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RESUMEN

El asma es una enfermedad respiratoria que se caracteriza por presentarse de
manera cronica. Entre sus signos y sintomas se encuentran las sibilancias, la
dificultad para respirar, sensacion de presion en el pecho y tos, que a su vez se

presentan en tiempos variados y de intensidad diferente (INER, 2017; GINA, 2019).

Aungue existe un variado tratamiento farmacologico para el asma, la poblacion
se sigue inclinando por el uso de plantas medicinales, y actualmente la medicina
tradicional es considerada como una opcién importante de repuesta ante las
necesidades de atencion a la salud en diferentes paises de América Latina y el
Caribe (Nigenda, 2001). Tal es el caso de la tribu Bocconieae. Bocconia arborea
(B. arborea) es una planta perteneciente a esta tribu y a la familia de las
papaveraceas, que es utilizada en México para tratar la diabetes, atender problemas
de la piel, alivio de jiotes y también contrarrestar la picadura de arafia (Monroy-
Ortiz & Castillo-Espafia, 2007). Asimismo, la poblacion mexicana también usa B.
arborea como agente antiinflamatorio, y a la especie Bocconia frutescens (B.
frutescens) para tratar Ulceras cutaneas, algunas infecciones del tracto respiratorio,
y la tuberculosis. (Yu, 2014).

Por lo cual, B. arborea ha sido motivo de estudio, en el presente trabajo se
obtuvieron los extractos organicos de las colectas de enero y octubre, de las
diferentes partes aéreas (hoja, corteza y fruto) de B. arborea. Dichos extractos
fueron evaluados en un modelo ex vivo de traquea aislada de rata, donde los
extractos mas activos fueron EDCe, EDFe y EDFo, puesto que alcanzaron el 100%
de relajacion a la CEso 117 + 2.9 ug/mL establecida en estudios previos (Gaona. T.
E, 2017). Por otro lado, se establecieron las curvas concentracion-respuesta de
dichos extractos estableciendo al EDCe como el méas potente.

Asi mismo, se realizaron pruebas cualitativas para observar los metabolitos
secundarios presentes en B. arborea, donde se observo una similitud entre EDFe,
EDFo, por otro lado, se observé que dihidrosanguinarina esta presente en los

extractos mas activos, la cual se cree sea la responsable de la actividad traqueo-
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relajante. Por udltimo, Los resultados obtenidos indican que los extractos de B.
arborea no son téxicos en el modelo ex vivo, a las dosis empleadas, ya que los
tejidos utilizados no perdian su capacidad contractil al inducirla con un agonista

colinérgico, posterior a la evaluacion.
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1. INTRODUCCION

Entre las diferentes afecciones que aquejan a la poblacion mundial, encontramos
a las enfermedades respiratorias, las cuales representan un namero significativo a
nivel mundial, y estas han ido en aumento debido a los cambios geograficos y

climéaticos en el mundo.

Existen diversas enfermedades que afectan las vias respiratorias, siendo el asma
la que presenta mayor prevalencia, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
estima que hay unos 235 millones de personas con asma a nivel mundial, y que se
presenta con mayor frecuencia en nifios, no sin descartar que esta enfermedad
también afecta a adultos mayores. Asimismo, “The International Study of Asthma
and Allergies in Childhood” (ISAAC) reporta que el asma presenta mayor
prevalencia entre nifios de México y América Latina, por otro lado, en la ciudad de
Cuernavaca, Morelos, se ha determinado que la prevalencia es alta a la edad de
13-14 afos, y aproximadamente 5.7 % de estos infantes presenta alguno o todos
los sintomas de la enfermedad (Mallol et al., 2010).

A pesar de ser una enfermedad con millones de casos, solo a un pequefio
porcentaje de los afectados se les brinda los tratamientos y cuidados adecuados
gue requiere esta afeccion, el asma a menudo limita de por vida las actividades del
paciente, ademas de que suele presentarse bajo apego al tratamiento, debido a que
los medicamentos no siempre estan disponibles y tampoco son asequibles para
todas las familias (OMS, 2017).

La poblacion aun reconoce a la medicina tradicional como una alternativa y uso
de primera mano, para tratar ciertas afecciones o amenizar los sintomas. A nivel
mundial, existen 12 paises megadiversos, debido a que poseen alrededor del 70%
de todas las especies del planeta, entre ellos se encuentra México, ya que posee
entre 10-12% de toda la flora y fauna existente en el mundo (Jiménez, 2014), por
lo tanto, se le ha situado en el segundo lugar con mayor nimero de plantas
medicinales registradas (Saavedra, 2018). De manera particular, en el estado de

Morelos, podemos encontrar gran variedad de especies de plantas que han sido
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utilizadas a lo largo de la historia para aliviar diferentes afecciones, como lo son
enfermedades gastrointestinales, cardiovasculares y respiratorias, solo por

mencionar algunas.

Por ello, es de gran interés estudiar las plantas medicinales presentes en el
mundo, en este caso, en México, con la finalidad de encontrar compuestos
bioactivos que sirvan como prototipo para el desarrollo de nuevos farmacos con
mecanismo de accion novedoso, debido a esto, en el presente trabajo se pretende
estudiar a la planta Bocconia arborea, y a su vez establecer como influye la estacion
con respecto a la presencia de metabolitos secundarios, como alcaloides que ya

han sido reportados, con relacion en la actividad farmacologica.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Sistema respiratorio

El aparato respiratorio es un conjunto de 6rganos que cumplen la funcién de
permitir la entrada y salida de aire del organismo, proveyendo al cuerpo O2y
expeliendo CO2. Este conjunto de 6rganos también tiene funciones especificas
importantes como la fonacién, el olfato, la excrecion de determinados gases, y la
regulacion tanto del equilibrio acido-base, como de la presion sanguinea. Los
principales 6rganos del aparato respiratorio son nariz, faringe, laringe, tradquea,

bronquios, y pulmones (Figura 1) (Cultural Librera Americana, 2004).

Estas estructuras no soélo transportan el aire inspirado, también lo filtran,

humedecen y entibian antes que llegue a la porcién respiratoria de los pulmones.

Para llevar a cabo este objetivo son necesarios los cuatro fendmenos siguientes:

Movimiento de aire hacia los pulmones y desde ellos (respiracion ventilacion).

e Intercambio de Oz del aire inspirado por el CO2 de la sangre (espiracion
externa).

e Transporte de Oz y COz2 hacia las células y desde ellas (transporte de gases).

e Intercambio de CO2 por Oz en la cercania de las células (respiracion interna)

(Gartner L, 2008).
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Conocimiento al servicio de la salud

Abertura

Velo
del paladar

Figura 1: Aparato respiratorio y 6érganos que lo conforman. Tomado de (Cultura Librera
Americana, 2004).

2.2 Traquea

La trAquea, es un conducto aéreo tubular que tiene aproximadamente 12 cm de
longitud y 2.5 cm de diametro. Estd compuesto por distintas capas, desde la mas
profunda a la mas superficial: 1) mucosa, 2) submucosa, 3) cartilago hialino y 4)
adventicia (tejido conectivo areolar). EndoscOpicamente, la traquea posee una
mucosa de color uniforme rosa palido, la pared posterior puede tener una coloracién
mas intensa (Alvarez, 2007).

Posee entre 16 y 20 anillos horizontales incompletos de cartilago hialino, que
tiene similitud con la letra C, estan apilados unos sobre otros y se mantienen unidos
por medio del tejido conectivo denso. Estos anillos cartilaginosos aportan un soporte

semirrigido que mantiene la permeabilidad y hace que la pared traqueal no pueda
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colapsar hacia adentro y obstruir el paso del aire (Figura 2) (Tortora & Derrickson,
2013).

Figura 2: Corte transversal de la glandula tiroides, la traquea y el eséfago, en donde se
aprecia desde una vista superior un anillo de traguea. Tomado de Principios de

anatomiay fisiologia (Tortora & Derrickson, 2013).

2.3 Afecciones del sistema respiratorio
El sistema respiratorio descrito anteriormente, es uno de los mas afectados de

manera recurrente debido a su amplia superficie de contacto y al estar expuesta
constantemente a moléculas exégenas. Es importante conocer las complicaciones
gque este sistema presenta, como lo son las enfermedades respiratorias cronicas,
las cuales son la principal causa de muerte prematura de adultos en todas las
regiones del mundo. Dichas enfermedades afectan vias respiratorias y otras

estructuras de los pulmones (Cruz, 2007).
Entre las mas comunes encontramos:

e Elasma
e La enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC)
e Las alergias respiratorias

e Las enfermedades pulmonares de origen laboral
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e La hipertension pulmonar (OMS, 2004).

2.4 Asma

Dentro de las enfermedades respiratorias mas recurrentes, destaca el asma, la
cual es una enfermedad que se caracteriza por presentarse de manera crénica, y
que tiene una estrecha relacién con la inflamacion de las vias aéreas (VA),
ocasionando que el musculo liso de las VA se vuelva “inestable” y responda de
forma exagerada a estimulos diversos como el aire frio, ejercicio, estrés, inhalacion
de soluciones hipotonicas, agonistas colinérgicos, e histamina, en donde se produce

una disminucion del calibre bronquial y dificultando el paso del aire (INER, 2017).

Dentro de los sintomas recurrentes en el asma, se encuentran las sibilancias, la
dificultad para respirar, presién en el pecho y tos, que a su vez se presentan en
tiempos variados y de intensidad diferente. “The Global Iniciative for asthma” (GINA)
menciona que el presentar estos sintomas no es pauta suficiente para elaborar un
diagndstico claro de la enfermedad, puesto que también hay que realizar pruebas
clinicas, ya que estos sintomas también son frecuentes en otras patologias de las
vias respiratorias (GINA, 2019).

Estos sintomas pueden aliviarse con medicacion, y algunas veces pueden estar
ausentes por dias, semanas y hasta meses. El objetivo de dicha medicacion es
mantener el control de la enfermedad, donde existen dos componentes
fundamentales: alcanzar el control adecuado y disminuir el riesgo futuro (Cortés
Rico, 2013).

2.4.1 Clasificacion del asma

El asma puede clasificarse de acuerdo con las caracteristicas fenotipicas que

presentan los pacientes, misma que ha sido establecida por GINA, como:

e Asma alérgica
e Asma no alérgica
e Asma adulta

e Asma con inflamacion persistente en las vias aéreas
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e Asma del obeso (GINA, 2019)

Siendo asi, el asma alérgica una de las afecciones mas comunes, esta se da ante
una respuesta inmune mediada por la inmunoglobulina E (IgE), que produce una
inflamacion eosinofilica de las vias aéreas. Se ha demostrado que estos pacientes
responden bien a los tratamientos con corticosteroides, ya que este grupo de
farmacos inhiben la produccion de histamina que producen los basofilos y células
cebadas, a su vez inhiben la produccién de 6xido nitrico a través de la inhibiciéon de
la 6xido nitrico-sintasa inducible (iNOs) e inhiben la bradicinina y por consecuencia
el proceso inflamatorio (Velazquez, 2008). Sin embargo, existen registros que
demuestran que no todos los pacientes asméticos, responden adecuadamente a los

glucocorticoides (de la Rubia, 2012).

2.4.2 Fisiopatologia del asma

La inflamacion crénica del asma aun no se comprende completamente, sin
embargo, se cree que inicialmente la exposicibn a alérgenos promueva este
padecimiento, ya que probablemente las células dendriticas inicien la inflamacion,
puesto que son las reguladoras de los linfocitos T-helper 2 (Th2) que dan origen a
la inflamacién eosinofilica y también a la formaciéon de IgE por los linfocitos B
(Goodman y Gilman, 1991).

Las distintas afectaciones que de manera regular se dan en el asma, tales como
hiperreactividad bronquial e inflamaciéon crénica de las vias aéreas vienen
acompafnas de cambios estructurales en la pared bronquial que agravan estas
afecciones, se conoce como remodelamiento de la via aérea, en donde se lleva a
cabo un engrosamiento de la misma y a su vez provoca una disminucion
permanente de su calibre, es decir, habra una limitacion irreversible al flujo de aire
(Cobos, 2003).
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2.4.3 Epidemiologia del asma

Para poder conocer la epidemiologia del asma, se han realizado distintos
estudios poblacionales, entre los mas importantes encontramos “El Estudio Europeo
de Salud Respiratoria” The European Community Respiratory Health Survey
(ECRHS), realizado en adultos y publicado en 1996; y el estudio ISAAC (1996- 1997
enfocado en nifios). Dichos estudios comenzaron en la década de los 90 y contindan
abiertos aportando informacion muy valiosa en este ambito (Martinez-Moratalla,
1999)

Algunas de las conclusiones que se han obtenido a partir de los datos de ISAAC
y de ECRHS son:

» La ECRHS ha demostrado que existen grandes diferencias en la
prevalencia de sintomas respiratorios, asma, respuesta bronquial y
sensibilizacién atépica con altas tasas de prevalencia en Paises de habla
inglesa y bajas tasas de prevalencia en la regidbn mediterranea
(comprendida por Europa meridional, Asia occidental y Africa) y Europa
del Este.

» El estudio de ECRHS también confirma que el asma de los padres es un
factor de riesgo considerable para tener asma atépica en la edad adulta.
(Janson, 2001)

= Asi mismo, ISAAC menciona que existe una alta variabilidad en las tasas
de prevalencia de asma, rinitis y eccema entre los centros de
investigacion.

» La contaminacion parece desempefiar un papel paraddjico puesto que en
localidades con mayor contaminacion atmosférica la prevalencia de asma
no fue mayor, por el contrario, la tendencia es menor.

= El grado de industrializacion no se relaciona con la prevalencia de asma;
es decir, las tasas de prevalencia obtenidas en América Latina son tan
altas como las obtenidas en paises industrializados y con alto grado de

desarrollo.
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» La prevalencia de asma tiene la tendencia a ser mayor en centros
localizados en &reas de mayor pobreza dentro de sus respectivos paises,
lo que sugiere que la condicién socioeconomica seria de alto riesgo para

tener una mayor prevalencia de asma (Solis, 2010).

En la ciudad de México se creia que tendria una alta prevalencia en asma por
sus altos niveles de contaminacion, sin embargo; México es el pais con menos
prevalencia en todo América latina, lo que complica el predecir los factores que
causan el asma, al igual que considerar a solo uno de ellos, como el determinante

para padecer esta enfermedad (Del Rio Navarro, 2006).

Existe un dato interesante a la hora de diagnosticar el asma, ya que el nUmero
es mayor cuando se hace un auto reporte, a diferencia de cuando lo hace un meédico,
es decir, probablemente las personas confunden ciertos sintomas con la
enfermedad, por ejemplo, cuando se padece de alergias estacionales (Ocampo et
al., 2017).

2.4.4 Prevalencia del asma

Datos estiman que en 2016 habia mas de 339 millones de personas con asma
en todo el mundo, y de acuerdo con la OMS, en ese mismo afio, el asma causé
alrededor de 417 918 fallecimientos (OMS, 2020).

La asociacion ISAAC ha hecho evidente que esta enfermedad tiene prevalencia
en paises en vias de desarrollo, por lo cual ha realizado estudios que le han
permitido aportar nueva informacién sobre la prevalencia, severidad, factores de

riesgo, entre otros aspectos (Mallol et al., 2012).

Entre los resultados de ISAAC, se obtuvieron datos sobre asma, rinitis y eccema,
de paises y centros con condiciones sumamente diferentes en cuanto a clima,
desarrollo socioeconomico y situacion cultural y ambiental. Dicha institucion realiza
un cuestionario el cual es util para evaluar la prevalencia y comparar los datos entre

las diferentes regiones (Ocampo et al., 2017). Conocer estos datos es fundamental,
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debido a que el asma ha aumentado sus numeros en paises industrializados,

especialmente en nifios y adultos jovenes (Lezana, 2006).

Esta enfermedad es una de las de mayor relevancia ya que consume un elevado
porcentaje de recursos sanitarios, tanto en atencion primaria como especializada,
ademas de ser una de las principales causas de consulta en urgencias. De igual
forma, genera gran impacto en la sociedad, y especialmente en las familias, al
ocasionar dias escolares perdidos, y disminuir la productividad de los cuidadores

por perder dias de trabajo durante las crisis de asma del nifio (AM. Sacristan, 2008).

2.5 Tratamiento del asma

Aungue el asma es una enfermedad que no tiene cura, podemos mencionar el
tratamiento existente para disminuir la sintomatologia. Existen 2 tipos de

tratamientos, el farmacolégico y no farmacolégico (Larenas-Linnemann, 2017).

2.5.1 Tratamiento no farmacoldgico

Los pacientes con asma deben de seguir primordialmente el tratamiento no
farmacoldgico, el cual debe incluir la evaluacion exhaustiva de los factores de riesgo
gue deben ser prevenidos para evitar las crisis y/o agravar el asma en los pacientes.
Los factores fundamentales para considerar son: el control ambiental,
primordialmente en mantener un ambiente intradomiciliario libre de tabaco,

humedad e irritantes pulmonares como humo de trafico e industrias.

ademas, se debe promover la actividad fisica regular, adecuandola al estado de
salud del paciente, y la misma debe ser individualizada, recomendando actividades
poco asmogenas (aerdbicos, yoga, natacion, caminar, juegos, entre otros). Por
altimo, recomendamos una nutricion balanceada, enfatizando en el control de la
obesidad (Nufiez, 2010)

2.5.2 Tratamiento farmacoldgico
Examinando el tratamiento farmacologico, GINA lo divide en 3 tipos, los cuales

son:
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e Tratamiento de rescate: esta clase de farmacos se utilizan cuando el paciente
presenta un empeoramiento de los sintomas del asma o bien
exacerbaciones. Los mas importantes son los broncodilatadores, los cuales
son capaces de relajar el musculo liso de las vias aéreas. Estos
broncodilatadores a su vez se subdividen de corta y larga duracion. De corta
duracion tenemos al salbutamol, y de larga duracion, al salmeterol.

¢ Medicacion a largo plazo: los cuales se utilizan para disminuir la inflamacién
de las vias aéreas, controlar los sintomas y reducir los futuros posibles
riesgos, se trata de los farmacos antinflamatorios, como lo son los
corticoides, antagonistas de leucotrienos y el cromoglicato.

e Terapias afladidas para pacientes con asma severa: estos medicamentos
son para pacientes que, incluso teniendo tratamiento de control, aun asi,

presentan exacerbaciones (GINA, 2019).

El uso de medicamentos esta dirigido a disminuir el proceso inflamatorio, en
casos de crisis, y a evitar la broncoconstriccion. Algunos ejemplos son mostrados

en la Tabla 1 y son utilizados como se explica en el texto anterior.

Tabla 1: Farmacos utilizados en el tratamiento del asma Obtenido y modificado de (GINA,
2019)

Farmacos para el tratamiento del asma

Medicamentos Accién y uso

Medicamentos de control

Beclometasona Son los antiinflamatorios mas efectivos
Budesodnida en el tratamiento del asma. Estos
Ciclesonida medicamentos reducen los sintomas,
Mometasona incrementan la funcion pulmonar,

Triamcinolona
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mejoran la calidad de vida y reducen el

riesgo de futuras exacerbaciones.

Combinacion de ICS y p2-agonistas de larga duracion (ICS-LABA)

Beclometasona-Formeterol El uso de p2-agonistas junto a los
Bunesonida-Formeterol corticosteroides inhalados (ICS)
Mometasona-Formeterol mejoran el funcionamiento pulmonar,

reduce los sintomas 'y las
exacerbaciones, ya que en ocasiones la
sola terapia de ICS no es suficiente o no

logra controlar el asma.

Modificadores de leucotrienos

Montelukast Mejoran una parte de la inflamacién que
Pranlukast se provoca en el asma. Son usados
Zafirlukast como opcion en el tratamiento,
Zileutén especialmente en nifios. Si son usados

solos, son menos efectivos que los ICS
en dosis bajas, e incluso son menos
efectivos en combinacion con los ICS
que los ICS-LABA.

Cromonas
Cromolin sédico Son antiinflamatorios débiles, menos
Nedocromilo Sodico efectivos que los ICS y requieren

formas meticulosas de inhalarse.

2.6 Tratamientos alternativos

Ademas de que existe un variado tratamiento farmacoldgico, la poblacion se
sigue inclinando por el uso de plantas medicinales, y actualmente la medicina
tradicional es considerada como una opcién relevante de repuesta ante las
necesidades de atencion a la salud en diferentes paises de América Latina y el

Caribe, a pesar de que no siempre cuentan con un sustento cientifico para su uso.
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No obstante, ha sido reconocida por organizaciones internacionales de salud como
la OMS y la propia Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), quienes han
apoyado y promovido politicas enfocadas primordialmente en la atencidn primaria a
la salud (Nigenda, 2001).

La medicina tradicional tiene como base las plantas medicinales, las cuales han
servido para mantener la salud e incrementar la calidad de vida del hombre durante
cientos de afios. Los productos de origen natural han aumentado su uso en las
terapias gracias al regreso hacia lo natural que la sociedad ha experimentado de
forma general. Ademas de otros factores, como el descubrimiento de efectos
adversos dafiinos en farmacos sintéticos, el mejor conocimiento quimico,
farmacolégico y clinico de las drogas, el desarrollo de métodos analiticos que
facilitan el control de la calidad, el desarrollo de nuevas formas de preparacion y

administracion de los medicamentos fitoterapéuticos (Prieto-Gonzalez, 2004).

2.7 Familia de las Papaveraceae

Una familia importante de plantas es la Papaveraceae, ya que actualmente se
han reportado alrededor de 5,000 alcaloides presentes en las diferentes plantas de
esta familia, ademas de que se distribuyen principalmente en Angiospermas
(Lombardo, 2009). La familia Papaveracea cuenta con 44 géneros y unas 770
especies distribuidas por las zonas templadas del planeta y practicamente ausentes
en areas netamente tropicales (Aguirre, 2015). Algunos géneros tienen especies de
importancia econdmica, tal es el caso de Papaver somniferum, que es la principal
fuente del opio y sus derivados, como son la morfina, heroina y codeina. Existen
otras especies utilizadas en la medicina tradicional como lo son Bocconia y
Argemone, ya que poseen un amplio contenido metabdlico (Diego-Pérez, 2017).
Ambas especies se les atribuye actividad farmacologica, por ejemplo, Argemone
platyceras es utilizada en el estado de México para el tratamiento de pulmonia y
bronquitis, también se usa para tratar el catarro, dolor de cabeza, de pulmén o de
pecho y para problemas dermatologicos (Fernandez, 2005). Por otro lado, a
Bocconia frutescens, se le han reconocido distintas propiedades farmacolégicas

entre las que se encuentran aliviar la dermatitis infecciosa, como agente
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cardiotonico, antihiperpertensivo, antituberculoso, antidiabético, anticancerigeno y
también como antiinflamatorio (Lépez, 2018).

Dentro del género Bocconia se encuentran nueve especies, entre las mas
populares y usadas encontramos a Bocconia arborea y Bocconia frutescens. Estas
especies son importantes debido a que poseen distintos tipos de alcaloides, tales
como queleritrina, dihidroqueleritrina, dihidrosanguinarina, angolina ,6-
metoxidihidrochelerythrina, 6-acetonildihidroqueleritina, gueleritridimerina,
sanguinarina, oxisanguinarina entre otros, de interés farmacologico (Pérez et al,
2003; Xuelong, 2014).

2.8 Bocconia arborea

Una planta medicinal importante perteneciente a la familia de las papaveraceas
es Bocconia arborea S. Watson, cominmente conocida en México como llorasangre
o chicalote. Es una planta que se caracteriza por presentarse desde en forma de
arbusto hasta arboles de mediano tamafio. En su corteza se presenta un latex color
amarillo/rojo que se libera al momento de que estos son cortados siendo una de sus
principales caracteristicas, la de producir latex de distintos colores, tales como
blanco, blanquecino, amarillo, amarillo-anaranjado o rojizo. Como uso medicinal, la
corteza y sus hojas son hervidas para tratar la diabetes, atender problemas de la
piel, alivio de jiotes y también contrarrestar la picadura de arafia. Se encuentra

ampliamente distribuida en México, Centroamérica y Sudameérica (Villareal, 2016).

Dentro del Estado de Morelos también se le conoce como palo amarillo, palo de
judas, palo del diablo y palo de toro, esto dependiendo de la zona. El latex color
amarillo/rojo antes mencionado se usa para aliviar el dolor ocasionado por
estomatitis y abscesos. No obstante, se utiliza para curar padecimientos del rifién y
contrarresta el piguete de arafia untando en la zona afectada, el agua hervida de la
hoja (Monroy-Ortiz & Castillo-Espafia, 2007).
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2.9 Composicion fitoquimica

B. arborea ya ha sido caracterizada quimicamente por otros autores, y estos
refieren a que hay distintos tipos de compuestos quimicos, entre los que destacan
los alcaloides. Estudios realizados en la planta confirman la presencia de alcaloides
benzofenantridinicos en el tronco, raices, hojas y semillas, a los cuales se les ha
asociado actividad antimicrobiana, antioxidante y citotoxica (Figura 3) (Rodriguez,
2006).

1. Sanguinarine 2. Dihydrosanguinarine R=H
3. Owysanguinarine R=0
- o QCH,
O\/\j\ 0> hﬁ, -OGH
C) N T A
cHO" - /‘\ ~
To T 10
e \v
4. 11-Acetonyldihydrochelerythrine R = CH,COCH; 5. Dihydrochelerythrine
8. Angoline R =0H

6. Chelerythrine 7. Chelerythridimerine

Figura 3. Alcaloides identificados por cromatografia de gases acoplada a espectrometria
de masas (GC-MS) en la corteza de B. arborea (Perez, 2002).

26| Pagina



S

“Determinacion del efecto relajante ex vivo de extractos organicos obtenidos \—}C(I('“/T({(/
de las diferentes partes de Bocconia arborea de dos colectas diferentes” (d e F armacia

Los alcaloides, son sustancias naturales de gran interés gracias a su actividad
terapéutica, los cuales no pueden ser definidos de manera exacta, sin embargo,
como lo dice el autor Arango-Acosta pueden definirse como: “Un compuesto
organico de origen natural (usualmente vegetal), nitrogenado, derivados
generalmente de aminoécidos, mas o menos basico, de distribucion restringida, con
propiedades farmacoldgicas importantes a dosis bajas y que responden a

reacciones comunes de precipitacion” (Arango-Acosta, 2002).

Moléculas tales como dihidrosanguinarina y dihidroqueleritrina han demostrado
poseer actividad antimicrobiana como reporté Navarro V, en 1999, cuya estructura
se muestra en la figura 4. Estos constituyentes se presentan de manera abundante
en B. arborea, de manera especifica en el extracto de cloroformo, y se ha
demostrado su actividad antimicrobiana en bacterias como Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Escherichia coli, entre otras. Dihidrosanguinarina ha
resultado ser el mas activo, ya que tuvo actividad inhibitoria en todos los
microorganismos de prueba, a excepcion de Pseudomonas aeruginosa, lo que

indica que el compuesto es de amplio espectro.

0 0
o N~ HaCO N\

0 OCH;

Dihidrosanguinarina Dihidroqueleritrina

Figura 4: Estructura quimica de dihidrosanguinarina y dihidroqueleritrina (Navarro, 1999).

Ademas de la actividad ya antes mencionada, Gaona Tovar E. en 2017, demostro

gue dicho extracto produce el efecto relajante de la musculatura lisa de la traquea
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a través de diferentes mecanismos, incluyendo un efecto antagonista no competitivo
sobre los receptores muscarinicos, la participacion de la via NO/sGC y el aumento
de segundos mensajeros como AMPc por la inhibicidén de la enzima fosfodiesterasa
(Gaona. T. E, 2017).

Asimismo, dihidrosanguinarina fue extraido de los extractos hexanico y
diclorometanico de B. arborea, el cual se obtuvo por precipitacion espontdnea en un
soOlido cristalino con forma cuadrada de color blanco y se purific6 mediante
recristalizaciones con diferentes disolventes organicos. Al mismo tiempo, Martinez
L. R en 2018 corroboré de manera inequivoca la estructura del alcaloide
dihidrosanguinarina (DHS) mediante un andlisis por difraccion de rayos X
(Martinez, 2018).
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3. JUSTIFICACION.

Este trabajo se justifica en primera instancia, debido a la alta prevalencia del
asma en el mundo, siendo de alrededor de 235 millones de personas, y a las
multiples muertes ocasionadas en 2015 (383,000 muertes por asma), las cuales han
ido en aumento. Asi mismo, también se reporta que el 80% de las muertes por asma
se registran con mayor incidencia en paises en vias de desarrollo, con lo que nos
da indicios que probablemente los farmacos no siempre estén disponibles o que su
precio no sea asequible, motivo por el cual se han buscado alternativas para aliviar
los sintomas que presentan una o varias patologias, siendo la medicina tradicional

el método mas empleado hasta la fecha.

Dicha busqueda es imprescindible, puesto que estas son utilizadas por la
poblacién para aliviar los sintomas desde la antigiiedad, al igual que es bien sabido

gue poseen gran variedad de moléculas de interés farmacologico.

Existen gran variedad de plantas usadas para diferentes tipos de afecciones,
siendo una de ellas, Bocconia arborea, ya que ha sido utilizada en el mundo y en el
México, para aliviar distintas enfermedades. Al pertenecer a la familia de las
papaveraceas posee gran variedad de moléculas del tipo alcaloide, mismos que han
sido de interés, por sus propiedades farmacolégicas, destacando a aquellas

relacionadas a procesos inflamatorios, como es el caso del asma.

Cabe mencionar, que, en 2017 Gaona Tovar E., determiné el efecto traqueo-
relajante de los extractos organicos de B. arborea, especificamente de la corteza 'y
hojas, estableciendo la presencia de distintos metabolitos de naturaleza alcaloide
del tipo benzofenantridina, siguiendo un criterio guimiotaxonémico. Por otro lado, en
2018, Martinez C. L. R., establecio la presencia de dihidrosanguinarina, como uno

de los principales metabolitos secundarios presentes en esta especie.

Por ello, siguiendo el criterio quimiotaxonémico, es importante estudiar los demas
constituyentes de la planta, como lo son los frutos, y asi establecer la posible

presencia de alcaloides de naturaleza benzofenantridina. Ademas de poder
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determinar si la época del afio afecta a los metabolitos secundarios, y su efecto
trAqueo-relajante, siendo de interés en este proyecto el encontrar moléculas con
dicha actividad. Asimismo, es importante continuar con la investigacion dada la
necesidad e interés de encontrar nuevas moléculas con mecanismo de accion

novedoso y por ende proporcionar nuevas alternativas para la terapia existente.
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4. HIPOTESIS

Los extractos organicos de las diferentes partes aéreas de Bocconia arborea
colectadas en enero y octubre del 2019, presentaran diferencias en la actividad
relajante sobre anillos de trdquea aislada de rata, y por lo tanto tendran diferencia

en el contenido metabdlico.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Establecer la colecta que presenta mayor actividad farmacoldgica en relacion con
la época del afio de su recoleccion, y del tipo de parte aérea, en un modelo ex vivo

sobre anillos de trdquea aislada de rata.

5.2 Objetivos particulares

1. Obtener los extractos organicos (hexanico, diclorometanico y metandlico) de
las distintas partes de Bocconia arborea (corteza, fruto y hoja) de dos
colectas distintas.

2. Determinar el efecto traqueo-relajante en un modelo ex vivo de traquea
aislada de rata de los extractos organicos de Bocconia arborea de las
diferentes partes y colectas.

3. Determinar la presencia de los alcaloides angolina y dihidrosanguinarina de
los extractos con mayor actividad farmacol6gica mostrada, por medio de
pruebas colorimétricas.

4. Establecer la colecta con mayor actividad farmacolégica en un modelo ex

Vivo.
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6. METODOLOGIA
6.1 Recoleccion del material vegetal

La recoleccion del material vegetal se realizd en enero del 2019 y octubre del
mismo afo por el Dr. Samuel Enoch Estrada Soto, investigador de la Facultad de
Farmacia de la Universidad Autonoma del Estado de Morelos (UAEM), en el poblado
de Santa Maria, Ahuacatitlan, municipio de Cuernavaca, Morelos.

La identificacién taxondmica la realiz6 la Dra. Irene Perea Arango del Centro de
Investigaciones en Biotecnologia (CEIB) de la UAEM cuyo Voucher adn se
encuentra en tramite. Posteriormente; se realiz6 la separacion del material vegetal
en hoja, corteza y fruto, para realizar el proceso de limpieza y desecado, que se
llevd a cabo a temperatura ambiente y a la sombra. Una vez seco el material vegetal,

se continuo con la molienda en un molino manual.

6.2 Obtencién de los extractos

Para la obtencion de los extractos organicos se utilizo la técnica de maceracion
exhaustiva, en donde se tomaron 82 g de material vegetal previamente molido y
seco, de cada una de las partes aéreas (corteza, fruto y hoja), que posteriormente
estuvieron en contacto con 300 mL de disolvente organico por orden creciente de
polaridad (hexano, diclorometano y metanol), por 72 horas y por triplicado.
Subsiguientemente, se elimind el exceso de disolvente de cada extracto mediante

presion reducida empleando un rotavapor Heildoph G-3 con bomba de alto vacio.

6.3 Cromatografia en capa fina de los extractos organicos de Bocconia

arborea

Para la identificacion de los metabolitos responsables de la relajacion, se utilizé

la cromatografia en capa fina (CCF), en donde se eluyeron los diferentes extractos
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organicos de hoja, corteza y fruto por separado. Se uso acetona para su aplicacion
y se utiliz6 una fase maovil 65:35 Diclorometano-Hexano, revelados en el UV de onda

corta y de onda larga.

6.4 Pruebas quimicas para la identificacion de metabolitos secundarios

Por otro lado, se realizaron pruebas quimicas para determinar la naturaleza de
los metabolitos presentes en los extractos organicos de las diferentes partes aéreas
de las dos colectas diferentes de B. arborea, para ello se realizaron placas CCF de
los extractos mas activos y las referencias de dihidrosanguinarina y angolina, estas
eluidas en un sistema de Hexano/Acetato de etilo (65:35). Para las pruebas
realizadas se emplearon los reactivos Lieberman-Buchard, vainillina, sulfato cérico

(IV), cloruro férrico, y Dragendorff.

6.4.1 Preparacion del reactivo: Lieberman-Buchard

Este reactivo fue preparado mediante la adicién de 1 mL de cloroformoy 1 mL
de anhidrido acético, manteniéndolo en agitacion suave. Posteriormente, el extracto
a evaluar fue disuelto en 1 mL de cloroformo y se le agregé el reactivo anteriormente
preparado. Se tomoO evidencia de la coloracion presentada. Finalmente se
agregaron 3 gotas de H2SOs4, agitando suavemente, y tomando nuevamente

evidencia de la coloracion, reportando si hubo cambios en la misma.

6.4.2 Preparacion del reactivo de vainillina al 1%

Para realizar esta prueba, el reactivo se preparé en un bafio de hielo, disolviendo
1 gr de vainillina en 20 mL de metanol, y agregar lentamente 1 mL de H2SO4
concentrado. Finalmente, se aforé a 100 mL. Por la alta inestabilidad de la vainillina,
frente a la luz, se almacend en un frasco ambar y en refrigeracion. La vainillina se
utilizé para el revelado de la placa CCF se agrega sobre la placa y por ultimo se

calienta en una patrrilla.
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6.4.3 Preparacién del reactivo: Sulfato cérico (1V)

La preparacion de este reactivo fue pesando 350 mg de hielo, posteriormente se
agregaron 12 gr de sulfato cérico. Manteniendo condiciones adecuadas en una
campana de extraccion, se adiciono lentamente 22.2 mL de acido sulfarico,
manteniendo en agitacion constante después de que el hielo se fundio.
Posteriormente, se agregd 15% de acido sulfurico. Una vez obtenido el reactivo
preparado, este fue agregado en toda la placa CCF y se calentd en una parrilla,

hasta que el caracteristico color amarillo del reactivo desapareciera.

6.4.4 Preparacion del reactivo: Cloruro férrico

La preparacion del reactivo consiste en preparar una solucién de cloruro férrico
al 5%, utilizando metanol como disolvente. El reactivo es agregado en toda la placa
CCF y para generar la reaccion se llevé a calentar en una parrilla.

6.4.5 Preparacion del reactivo: Dragendorff

El reactivo fue elaborado, mediante la adicibn de 8 g de nitrato de bismuto
pentahidratado en 20 mL de acido nitrico al 30%, con una solucion de 27.2 g de
yoduro de potasio en 50 mL de H20. Dejando reposar por 24 h, finalmente se
decant6 y aforé a 100 mL. Una vez preparado el reactivo, este fue agregado a la
placa CCF.

6.5 Evaluaciones farmacoldgicas
6.5.1 Animales

Para la realizacién de las evaluaciones farmacoldgicas fueron empleadas ratas
macho de la cepa Wistar con un peso de entre 250 y 300 g, alimentadas con Rodent
Labs Chow ® y libre acceso de agua en condiciones de bioterio. El estudio se llevo
a cabo de acuerdo con las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de los animales de laboratorio, como lo dicta la NORMA Oficial Mexicana NOM-
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062-Z00-1999 (Especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los

animales de laboratorio).

6.5.2 Reactivos

Para la realizacion de la evaluacion ex vivo, se emplearon los siguientes
reactivos: cloruro de carbacol y teofilina adquiridos en Sigma-Aldrich Co. (St. Louis,
MO, USA).

6.5.3 Obtencion de la traguea

Para la obtencion de la trAdquea, los animales fueron sacrificados en una cdmara
saturada con éter etilico, y posteriormente se procedié a realizar la diseccién. La
traquea fue extraida y cortada en anillos de aproximadamente 3-5 mm, los cuales
se colocaron en solucion de Ringer-Krebs [NaCl (118 g), glucosa (11.4 g), NaHCO3
(25 g), KCI (4.7 g), MgSOa4 (1.2 g), KH2PO4 (1.2 g), EDTA (0.026 g), CaCl2 (2.5 g)],
constantemente burbujeados con O2/CO2 (95%) y a 37 °C para la conservacion del

tejido.

6.5.4 Sistema de determinacion del efecto traqueo-relajante, registro de

datos.

Para determinar el efecto traqueo-relajante, los anillos de trdquea de rata fueron
previamente cortados y limpiados, se colocaron en 10 mL de solucién de Ringer-
Krebs a pH 7.4, y con un burbujeo constante de carbogeno (O2/CO2, 95:5), la
solucion se mantuvo a una temperatura constante de 37 °C con un bafio

recirculador.

Cada anillo se coloco en la cdmara de incubacion unida, por un lado, con ayuda

de un gancho al extremo de la camara y, por otro lado, a un transductor de fuerza
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Grass modelo FT 03 el cual emite los registros, posteriormente, los envia a un
poligrafo BIOPAC systems UIM 100C.

6.5.5 Evaluacion del sistema traqueo-relajante

Los anillos fueron sometidos a una tension basal de 2 g de fuerza y, se dejé un
periodo de estabilizacion aproximado de 30 min. A continuacion, el tejido fue
sometido a un proceso de sensibilizacién durante 15 min con carbacol [1 pM] a
intervalos de 30 min (por duplicado). Después de cada estimulacién, el tejido fue

lavado con la solucion Ringer-Krebs, para recuperar el nivel basal de la tension.

El tejido previamente sensibilizado, fue puesto en contacto con las diferentes
concentraciones de los extractos de forma acumulativa [3-1000 pg/mL] en ¥4 de
logaritmo (Figura 5). Posteriormente, se construyeron curvas de concentracion-

respuesta, para llevar a cabo esto se utilizo el programa Origin 8.0.

Lavado con Krebs Lavado con Krebs Muestras de prueba

\ \

Carbacol
1 uM

Carbacol
1 UM

Carbacol
1uM

Estabilizacion I Sensibilizacion I Evaluacion '
" 20-30min. " 50 — 60 min. " 40 — 50 min. !

Figura 5. Estabilizacién, sensibilizacién y evaluacion del efecto traqueo-relajante en

anillos de traquea aislada de rata contraidos con carbacol.
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6.5.6 Evaluacion a la CEso

Asimismo, se realizé la evaluacion de la CEso, siguiendo la metodologia del punto
6.5.5 (Figura 6) con ligeras modificaciones. Al finalizar, se agregé nuevamente

carbacol [1 uM], para corroborar que aun mantenga la capacidad contractil.

Lavado con Krebs Lavado con Krebs Muestras de prueba

\ \

Carbacol
1 uM

Carbacol
1 UM

Carbacol
1 UM

Estabilizacion I Sensibilizacion I Evaluacion '
¥ 20-30min. " 50 — 60 min. " 40 — 50 min. !

Figura 6. Estabilizacién, sensibilizacion y evaluacion del efecto traqueo-relajante en

anillos de traquea aislada de rata contraidos con carbacol a la ce50 establecida.

6.5.6 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos del efecto trdqueo-relajante son expresados como la
media de 5 animales * el error estandar de la media. Se utiliz6 el programa y Origin
8.0 para la realizacion de las graficas CEso, y para el andlisis estadistico GradPad
Prism 7.0, estableciendo una diferencia significativa de las medias p<0.05.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1 Obtencidn de los extractos organicos de Bocconia arborea

A partir de 82 g del material vegetal seco y molido, se obtuvieron los extractos
organicos de las diferentes partes aéreas, de sus respectivas colectas de B.
arborea. En la tabla 1 se presentan los pesos y rendimientos obtenidos en cada
maceracion, donde podemos establecer que los extractos con mejores rendimientos
obtenidos fueron los metandlicos de enero, seguido de los diclorometanicos de
octubre, esto para el caso de la hoja y corteza, como se observa en las gréficas 1y
3. En el caso del fruto, los mejores rendimientos se observan en el extracto
hexanicos de enero, seguido del extracto metandlico de enero, mostrado en la

gréfica 2.

Tabla 2. Peso y rendimiento de los extractos organicos de B. arborea

Disolvente: Hexano

Parte de la o
Peso Rendimiento
planta
Hoja 131g¢ 1.59 %
Fruto 9.743 g 11.88 %
Corteza 0.668 g 0.814 %

Disolvente: Diclorometano

Hoja 3.0994 g 3.78 %
Fruto 22191 ¢ 2.70%
Corteza 2.3187 g 2.82 %

Disolvente: Metanol

Hoja 7.4897 g 9.13 %
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Fruto 8.0914 g 9.86 %
Corteza 6.5362 g 7.96 %

Disolvente: Hexano

Parte de la planta Peso (Q) Rendimiento %

Hoja 1.2425 ¢ 1.52 %
Fruto 6.5418 g 7.98 %
Corteza 0.877¢9 1.07 %

Disolvente: Diclorometano

Hoja 1.6209 g 1.98 %
Fruto 2.1042 g 2.56 %
Corteza 2.6325¢ 3.21%

Disolvente: Metanol

Hoja 41044 g 5%
Fruto 6.133 g 7.47 %
Corteza 3.7816 g 4.61 %
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Gréfica 1. Porcentaje de rendimiento de los diferentes extractos organicos de hoja de B.
arborea, de las colectas de enero y octubre. EH= extracto hexanico; ED= extracto

diclorometanico; EM= extracto metandlico
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Grafica 2. Porcentaje de rendimiento de los diferentes extractos organicos de fruto de B.
arborea, de las colectas de enero y octubre. EH= extracto hexanico; ED= extracto

diclorometanico; EM= extracto metandlico
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Grafica 3. Porcentaje de rendimiento de los extractos de corteza de B. arborea, de las
colectas de enero y octubre. EH= extracto hexanico; ED= extracto diclorometanico; EM=

extracto metandlico
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7.2 Determinacion cualitativa por cromatografia en capa fina (CCF)

Con el fin de monitorear, conocer y comparar el perfil metabdlico de cada
extracto, se empled cromatografia en placa fina de los extractos organicos de
corteza, fruto y hoja, empleando un sistema 65:35 Diclorometano-Hexano v/v, en
donde se observa un amplio contenido metabdlico, y se logré determinar la variedad
y similitud que poseen los extractos como se muestra en la figura 7, donde destaca
la poca presencia de metabolitos en todos los extractos metandlicos, lo cual indica
gue no hay gran variedad de compuestos polares, siendo en su mayoria de baja
polaridad. Pese a que existe una amplia similitud cromatogréafica, cabe destacar
que, si hay diferencia con respecto a la época de colecta como es el caso de los
extractos diclorometanicos de hoja, donde se observa una mayor intensidad de las

bandas de estos metabolitos en la época de octubre.

Asi mismo, en la figura 8 se muestra la CCF de los extractos con mayor actividad
traqueorelajante, en donde se compar6é con 2 referencias, dihidrosanguinarina
(DHS) y angolina (AN), y como se puede observar, ambos extractos de fruto poseen
metabolitos que concuerdan con la referencia DHS. Por otro lado, estos extractos

no contienen AN, o posiblemente se encuentre en menor proporcion.
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EHe EHo EDe EDo EMe EMo EHe EHo EDe EDo EMe EMo EHe EHo EDe EDo EMe EMo

EHe EHo EDe EDo EMe EMo EHe EHo EDe EDo EMe EMo EHe EHo EDe EDo EMe EMo

Figura 7. Placas comparativas de los diferentes extractos organicos de B. arborea de las
colectas de enero y octubre, en un sistema de 65-35 Diclorometano-Hexano viv. A)
Fruto, B) Hoja, y C) Corteza, y sus respectivos extractos organicos (hexanico,
diclorometanico y metandlico), observada a diferentes longitudes de onda, 1 corta, 2
larga. Extracto Hexanico de enero (EHe), Extracto Hexanico de octubre (EHo), Extracto
Diclorometanico de enero (EDe), Extracto Diclorometanico de octubre (EDo), Extracto

Metandlico de enero (EMe), Extracto Metandlico de octubre (EMo).
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Figura 8. Cromatografia en capa fina de los extractos con mayor actividad relajante, de B.

arborea, en un sistema de elucién de Diclorometano-Hexano 65:35 v/v.
Corteza de Enero (CE), Fruto de Enero (FE), Fruto de Octubre (FO), Dihidrosanguinarina
(DHS), Angolina (AN).
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7.3 Determinacion cualitativa por pruebas colorimétricas

Para la determinacién de metabolitos secundarios presentes en B. arborea se

realizaron distintas pruebas colorimétricas. Entre las que se encuentran:

e Liebermann-Burchard
e Vainillina

e Sulfato cérico (1V)

e Cloruro feérrico

e Dragendorff

La prueba de Liebermann-Burchard es empleada para determinar la presencia
de compuestos del tipo triterpenoides y esteroides. Como se observa en la figura 9,
el cambio de tonalidad fue ligero en todos los extractos, lo que sugiere la posible
presencia de triterpenos, pero en una menor proporcion. En el caso de los
compuestos puros usados como referencia se observa un ligero cambio de color,
observandose mas opacos los colores, pese a que se trata de estructuras derivadas
de alcaloides, estas poseen una estructura base similar a los esteroides, como
menciona Rodriguez R., en el 2016, pose estructuras benzofenantridinicas, puede
deberse a la presencia de este tipo de estructuras que se observe un ligero cambio

en la tonalidad.

3 lhliﬁlim.,f

EDCe .EDEe EDFo DH AN

Figura 9. Prueba de Lieberman-Buchard sobre los extractos de B. arborea

En la imagen A) se muestra antes de agregar el acido sulfirico concentrado y en la B)

posterior a su adicion.
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La vainillina es considerada un revelador general, sin embargo, existe evidencia
de que revela compuestos tipo terpenos, donde puntos color violeta sobre la placa
da positivo para la presencia de estos (Prado, 2017), también se considera que
revela compuestos oxigenados. Como se observa en la figura 10a, no se observan
puntos de tal color, con lo cual se podria descartar la presencia de terpenos, sin
embargo, muestra bandas de color amarillo y algunas bandas tenues, que podria
tratarse de compuestos que poseen en su estructura nucleofilos y/o compuestos

oxigenados, como es el caso de DHS y AN los cuales se observan bandas amarillas.

El Sulfato cérico (IV) es un revelador universal de alcaloides, sin embargo,
también se conoce que puede revelar moléculas del tipo indoles (coloracion
amarilla) y dihidroindoles (coloracién roja) (Avila, 2014), y como se puede observar
en la figura 10b, la placa revelada con sulfato cérico (V) presenta manchas color
rojizas, sin embargo, no podemos concluir que sean exactamente los descritos ya

que es un revelador universal.

Asi mismo, se realizd la prueba con Cloruro férrico, la cual es una prueba
colorimétrica tradicional para fenoles, en donde se forma un complejo coloreado
transitorio o permanente que varia entre purpura, verde o azul, e indica la presencia
de un fenol o enol (Barrera, 2014). En la placa cromatografica de la figura 10c, se
observan unas pequefias manchas en EDFe y EDFo que podria indicar la presencia

de algunos compuestos que presentan fenol o enol en su estructura.

Por ultimo, se utilizé el reactivo de Dragendorff, donde la presencia de alcaloides
se detecta por la formacion de un precipitado naranja rojizo (Barrera, 2014). En la
figura 10d, se observa que en los extractos y en las referencias se forman manchas

de color rojizo, que confirmaria la presencia de alcaloides en nuestros extractos.

48 |Pagina



[

“Determinacion del efecto relajante ex vivo de extractos organicos obtenidos %U”Qd
de las diferentes partes de Bocconia arborea de dos colectas diferentes” 43 Farmacia

Conocimiento al servicio de la salud

B) Sulfato cérico (V)

EDCe EDFe EDFo DHS AN
D) Dragendorff

C) Cloruro fe’rrigN

EDCe EDFe EDFo DHS AN

Figura 10. Cromatografia en capa fina de los extractos méas activos de B. arborea con
referencias de DHS y AN reveladas con:
A) Vainillina B) Sulfato cérico (IV) C) Cloruro férrico D) Dragendorff
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7.4 Efecto relajante de trdquea a una concentracion establecida

Una vez obtenidos los extractos organicos secos de las diferentes partes aéreas
y Sus respectivas épocas de colecta, de B. arborea se llevé a cabo la evaluacion del
efecto relajante, en un modelo ex vivo en traquea aislada de rata, a la concentracion
efectiva media de 117 = 2.9 ug/mL, valor que fue tomado de datos establecidos por
Gaona Tovar E. en 2017 (Gaona. T. E, 2017).

Los extractos organicos de hoja no muestran diferencia significativa entre
temporadas, ni por parte aérea evaluada. Por otro lado, es significativo destacar que
el efecto mostrado a esta concentracion establecida no es mayor del 40%, como se
observa en la grafica 4. Dicho esto, podemos inferir que las hojas carecen de
metabolitos secundarios con efecto relajante de trAquea a esta concentracion

establecida.
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Gréfica 4. Evaluacion del efecto relajante, en un modelo ex vivo de traquea aislada de

% de relajacion
ul
o
1
N
N

rata, de los extractos organicos de hoja de B. arborea, de las colectas de enero y octubre,
ala CEsp de 117 = 2.9 yg/mL. EH= extracto hexanico; ED= extracto diclorometanico; EM=

extracto metandlico

ANOVA de una via, con comparativa de Bonferroni de los extractos de octubre con

respecto a los de enero, de cada disolvente organico.

Para el caso de los extractos organicos de corteza, mostrados en la grafica 5,
podemos observar que los extractos, tanto hexanicos como metandlicos, no
presentan diferencia estadisticamente significativa, con respecto a la época de su
colecta. Por otro lado, los extractos diclorometanicos si presentan diferencia, siendo
asi, que la colecta de enero resultdé ser mas eficaz, en relacion con la época de
octubre, asi como con los demas extractos organicos, ya que presenta un 100% de

relajacion a la CEso evaluada.
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Grafica 5. Evaluacion del efecto relajante, en un modelo ex vivo de traquea aislada de
rata, de los extractos organicos de corteza de B. arborea, de las colectas de enero y
octubre, a la CEsp de 117 £+ 2.9 ug/mL. EH= extracto hexanico; ED= extracto

diclorometanico; EM= extracto metandlico

ANOVA de una via, con comparativa de Bonferroni de los extractos de octubre con
respecto a los de enero, de cada disolvente organico

Por ultimo, como se observa en la grafica 6, los extractos de fruto presentan
diferencia estadisticamente significativa dependiendo del disolvente empleado, sin
embargo, la época de colecta no modifica su efecto. Siendo asi que, los extractos
diclorometanicos, generan el 100% de relajacion a la concentracion establecida

previamente.
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Grafica 6. Evaluacion del efecto relajante, en un modelo ex vivo de traquea aislada de
rata, de los extractos organicos de fruto de B. arborea, de las colectas de enero y octubre,
ala CEsp de 117 £ 2.9 pg/mL. EH= extracto hexénico; ED= extracto diclorometanico; EM=

extracto metandlico

ANOVA de una via, con comparativa de Bonferroni de los extractos de octubre con
respecto a los de enero, de cada disolvente organico

7.5 Curvas concentraciéon respuesta de los extractos mas activos.

Con la finalidad de comparar de manera cuantitativa los extractos que
presentaron mayor actividad en el ensayo previamente descrito, se evaluaron los
extractos diclorometanicos de corteza de la colecta de enero (EDCe), vy
diclorometanicos de fruto de ambas colectas (EDFe y EDFo, respectivamente), en
el modelo ex vivo de traquea aislada de rata, y para ello se realizaron curvas
concentracion respuesta de relajacion, teniendo como referencia a teofilina, el cual

es un farmaco empleado para amenizar los sintomas presentados en asma.
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Los resultados obtenidos se muestran en la grafica 7, donde podemos observar
que los tres extractos evaluados presentan un Emax del 100%, siendo mayor al
presentado por el control teofilina (Emax = 94.07 + 1.79 %), sin embargo, el EDFe
(Emax = 115.87 + 3.55 %, CEs0=41.68 + 2.65 pg/mL) y el EDFo (Emax = 127.54 +
5.48 %, CEso=40.14 + 3.99 ug/mL) no presentan diferencia significativa entre ellos,
no obstante estos si presentan diferencia significativa con respecto al EDCe (Emax
=113.75 +5.78 %, CEso=5.52 + 5.59 pg/mL), destacando este ultimo como el mas
potente. En esta misma grafica podemos observar que los EDF de ambas colectas,
presentan un efecto similar a teofilina (CEso = 53.01 + 3.64 pug/mL), resultando ser
ligeramente menos potente que los EDF de ambas colectas, por otro lado, el EDCe

resulté ser 10 veces mas potente que teofilina y los otros dos extractos.

F* ko
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Relajacion (%)

1004 w-Teofilina

—d4— EDC enero

—a@— EDF octubre H

120 —%— EDF enero
140 -
1 10 100 000
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Gréfica 7. Efecto traqueorelajante de los extractos organicos de B. arborea vs Teofilina en

anillos de traquea aislada de rata sobre la contraccién inducida por carbacol [1uM].
ANOVA de dos vias con comparativa de Bonferroni del extracto de corteza de enero con

respecto a los de fruto de ambas colectas.
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Debido al comportamiento obtenido de las curvas concentracion respuesta, los
extractos de fruto presentan efecto similar a la teofilina, esto sugiere que
posiblemente posean un mecanismo de accién semejante a este farmaco, el cual
actua como inhibidor de la fosfodiesterasa, bloqueador del receptor de adenosina y
activador de histona desacetilasa (Wishart, 2018). Aunado a esto, Gaona T.E.
menciona que los extractos de corteza presentan mecanismo de accion basado en
la inhibicion de las enzimas fosfodiesterasas, el cual podria ser el mecanismo

funcional que sigan los extractos de fruto del presente trabajo (Gaona. T. E, 2017)

Una vez determinadas las curvas concentracion respuesta de los extractos mas
activos, se realiz6 una segunda medicion de dicha actividad para poder corroborar
la toxicidad de los extractos a su CEso establecida en el ensayo descrito
anteriormente, es decir, comprobar que el efecto relajante es inducido por las
propiedades de los extractos, y no debido a que generen la muerte del tejido en el
sistema in vitro. En la grafica 8, se observa el efecto relajante a la CEso de cada uno
de los extractos, y en la gréfica 9, se observa el efecto contractil inducido por
carbacol, posterior al inducir el efecto relajante por parte de la CEso de los extractos,
lo que nos indica que los extractos no dafian el tejido puesto que sigue activo y es

capaz de responder de la misma manera.
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Gréfica 8. Efecto relajante de los extractos mas activos de B. arborea a la CEsp

establecida.
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Grafica 9. Efecto contractil inducido por carbacol posterior a la aplicacion de los

extractos mas activos.
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8. CONCLUSIONES

El estudio fitoquimico preliminar nos permitié establecer que la época de colecta
afecta la proporcion de metabolitos secundarios presentes en cada una de las
partes aéreas, siendo mayoritaria en la época de octubre, sin embargo, esto no se
ve reflejado en el efecto relajante en traquea, ya que solo los EDC presentan
diferencia con respecto a la temporada de colecta, siendo mas eficaz la colecta de

enero.

Por otra parte, existe diferencia en el contenido metabdlico en relacién con la
parte aérea, siendo que la corteza conserva mayor contenido de metabolitos,
seguido del fruto, y por ultimo las hojas. Lo anterior se ve reflejado en las
evaluaciones ex vivo a la CEso de 117 + 2.9 ug/mL establecida en estudios previos,
siendo el EDCe el mas potente, seguido de los EDF de ambas colectas que

presentaron el mismo efecto.

Los extractos mas activos demostraron tener la presencia de
Dihidrosanguinarina, considerando a este como uno de los principales compuestos
responsables de la actividad trdqueo-relajante, sin embargo, también posee otros
compuestos de tipo alcaloide, fenoles y/o compuestos oxigenados, los cuales no

pueden ser descartados como responsables de la actividad relajante.

Adicionalmente, se corrobord que no hay dafio al tejido por parte de los extractos
gue resultaron mas activos al evaluarse en su respectiva CEso en el modelo de

evaluacion establecido, y que el efecto es inherente a su actividad farmacologica.

Por ultimo, pese a que el EDCe resultd ser el mas activo, es de importancia
considerar prioritarios a los EDF, ya que la obtencion del material vegetal es mas

facil y menos destructivo que la obtencion de la corteza.
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9. PERSPECTIVAS

1. Determinar el mecanismo de accion funcional de los extractos organicos que

resultaron mas activos

2. Determinar el perfil fitoquimico de los extractos que resultaron mas activos y
obtener los compuestos bioactivos responsables de la actividad.

3. Realizar estudios toxicoldgicos tanto de los extractos mas activos, asi como

de los alcaloides mayoritarios de Bocconia arborea.

4. Determinar el efecto antiasmatico en un modelo in vivo de hiperreactividad

bronquial en cobayos.
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27 de abril del 2020.

| presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es vélido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

ANTONIO MONROY NOYOLA | Fecha:2020-11-19 21:09:11 | Firmante
NgsGApesPucCOtLItiprudCpMoB1EBS9sJLZDIXc27N8pBOscOvVNDPXDi+/BUnJwZR6fbe QTtmATMKOMtMwWY6zvOx4vqitLDU7jILIY ppXXIRCZhtH1ToZis2FkFJ8L/Os0kGejdf83
Babljs0zeFRU4A9BF4+ZT7uBLin+ow7mlalaulSM624LiSpxeWekyskDWBDuUFRPTzZwi7D40x9z7iKMQIlkbzasdCDyVq2uWR1rP2JLwR26Zbe8TjOq+yLkQD51Ih8PAQkY46ZJ
N8XA67HWJzVt5eZYTFEg4HgYOmM/vXKUXIXJaiQxwéchUcl2+Ri5inPKg/zn/UzSZOGg==

ANGELICA FLORES FLORES | Fecha:2020-11-20 10:29:08 | Firmante
ABclaaKGveBwubalThGrdDKKWzvzxYRJIYu9wHpid09JrbLN8NYdFFZMXtW4EOg64fd1XkztFeO2Us7gKxmOacfLoXSAt+LuHY/5qcXWRzcjyvegi+dCM4M5NdwiYELoD+mhZfuv
iHZbDGsUfekgDfJCc7Ngh9INWNVcto0061zZA0ZKIH21lce8KWyY4iKIdRIOZ9I1+p3rY GIMm1pNP8s1/rnhKzuPwo/yr8g+BKxHdIzpmm9EHau2el8E3pSH2mcGguxu/ay2JctiL5Exb9
dyLTPC3B7m71BqIMvhCegsOWAzpuPVEYYjIVHcvKAGdQIES3FxO6nqoV7/RLua0BkQ==

ERICK AYALA CALVILLO | Fecha:2020-11-20 12:28:54 | Firmante
h8thOB1Kh8Tjc82HIBVSIO0TuGskuRcSfmK3CkowrPvjSXmTA74cOK/iG+ocqrVNsgXPIk0t7Lm50nPfUuGdf5+7jQ30evw1Hz+z26 CQIM9jouzBUEVXx4CL7mHjR4y5zyJ/PEk+Ydo
Uh5MdIPNKDcfwfypcBLHe3HzrJ2SVDCgPv061d50JEPwm0ddB1ly5zsvDGemSa/zsEeQW+ZJHoYatLe11RiB8knbQu8ztCl8wlbe 76 RFtg5TLICIEQISRBcbv88nEH0S04ulVyVWw
sK0baeVxuQQbkUEJonbMOH12ihbVBDKgpsX+ah8HoOFnag9YtDxfEheBSDXtmOgexvpw==

IRENE DE LA CONCEPCION PEREA ARANGO | Fecha:2020-11-20 13:21:16 | Firmante
QB8U/ghpyl7p6Jut4D8Lynn100GnNRSPQUsDOx+Ub5TQHTrI8kSrtIFIQqyHWTVPOvh9g4Xk/dCetFXR3nS7kv70l3y7rS/HANN/KWBNQ8u0gS1x5UWENoycgcutl+SSkqQO/q61C99
sxBklcpeAuJLM4iUWSIndGXYq5a0ZBN/uhhFpl5+W2u76j5bH2zSiDUXgMCmvz41jZSI8LO6LpYZYMSSuBgWgfXQZbG/xxo8NeJatl/lIV+ylebXrCML5WH3wZhAYuY1g/gX+AVUq
WdCtIpubEmMDMME45INGBVmMIJuYcYLNTVAWQ1plb2VWIzBWPMbCPTt9eLi8XCaCFZFfw==

JORGE ARMANDO MORENO ESCOBAR | Fecha:2020-11-23 01:14:57 | Firmante
ZI2NWXd04CWrHIYXR+ZNca+tG8r07zcllua+KHO0ebdyuRGiYABVaCp//RrHCBtWFRMFmwKJg101TBI8g0eovyYLzD2CWvOgnZJtXz+CIxH7woluvVT2Q/LgpEbiZdOm8Y+8WhA
WwPOhuwcX49tcEkjg9UmUwIimou43UJO0UaoZCEYV/sGcWUJAC58Dh+isRMFrGZNv1F6krdy TIXpaEXHmM2TxqrP++dsS2shEObm86LGNZXMHMBFaG2zHYXBECrc2UaSPrDIq
bQCYAalY4I2jzLLGgSY4J2E+rUxFOJrUMINXLC9RVWRJIZzVUctUgqyDLgnVAfOz1imUzfKOSNqJ1PsQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

NOtTZh

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/ACvcRkpH3RIzGs5wzVe2s3DQ1U6XRHN6
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