradermal section) and creases cell (cc); scale bar 50 mm. (D) Fresh stain showed thickenings in cell wall (cw), middle lamela (ml) and cell nuclei (n); scale bar 50 pm.
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Fig. 3. Antinociceptive activity of Cyrtopodium macrobulbon herbal preparations: aqueous extract (AE, panel A) and organic extract (OE, panel B) on writhing reflex of mice in
the acetic acid-induced writhing test. Data are presented as mean + SEM (n=6). *p < 0.05 and ***p < 0.001, Dunnett’s post hoc test compared with control group.
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5000 mg/kg for both extracts tested. These results along with the
persistence of the plant in Mexican markets provide primary
evidences about the innocuousness of the plant.

3.3. Antinociceptive properties

The use of Cyrtopodium macrobulbon for treating painful urinary
ailments in men (“mal de orin”) prompted us to assess its potential
analgesic action employing two well-known pharmacological mod-
els. The first one, the acetic acid-induced writhing test, is a classical
visceral pain test useful to detect painful complaints associated to
inflammatory disorders (Al-Chaera and Traubb, 2002). On the other
hand, the hot-plate test is a suitable method for to evaluate central
antinociceptive activity. In addition, this model measures animal
behavior and has good sensitivity and specificity (Arendt-Nielsen
and Chen, 2003). The effects of AE and OE from Cyrtopodium
macrobulbon on the writhing response in mice are shown in
Fig. 3. The best effect for AE was obtained at the doses of 100 and
316 mg/kg (35% of inhibitory activity each one). For OE an impor-
tant effect was achieved at the dose of 100 mg/kg (30% of activity).
None of the extracts showed activity in the hot-plate assay. Thus,
the antinociceptive properties associated with peripheral mechan-
isms in animal models were demonstrated for both preparations of
Cyrtopodium macrobulbon; the mechanism underlying this effect,
however, remains an open question. The main outcomes of this
finding provide rational evidence for the use of Cyrtopodium
macrobulbon to treat some painful disorders in Mexican folk
medicine.

3.4. Phytochemical analysis

Conventional phytochemical analysis of the organic extract
from the pseudobulbs of Cyrtopodium macrobulbon led to the
isolation and characterization of n-hexacosyl-trans-p-coumarate
(1), n-octacosyl-trans-p-coumarate (2), n-triacontyl-trans-p-cou-
marate (3), 4-methoxy-benzyl alcohol (4), 4-hydroxybenzal-
dehyde (5), 1,5,7-trimethoxy-9,10-dihydrophenanthrene-2,6-diol
(6), confusarin (7), gigantol (8), batatasin III (9), and ephemer-
anthol B (10). The structures of the isolates are showed in Fig. 1.
The compounds were characterized by comparison of their spec-
troscopic and spectrometric properties with those previously
described. With the exception of the n-alkyl-p-coumarate deriva-
tives 1-3, the remaining compounds belong to the stilbenoid
family which is common in orchids. The presence of gigantol (8),
ephemeranthol B (10) and 1,8-cineol (11) with known antinoci-
ceptive and anti-inflammatory properties could partially account
for the activity of the extracts, and in turn with the efficacy of the
plant (Déciga-Campos et al., 2007; Kanekar et al., 2013). Moreover,
compounds 7, 8 and 10 possesses potential activity for trapping
ROS (Reactive Oxygen Species), which are implicated in a number
of pro-inflammatory signal transduction cascades activated
by cytokines such as IL-1B, TNF-o, and lipopolysaccharide
(Masateru et al., 1995; Kanekar et al., 2013).

3.5. Identification of the volatile components obtained by HS-SPME

The volatile components profile of Cyrtopodium macrobulbon
was accomplished via GC-MS analysis of HS-SPME-adsorbed
compounds of the aerial parts of the plant. Three different fibers
were used, namely CAR/PDMS, CAR/DVB/PDMS, and PDMS. For
this analysis seven components (Table 2) were identified in the
plant and the major components were 6,10,14-trimethyl-2-penta-
decanone, eucalyptol (11), and isobornyl formate. Others metabo-
lites identified were: hexanal, 2-Z-heptanal, 1-nonen-3-ol, and
eicosane. The presence of eucalyptol (11) might be also related
with the antinociceptive properties of the plant (Silva et al., 2003).

Table 1
Regression parameters, LOD, LOQ, accuracy, and precision for ephemeranthol B (10)
in Cyrtopodium macrobulbon crude drug.

Parameter LC/DAD method
ephemeranthol B (10)

R? (n=6)° 0.9934

Regression equation 6234082.3 x —465213.1

Working range, pg/ml 25-500

LOD, pg/ml (n=10)" 78.1

LOQ, pg/ml (n=10)" 257.8

Average recovery, % (n=6) 98.8-100.9

Repeatability RSD, % (n=6) 1.8

9RSD=Relative standard deviation.

3 R?=Determination coefficient.

> LOD=Limit of determination, 3.3 x (SD of the response/slope of the calibra-
tion curve).

€ LOQ=Limit of quantification, 10 x (SD of the response/slope of the calibration
curve).

Table 2
Headspace volatile compounds identified from Cyrtopodium macrobulbon pseudo-
bulbs by HS-SPME using CAR/DVB/PDMS, CAR/PDMS and PDMS-coated fibers.

Component CAR/DVB/ CAR/PDMS PDMS
PDMS
RI® %Area”
Hexanal 946 42.3
Eucalyptol (10) 902 1.3 45.50
2-Z-Heptenal 933 9.8
Isobornyl formate 1301 15.6 29.59
1-Nonen-3-ol 850 13.64
6,10,14-Trimethyl-2- 1866 60.80
pentadecanone
Eicosane 934 9.63

2 RI of the compounds determined on a DB-5 column.
" The percentages were calculated from the GC-flame ionization detector (FID)
chromatograms.
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Fig. 4. Typical chromatogram of the organic extract (OE) obtained from Cyrtopodium
macrobulbon.

3.6. Development of a suitable HPLC method for quantifying
ephemeranthol B (10)

A suitable HPLC method was developed to quantify ephemer-
anthol B (10), which was selected as the active marker compound
considering its chemical stability and abundance (Gaedcke and
Steinhoff, 2003; Zhang et al., 2012). Gigantol (8) chemically
decompose in solution upon standing at room temperature during
the different analyses. The optimal HPLC separation conditions
were achieved with a Nova Pak HR silica (3.9 x 300 mm?) column
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Fig. 5. Potential distribution models (MaxEnt) for Cyrtopodium macrobulbon (purple areas; AUC=0.944). Yellow dots indicate the 92 individual localities records used to

model the species' distribution.

and mobile phase composed by Hex-AcOEt (Fig. 4). Then, the HPLC
method was fully validated (Table 1) according to International
Conference on Harmonization (ICH) guidelines (ICH, 2005). The
linearity of the system was tested in the concentration range
between 25 and 500 pg/ml. The CV was less than 1.84% at each
concentration level analyzed. LOD value was 78.1 pg/ml whereas
the LOQ value was 257.8 pg/ml. The linearity of the method was
tested by recovery assay. The recovery ranges for the standard
were expressed as the concentration detected as a percentage of
the expected concentration and were found to be 98.8-100.9. The
reproducibility and repeatability of the analytical method were
evaluated in terms of the intermediate precision by analyzing
three replicates of six samples of stock solution (25 pg/ml) in
3 different days. The relative standard deviation (RSD; n=6) was
calculated for each sample evaluated. In conclusion, the fast and
reliable HPLC-DAD method for quantifying the content of ephe-
meranthol (10) as marker compound in the organic extract (CM-2)
prepared from the pseudobulbs of Cyrtopodium macrobulbon was
developed and fully validated. Finally, the content of 10 in
Cyrtopodium macrobulbon was quantified, in three batches (CM-
1-CM-3) analyzed, with a mean concentration of 2.21, 1.37 and
6.52 mg/g of dry matter, respectively.

3.7. Potential distribution map

The potential distribution map obtained for Cyrtopodium macro-
bulbon (Fig. 5) agrees with the records available in the Mexican
herbaria examined and the public databases consulted, although
there seems to be large areas with suitable abiotic conditions in
which the species has not been recorded (e.g. most of the Yucatan
Peninsula). Thus, Cyrtopodium macrobulbon is one of the most
widely distributed species among the Mexican Orchidaceae.

4. Conclusions

The extracts and stilbenoids from Cyrtopodium macrobulbon
have shown antinociceptive, anti-inflammatory, and antioxi-
dant actions, which could be beneficial in the management of
inflammatory diseases such as “mal de orin”. In this work, an

analytical HPLC method for quantifying ephemeranthol B (10) was
established and validated; compound 10 is one of the active
principles of the species selected as marker compound on the
basis of its chemical stability and availability. This method will
valuable as a composition test for the crude drug and standardized
preparations of Cyrtopodium macrobulbon. Chemical and botanical
identity tests for quality control of this orchid were also
developed. Altogether these analyses will be suitable for the
pharmacopeic monograph of this valuable species. The potential
distribution map obtained clearly indicated that these species is
widespread in Mexico. This observation, along with the easy
vegetative propagation of the pseudobulbs, secures the supply
and protection of the wild populations of the orchid.
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