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Angolina

Adenosina trifosfato
Bocconia arborea

Bocconia frutescens
Bocconarborina A
Cromatografia en capa fina
Concentracion efectiva media
Células natural killer
Dihidrosanguinarina

Extracto Diclorometanico
Extracto Hexanico

Extracto Metandlico

Efecto Maximo

Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica

Global Initiative for Asthma
Guanosina monofosfato
Guanosina monofosfato ciclico

Hiperreactividad bronquial
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Corticoesteroides inhalados (Por sus siglas en inglés:

Inhaled Corticosteroids)

Inmunoglobulina E

Interleucina

Linfocitos T-CD4 positivos tipo 2
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MLVA Musculo liso de las vias aéreas
NO/GCs Oxido nitrico/Guanilato ciclasa soluble
NOS Oxido nitrico sintasa

OMS Organizacion Mundial de la Salud

0Q Oxiqueleritrina

0S Oxisanguinarina

viv Volumen/volumen

VA Vias aéreas
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V. RESUMEN
Las enfermedades respiratorias representan una carga economica de gran peso

para la sociedad en general. El asma, figura como una de las mas comunes. Esta
es caracterizada por diferentes signos y sintomas entre ellos sibilancias, dificultad
para respirar, opresion en el pecho y tos. Es una de las enfermedades mas
dificiles de diagnosticar, ya que la mayoria de los pacientes asmaticos son
infantes. Dicha patologia posee tratamiento farmacologico, pero debido a los
efectos adversos de los farmacos, la complejidad del padecimiento e incluso
factores econdmicos, la poblacién se inclina por el uso de la medicina herbolaria,
por su disponibilidad, facil acceso, etc. Dada la alta demanda de la medicina
tradicional, y al uso indiscriminado de esta, es importante estudiar las plantas
medicinales, con el fin de darles un sustento cientifico que garantice su uso,

ademas de poder obtener moléculas con actividad farmacoldgica de interés.

Tal es el caso de Bocconia arborea, la cual tiene uso etnomédico para tratar
afecciones de la piel, contrarrestar picaduras de arafia, y como antidiabético.
Ademas, el equipo de trabajo del Dr. Samuel Enoch Estrada Soto ha estudiado
esta planta. Gaona-Tovar, obtuvo los extractos de corteza y hoja, ademas
demostré que poseen un efecto traqueo-relajante sobre la musculatura lisa.
Adicionalmente, Martinez-Cuevas determiné el efecto antidiabético y toxicolégico
de los extractos de B. arborea y pudo identificar a dihidrosanguinarina por
difracciéon de rayos X. Posteriormente, en un estudio fitoquimico del extracto
metandlico de corteza, se aislé dihidrosanguinarina y angolina, este ultimo tuvo

efecto relajante sobre la musculatura lisa.

Con estos antecedentes, el presente trabajo tiene como objetivo continuar
estudiando las partes aéreas de B. arborea, y encontrar compuestos bioactivos
que sirvan como prototipo para el desarrollo de nuevos farmacos con mecanismo
de accion novedoso. Por ello, se determind el efecto traqueo-relajante de los
extractos organicos de corteza de B. arborea. Los extractos diclorometanico
(Emax= 100.00 = 1.12 %, CEso= 77.20 £ 6.65 pg/mL) y metanolico (Emax= 100.00
+ 5.23 %, CEso= 78.14 + 5.68 pug/mL) alcanzaron el 100% de relajacion. Posterior

12
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a ello, se hizo un fraccionamiento primario del extracto diclorometanico, para aislar
las moléculas responsables de esa actividad. A partir del fraccionamiento se
obtuvieron 6 fracciones finales, ademas de dihidrosanguinarina, bocconarborina A,
y angolina. A partir del fraccionamiento secundario de la fraccion 4, se obtuvieron
2 compuestos mas, oxisanguinarina, y oxiqueleritrina, en colaboracién con Batalla-
Roldan. A los 5 compuestos se les determind el efecto traqueo-relajante
dictaminando a angolina como el mas activo. Ademas de que se establecio el
mecanismo de accién del compuesto, el cual actia a través de un bloqueo de los

canales de calcio.

Asimismo, para corroborar si los compuestos estaban presentes en otras partes
de la planta, se decidi6 evaluar los frutos de B. arborea. Se implementé un
fraccionamiento primario y se evidencid la presencia de oxisanguinarina.
Finalmente, los resultados sugieren que los compuestos son dependientes de la

concentracion, y podrian tener sinergismo al encontrase en el extracto integro.
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VI.  ABSTRACT
Respiratory diseases represent an economic burden for society in general, and

asthma is listed as one of the most common. This pathology is characterized by
different signs and symptoms including wheezing, shortness of breath, chest
tightness and cough. It is one of the most difficult diseases to diagnose because
most asthmatic patients are infants. Currently, asthma has pharmacological
treatment, but due to the side effects of the drugs, complexity of the condition and
even economic factors, population prefer the use of herbal medicine, due to its
availability, easy access, etc. Because of the high demand of traditional medicine,
and its indiscriminate use, it is important to study medicinal plants, to give them
scientific support that guarantees their use, and obtain molecules with

pharmacological activity of interest.

That is the case of Bocconia arborea, which has ethnomedical use to treat skin
conditions, counteract spider bites, and as an antidiabetic. In addition, the Lab-
team of Dr. Samuel Enoch Estrada Soto has studied this plant. Gaona-Tovar
obtained the bark and leaf extracts and demonstrated their trachea-relaxant effect
on the smooth muscle. Additionally, Martinez-Cuevas determined the antidiabetic
and toxicological effect of the extracts of B. arborea and was able to identify
dihydrosanguinarine through X-ray diffraction analysis. Subsequently, in a
phytochemical study of the methanolic extract of the bark, it was possible to isolate
dihydrosanguinarine, and angoline, this latter compound shown relaxant effect on

the smooth muscle.

With this background, this present work aims to continue studying the aerial parts
of B. arborea and isolate bioactive compounds that can be use as prototypes for
the development of new drugs with novel mechanism(s) of action. Therefore, the
trachea-relaxant effect of the organic bark extracts of B. arborea was determined.
The dichloromethane (Emax= 100.00 + 1.12%, ECso= 77.20 + 6.65 ug/mL), and
methanolic (Emax= 100.00 + 5.23%, ECso= 78.14 £ 5.68 pg/mL) extracts reached
100% relaxation. After that, a primary fractionation of the dichloromethane extract

was carried out, to isolate the molecules responsible of the activity mentioned.
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From this fractionation, it was possible to obtain 6 final fractions, and 3
compounds: dihydrosanguinarine, bocconarborine A, and angoline. From the
secondary fractionation of the F4, it was possible to obtain 2 compounds,
oxysanguinarine, and oxychelerythrine, in collaboration with Batalla-Roldan. The
trachea-relaxant effect of the 5 compounds was determined, where angoline was
the most active. In addition to establish the mechanism of action of the mentioned
compound, several experiments were carried out, and the results showed that

angoline acts through a blockade of calcium channels.

Also, to corroborate if the compounds were present in other parts of the plant, it
was decided to evaluate the fruits of B. arborea. A primary fractionation was
implemented and showed the presence of oxysanguinarine.

Finally, the results suggest that the compounds dependent of the concentration
and could have synergism when found in the whole extract.
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1. INTRODUCCION

El asma es una enfermedad heterogénea, frecuentemente caracterizada
por inflamacién cronica de las vias aéreas (VA). Es definida por los sintomas que
se presentan, tales como: sibilancias, dificultad para respirar, opresion en el pecho
y tos. Esos sintomas son muy variables, puesto que la intensidad y el tiempo en el
que ocurren dependen de cada paciente. Asimismo, se observa hiperrespuesta
bronquial, obstruccién variable al flujo aéreo que puede ser total o parcial, y que se
da de manera reversible (Global Initiative for Asthma, 2022) (Guia espafiola para

el manejo del asma, 2020).

En la actualidad, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estima que hay 235
millones de personas con asma en el mundo (OMS, 2020). Aunque el asma es
una enfermedad que no tiene cura, podemos mencionar el tratamiento existente
para disminuir la sintomatologia. Existen 2 tipos de tratamientos: farmacolégico y
no farmacolégico (Larenas-Linnemann et al, 2017). Primordialmente se debe
seguir el tratamiento no farmacoldogico, el cual incluye la evaluacion exhaustiva de
los factores de riesgo que son prevenibles y estrictamente evitados, para impedir
las crisis y/o agravar el asma en los pacientes, asi como evitar las visitas no
planificadas al hospital (Nufiez, 2010). El tratamiento farmacoldgico incluye
broncodilatadores y medicamentos antiinflamatorios, ademas de las medidas
educativas y ambientales efectivas para muchos pacientes asmaticos. Sin
embargo, algunos pacientes con asma grave o que no tienen control adecuado de
su enfermedad, responden mal a estos medicamentos, y por lo tanto la busqueda

de farmacos es imprescindible (Camoretti-Mercado, 2009).

Una fuente importante de donde se obtienen moléculas bioactivas son las plantas
medicinales. Ademas, en zonas rurales de paises en desarrollo, o en lugares de
dificil acceso a los medicamentos modernos, la poblaciéon confia en la medicina
tradicional herbolaria, ya que también es parte del conocimiento etnomédico

transmitido de generacion en generacion (Azman, 2021).
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Por ello, es imprescindible la busqueda de farmacos a partir de plantas

medicinales, para su sustento cientifico; ademas de poder encontrar moléculas
bioactivas con mecanismo de accién novedoso. Dadas las razones anteriores, el
objetivo del proyecto es enriquecer el conocimiento sobre la especie medicinal
Bocconia arborea (B. arborea), asi como establecer la actividad farmacologica de

algunos de sus metabolitos.
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2. ANTECEDENTES
2.1.1. Sistema respiratorio

El aparato respiratorio tiene como funcién principal la homeostasis entre el
dioxido de carbono y el oxigeno, este ultimo es utilizado por las células para las
reacciones metabdlicas que liberan energia y producen adenosina-trifosfato (ATP).
Ademas de intervenir en el intercambio gaseoso, también participa en la
regulacion del pH sanguineo. El aparato respiratorio estd conformado por la nariz,
la faringe (garganta), la laringe (caja de resonancia u érgano de la voz), la traquea,
los bronquios y los pulmones (Tortora, 2002).

Ademas, el aparato respiratorio también se subdivide en via area alta: cavidad
nasal, faringe y laringe, y via area baja: trdquea, bronquios y alvéolos (Fig. 1)
(Sanchez, 2018).
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Fig.1l. Clasificacién anatomica de las vias aéreas. Tomado de (Sanchez, 2018).

La traquea es parte de las vias aéreas bajas, representa la entrada del arbol
trAqueo-bronquial, y se caracteriza por sus anillos de cartilago en forma de “C”,

gue otorgan rigidez y evitan su colapso al momento de respirar (Sanchez, 2018).
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La traquea, componente principal del sistema respiratorio, esta conformada en su
mayoria por células del musculo liso, las cuales pueden contraerse, generar
fuerza, y ser excitados eléctricamente. Algunas de estas pueden permanecer
contraidas durante tiempos prolongados ya que poseen proteinas como actina,

desmina, integrina, etc. (Bordoni, 2019).

2.1.2. Asma

Existe una gran variedad de enfermedades que afectan al sistema respiratorio,
como la Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crénica (EPOC), asma y actualmente,
COVID-19  (Palacios-Cruz, 2021). Sin embargo, la principal enfermedad
respiratoria que afecta de manera indiscriminada en todas las edades es el asma,
especialmente a infantes, donde se reportan la mayoria de los casos, ademas el
estudio de Global Burden of Disease Study estim6 que en 2019 habia 262
millones de personas que padecian asma, equivalente a 3416 casos por cada
100,000 habitantes (The Global Asthma Report., 2022).

Esta enfermedad es causa de ausencia escolar infantil, hospitalizaciones cuando
no se lleva un control adecuado, y en casos extremos, la muerte. Este
padecimiento respiratorio conlleva signos y sintomas notorios, como lo son jadeos
(respiracion cansada), sibilancias (sonido silbante durante la respiracion), opresion
toracica y tos. Los cuales son intensidad variada y en diferentes momentos del
dia. (Global Initiative for Asthma, 2022). Ademas, el asma tiene estrecha relaciéon
con la inflamacién de las VA, ocasionando que el musculo liso de las VA se vuelva
“‘inestable” y responda de forma exagerada a estimulos diversos como el aire frio,
el ejercicio, el estrés, los agonistas colinérgicos, e histamina, que disminuyen el
calibre bronquial y dificultan el flujo del aire (INER, 2017). La inflamacién involucra
una compleja interaccion de células con la proliferacion y activacion de los
linfocitos T-CD4 positivos tipo 2 (LTH2), las cuales secretan numerosas
interleucinas importantes en la fisiopatologia del asma, como la IL-4 e IL-13 que

aumentan la hiperreactividad bronquial (HRB).
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Asimismo, se ha descubierto que la inflamacion cronica en el asma conlleva a un
remodelado de las VA, y posiblemente también del parénquima (tejido encargado
del intercambio gaseoso), que finalmente termina en pérdida progresiva de la
funcion pulmonar. Se ha encontrado que la IL-5, provoca metaplasia en el tejido
bronquial, siendo responsable de la remodelacion (Roldan-Breton, 2015)
(Martinez-Ramirez, 2006) . La HRB, también es causa de los cambios
estructurales en las VA vy, junto con la inflamacion crénica, generan la
remodelacion de estas vias, en donde se engrosan de esta y provocan la
disminucién permanente de su calibre, es decir, habra limitacion irreversible al flujo
de aire (Cobos, 2003) (Diaz, 2006).

Debido a que es una enfermedad multifactorial, hay diferentes causantes que

predisponen o son los responsables de provocarla, entre los que destacan:

e Genéticos

e Sexo

e Alérgenos

e Dieta

e Contaminacion ambiental
e Tabaco

e Obesidad

e Infecciones (Sanchez-Cuellar, 2013).

Sin embargo, hoy en dia se sabe que los genes son importantes en el asma, pero
es necesaria la participacion de otros detonantes para determinar el tipo de asma

desarrollada, asi como el prondstico y el tratamiento (Aguilar, 2009).

Indagando entre los factores genéticos, el asma se relaciona con cromosomas y
genes que generan esta enfermedad; aunque no existe un patrén hereditario que
se pueda definir por completo, ya que se han reportado mas de 100 genes

asociados al asma en diferentes loci (Aguilar, 2009).

Esta patologia resulta ser muy heterogénea, ya que abarca diferentes fenotipos

(caracteristicas derivadas de la combinacion de diversos factores ambientales y
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hereditarios) y endotipos (definidos por mecanismos fisiopatologicos) del asma. No
obstante, debemos resaltar el factor alérgico, ya que el asma de mayor
prevalencia es la del tipo alérgica, donde hay alta concentracién de LTH2, ademas
de inmunoglobulina E (IgE) especifica (Lacoba-Garrido, 2022).

2.1.3. Musculatura lisa de las vias aéreas

El masculo liso de las vias aéreas (MLVA) se ubica en la porcién posterior
de las vias respiratorias, en las centrales cartilaginosas y en las mas pequefas
ubicadas en el pulmén distal, es decir, este tejido esta distribuido a lo largo del
aparato respiratorio. El mecanismo del MLVA es de suma importancia, ya que
enfermedades respiratorias como el asma, se asocian con la desregulacion de su
funcién. El aumento de la reactividad del MLVA a los agonistas contractiles se
denomina hiperreactividad de las vias respiratorias, 2 moléculas importantes para
la hiperreactividad son la histamina y la metilcolina, ya que obstruyen los
conductos aéreos, que es un sintoma caracteristico del asma (Bolton, 2018)
(Lam, 2019).

Asimismo, el MLVA tiene un tono intrinseco que puede alterarse por la liberacion
de agonistas como la acetilcolina, que lo mantiene estable a través de los
receptores muscarinicos (Lam, 2019). El tono o grosor de la traquea y los
bronquios es controlado por el nervio vago, que hace que los nervios
parasimpaticos provoquen la apertura base, que es estable pero facilmente
reversible (Abad-Santos, 2003).

La acetilcolina es un neurotransmisor enddégeno que se une a 2 receptores, los
muscarinicos y los nicotinicos (Martinez-Sanchez, 2014). Para este proyecto
abordaremos los receptores muscarinicos de acetilcolina. Existen 5 receptores:
M1, M2, M3, M4, M5, y los M3 regulan musculo liso y se localizan de manera
abundante en las células de las vias respiratorias (Kruse, 2012).
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El mecanismo de contraccion de la musculatura lisa esta dado por la unién de un
agonista (como la acetilcolina y analogos), a los receptores muscarinicos, esa
union induce la contraccion del musculo liso de las vias respiratorias que
dependen de Ca?*. A través de las subunidades a de las proteinas G asociadas, el
receptor muscarinico M3 activa la fosfolipasa C (PLC), que libera inositol 1,4,5-
trisfosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG). Posteriormente el IP3 se une al receptor de
IP3, induciendo la liberaciéon de Ca?* del reticulo sarcoplasmatico. El Ca?* se une a
calmodulina, conduciendo a la activaciéon de la quinasa de cadena ligera de
miosina, que fosforila la cadena ligera de la miosina, y en conjuncion con actina
forman el puente cruzado, generando la contraccién. Por lo tanto, el bloqueo de
estos receptores es importante en ciertas patologias como el asma y el EPOC, ya
que se interviene directamente en el proceso contractil (Gosens, 2006) (Renna,
2013).

2.1.4. Fisiopatologia del asma

En la fisiopatologia (estudio del funcionamiento de un organismo o de un
tejido durante el curso de una enfermedad) del asma alérgica, se produce
inflamacion en las VA, en la que participan diferentes células inflamatorias,
incluidos mastocitos, eosindéfilos activados, células natural killer (CNK) y LTH2,
que a su vez producen y liberan ~100 citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento, los cuales son responsables de la respuesta inflamatoria, y que se
asocia con la HRB de la via aérea, sin embargo, no ha sido aclarado
completamente (Sanchez-Cuellar, 2013). En la Fig. 2 se muestra un esquema de
la sensibilizacion y la re-exposicion a los alérgenos. El primer proceso puede
ocurrir durante la infancia. Las células presentadoras de antigeno de la mucosa
bronquial capturan a los alérgenos y los presentan a los LTH2. Estas células
producen diferentes interleucinas (IL), como IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, que a su vez
promueven la produccion de IgE por los linfocitos B. La IgE se une a su receptor

de alta afinidad en los mastocitos, basofilos, eosinéfilos y macréfagos. Durante la
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fase de re-exposicion, el alérgeno interactta de forma muy rapida con las
moléculas de IgE ya unidas a la membrana celular, induciendo la liberacién de

mediadores inflamatorios. (Sanchez-Cuellar, 2013) (Rodriguez, 2017).
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Fig.2 Esquema de la sensibilizacion y re-exposicién a los alérgenos. Recuperado de (Sanchez-
Cuellar, 2013).

Entre los mediadores inflamatorios mas importantes esta la histamina, ya que
produce inflamacién y estimula la constriccién bronquial, la produccién excesiva de
moco, ademas de la atraccion de otras células pro-inflamatorias (Martinez-
Ramirez & Aviles-Salas, 2006).

Algunos tratamientos modernos, como los anti-IgE, enfocados en regular el
proceso inflamatorio, permiten aliviar el asma de manera eficaz, ademas que han
demostrado tener un mejor costo-beneficio en pacientes con asma no controlada;
sin embargo, estos son costosos y se debe continuar buscando alternativas mas

asequibles (Sullivan, 2008).
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2.1.5. Tratamientos del asma

En la actualidad, la OMS estima que hay ~235 millones de personas con asma

en el mundo, lo cual la vuelve una enfermedad de importancia economica (OMS,
2020). Aunque el asma es una enfermedad que no tiene cura, existen tratamientos
para disminuir la sintomatologia, como el farmacoldgico y el no farmacolégico

(Larenas-Linnemann et al, 2017).

El objetivo principal de tratar el asma es: tener control adecuado, disminuir los
sintomas, y evitar las exacerbaciones (episodios agudos de la enfermedad). Se
recomienda a los pacientes seguir el tratamiento no farmacoldgico, ya que, aun
cuando el tratamiento farmacolégico es el principal método de alivio y control del
asma, evitar la exposicién a alérgenos y a los factores ambientales como el frio y

la contaminacion, reducird las exacerbaciones (Nufiez, 2010).

Adicionalmente, existen técnicas de rehabilitacion respiratoria que ayudan al
control, a reducir la hiperventilacion y a fortalecer los pulmones, sin embargo, la
literatura no permite recomendarlas sistematicamente debido a la falta de
evidencia cientifica (Everard, 2017).

Los farmacos empleados en tratar el asma se administran de manera escalonada,
dependiendo del control y exacerbaciones en los pacientes. El siguiente cuadro
representa los tratamientos utilizados para el control del asma (Tabla 1).

Tabla 1. Tratamiento escalonado para el asma. Recuperado y modificado de (Global Initiative
for Asthma, 2022).

Paso 1 Dosis bajas de Corticoesteroides
inhalados (ICS) con formoterol segun
sea necesario.

Paso 2 Dosis bajas de ICS-formoterol segun

sea necesario.
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Paso 3 ICS-formoterol de mantenimiento a
dosis bajas.
Paso 4 Dosis intermedia de ICS-formoterol.
Paso 5 Tratamiento adicional: antagonista

muscarinico de accion prolongada
(anticuerpos monoclonales para

neutralizar las IgE)

Para poder definir la gravedad del asma se toma en cuenta el tratamiento para
mantener el asma controlada, es decir, si es el paso 1 es asma leve, ya que en
promedio hay 1 o 2 sintomas por semana. De igual forma, aun es asma leve,
cuando se encuentra en los pasos 2 y 3, aunque hay diferencia en la dosis para
alcanzar dicha estabilidad. El paso 4 es asma moderada, y el paso 5 asma grave,
siendo este el que se debe evitar por sus complicaciones (Larenas-Linnemann &
Salas-Hernandez, 2021).

El tratamiento, de acuerdo con la Global Initiative For Asthma (GINA), tiene que
ajustarse al control y futuros riesgos que puedan ocurrir, ademas se evalla que el
tratamiento sea suficiente para que los pacientes hagan sus actividades diarias.
Actualmente se recomienda el uso en conjunto con farmacos Bz-agonistas y ICS,
ya que han mostrado mejor eficacia en el control del asma y menor riesgo de
exacerbaciones (Global Initiative for Asthma, 2022). Los tratamientos mas
empleados son budesonida-formoterol y la dosis diaria maxima es 72 ug de
formoterol, aunque esta dosis cambia cuando se usa formoterol con otro ICS,
como ejemplo beclometasona-formoterol donde su dosis desciende a 48 ug de

formoterol (Larenas-Linnemann & Salas-Hernandez, 2021).

Debido a que el asma es una enfermedad cronica, el uso frecuente de estos
farmacos es esencial su control adecuado. Sin embargo, hay factores que
provocan el desapego al tratamiento, como, la complejidad del tratamiento, su
costo, la percepcion de efectos secundarios, la falta de supervision parental (en

pacientes pediatricos), aspectos emocionales, entre otros (Mackenney, 2017).
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2.2.1. Medicina Tradicional

Las personas se inclinan por el uso de plantas medicinales, con el amplio uso
de extractos, tinturas, resinas, etc. Empleadas para tratar diferentes patologias,

enfocadas en el bienestar individual y colectivo (Valdés-Cobos, 2013).

Actualmente la medicina tradicional es una opcion importante para aliviar las
distintas enfermedades que padece la poblacion. Prieto-Gonzalez 2004, menciona
que la base de la medicina tradicional son las plantas medicinales. Estos
productos vegetales han aumentado su uso en las terapias, debido al regreso
hacia lo natural que la sociedad ha experimentado de forma general. Ademas, el
uso frecuente se debe a la creencia errbnea de que las plantas medicinales
carecen de efectos adversos, que son adecuadas para cualquier tipo de paciente y
gue no requieren de una cuidadosa dosificacibn y seguimiento durante su
utilizacion. Aunado a esto, el descubrimiento de efectos adversos dafiinos en
farmacos sintéticos ha propiciado el uso de plantas medicinales, sin embargo, no
hay que olvidar que, aunque las drogas vegetales y sus derivados tienen un
margen terapéutico amplio, aun asi, hay efectos adversos, interacciones y

contraindicaciones (Bucciarelli, 2014) (Prieto-Gonzélez, 2004).

Asimismo, debido a que estan en constante estudio, se posee un mejor
conocimiento quimico, farmacologico y clinico de las moléculas obtenidas de
plantas medicinales, ya hay métodos analiticos que facilitan el control de la
calidad, nuevas formas de preparacion y administracion de los medicamentos

fitoterapéuticos (Prieto-Gonzalez, 2004).

2.2.2. Familia Papaveraceae

Las plantas medicinales son un pilar de la medicina tradicional para tratar

diferentes patologias. Existen muchas familias de plantas en la medicina
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herbolaria, una de gran importancia es la familia Papaveraceae, que ha sido
ampliamente estudiada, ademas de ser conocida por la biosintesis de metabolitos

secundarios, especificamente alcaloides (Hernandez-Martinez, 2020).

Esta familia estd conformada por 59 géneros con ~950 especies distribuidas por

las regiones templadas del hemisferio norte y algunas en el sur de Africa (Pino-
Pérez, 2019). En esta familia se ubica el género Bocconia, representado en
México por sus 2 especies mas abundantes: B. arborea y B. frutescens. No
obstante, hay otras especies como: B. cordata, B. integrifolia, B. latisepala, B.
laurine, B. microcarpa, B. pearcei y B. vulcanica (Hernandez-Almanza, 2016). B.
frutescens se encuentra en varios estados de México: Tamaulipas, San Luis
Potosi, Veracruz, Oaxaca (Sanchez-Arreola & al., 2006). B. arborea y B.
frutescens son de gran importancia debido a su amplia distribucion y a que se les
ha atribuido diferentes propiedades farmacolégicas, como la actividad antioxidante
de B. frutescens (Aguirre, 2015), o para tratar la diabetes, atender problemas
cutaneos, alivio de jiotes y también contrarrestar la picadura de arafia, la corteza y
las hojas de B. arborea son hervidas para su uso en la medicina tradicional
(Villareal, 2016). Asi, se decidi6é buscar otros usos de B. arborea y se emplea para
tratar la estomatitis y abscesos en la piel. En general, se utiliza el latex de la
planta, de color amarillo/rojo, para aliviar esas afecciones, y ademas se usa para
padecimientos renales (Monroy-Ortiz & Castillo-Espafia, 2007). Entre los nombres
populares de B. arborea estan “llorasangre”, “Chicalote”, y otros. En el estado de
Morelos a B. arborea se le nombra palo amarillo, palo de judas, palo del diablo y
palo de toro, siendo asi que el nombre es determinado por la zona donde crece.
Es una planta en forma de arbusto o arboles de mediano tamafno (Fig. 3). Su
corteza exuda latex amarillo/rojo que se libera al momento de su corte siendo

caracteristico (Monroy-Ortiz & Castillo-Espafia, 2007).
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Fig.3. Bocconia arborea y sus partes aéreas. Imagen propia.

2.2.3. Composicion fitoquimica

La familia Papaveraceae produce alcaloides tipo isoquinolina, los cuales
son relevantes por su estructura. Los alcaloides son moléculas de origen vegetal,
nitrogenados, donde el nitrégeno esta dentro de un ciclo, y puede ser primario,
secundario o terciario, derivados generalmente de aminoacidos, y ademas poseen
actividad farmacolégica a dosis bajas (Robert, 2014) (Dewick, 2002). Dentro de las
Papaveraceas hay especies como Papaver somniferum, que producen alcaloides
de gran relevancia en el mundo, como morfina, heroina y codeina (opioides), lo
que reitera la importancia de estudiar a las plantas medicinales productoras de
alcaloides (Diego-Pérez, 2017).

De gran interés es el género Bocconia ya que, ademas de sus usos medicinales,
antes mencionados, producen moléculas de tipo benzofenantridina, cuya base
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estructural se muestra en la figura 4. Esas moléculas son derivadas de las

bencilisoquinolinas (Dostél, 2002).

2

3

Fig. 4. Estructura base de los alcaloides tipo benzofenantridina (Dostal, 2002). Creado con

Fisher Scientific.

Entre las moléculas aisladas de B. arborea encontramos Sanguinarina,

Dihidrosanguinarina, Oxisanguinarina, Queleritrina, 11-Acetonildihidroqueleritrina,

Dihidroqueleritrina, Queleritridimerina, Angolina, entre otras (fig. 5) (Perez-
Gutierrez, 2002).
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Sanguinarina Dihidrosanguinarina

Acetonildihidroqueleritrina Oxisanguinarina
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Fig. 5. Alcaloides identificados por cromatografia de gases en la corteza de B. arborea. Tomado

y modificado de (Perez-Gutierrez, 2002). Creado con Fisher Scientific.

Ademas, algunas de estas moléculas tienen actividad farmacolodgica, por ejemplo,
antimicobacteriana frente a Mycobacterium tuberculosis (Hernandez-Almanza,
2016). Otra propiedad es su efecto antioxidante, antirradical y prooxidante in vitro,
sin embargo, no se sabe su efectividad in vivo, por lo que las vuelve motivo de
estudio (Pérez, 2003). También, la Dihidrosanguinarina (DHS) es un compuesto

bioactivo antinociceptivo sin efectos sedantes, neurotoxicos, o dafio gastrico. Esos
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hallazgos remarcan la importancia de seguir en la busqueda de moléculas

bioactivas (Gaona-Tovar, 2022).

2.2.4. Bocconia Arborea

Dados los antecedentes de esta especie medicinal, su produccion de
metabolitos y abundancia, B. arborea, ha sido investigada, precisamente sus
partes aéreas. En 2017 Gaona-Tovar, obtuvo los extractos de corteza y hoja, y
demostré que los extractos poseen efecto tradqueo-relajante sobre la musculatura
lisa, y que podrian actuar a través de diferentes mecanismos de accién, como
activar los receptores muscarinicos, la via Oxido nitrico/Guanilato ciclasa soluble
(NO/GCs), o la inhibicion de las fosfodiesterasas (Gaona -Tovar, 2017).
Adicionalmente, Martinez-Cuevas estudi6 el efecto antidiabético y toxicolégico de
los extractos de B. arborea, y concluyé que el efecto hipoglucemiante y
antidiabético es similar a glibenclamida, y que el extracto no produce toxicidad
sobre los 6rganos metabolizadores. Asimismo, el estudio permitidé identificar a
DHS por difraccién de rayos X (Martinez-Cuevas, 2018).

Posteriormente, en un estudio fitoquimico del extracto metandlico de corteza de B.
arborea, se aisl6 DHS y Angolina (Ang), donde ang relajé la musculatura lisa,
independiente del endotelio (Gaona- Tovar, 2020).

Ademas, en un estudio estacional los extractos de corteza, hoja, y fruto se
comparo si el momento de colecta de la planta afecta la cantidad de metabolitos,
asi como su efecto trdqueo-relajante. El estudio mostr6 que, en efecto, el
momento de colecta afecta la actividad farmacolégica, asi como el rendimiento, lo
cual podria deberse a diferentes factores, como la depredacién de insectos, la
precipitacion pluvial a la que se expone antes de ser colectada, etc. (Ramirez-
Hernandez, 2021).

De igual manera, al evaluarse el efecto de los extractos diclorometanicos de fruto
de B. arborea, se demostré que producen 100% de relajacion a la Concentracion

Efectiva media (CEso) de 117 + 2.9 yg/mL, muy importante ya que la colecta del
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fruto es menos invasiva en comparacion con las otras partes aéreas y no

compromete a la especie (Ramirez-Hernandez, 2021).

Después del estudio de Gaona-Tovar, se hizo el fraccionamiento secundario de
una fraccion primaria para obtener mayor cantidad de moléculas del tipo
benzofenantridina, asi como para encontrar nuevas. En ese proyecto se fraccion6
la fraccidon 4 obtenida del EDBa, el cual resultd en 7 fracciones finales, y permitié
el aislamiento de Oxisanguinarina (OS) y Oxiqueleritrina (OQ). Posteriormente, la
evaluacion vasorrelajante de los alcaloides aislados de B. arborea (Angolina,
Dihidrosanguinarina, Bocconarborina A (BA), Oxisanguinarina y Oxiqueleritrina),

mostro que Ang fue la de mayor efecto farmacolégico (Batalla-Roldan, 2022).
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3. JUSTIFICACION

Debido a la alta prevalencia de asma en el mundo, los efectos secundarios,
los altos costos y la poca efectividad de algunos medicamentos, la poblacion
emplea la medicina tradicional como alternativa de primera mano para tratar
ciertas afecciones o aminorar los sintomas. Por ello, es de gran interés estudiar
las plantas medicinales, con la finalidad de acreditar su uso etnomédico y, a partir

de eso, obtener metabolitos secundarios con potencial terapéutico.

Tal es el caso de Bocconia arborea de la familia Papaveraceae ya que posee gran
variedad de alcaloides del tipo benzofenantridina, mismos que son de interés por
sus propiedades farmacolégicas, destacando a aquellas relacionadas con
procesos inflamatorios, como el asma. EIl presente trabajo tiene como objetivo
estudiar las partes aéreas de Bocconia arborea, y encontrar compuestos
bioactivos que sirvan como prototipo para desarrollar de nuevos farmacos con

mecanismo de accidon novedoso.

4. OBJETIVO GENERAL

Obtener los compuestos con actividad tragueo-relajante de los extractos

diclorometanicos de corteza y fruto de Bocconia arborea.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar un fraccionamiento biodirigido del extracto diclorometanico de
corteza para aislar los compuestos con actividad relajante, por
cromatografia en columna.

e Evaluar las fracciones obtenidas del extracto diclorometanico de corteza

sobre anillos de traquea aislada de rata.
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¢ Identificar los compuestos con actividad trdqueo-relajante de las fracciones
activas.
e Determinar el mecanismo de accion funcional del compuesto con mayor

actividad farmacoldgica.

5. HIPOTESIS

Los compuestos aislados del extracto diclorometanico de corteza de Bocconia
arborea tendran actividad traqueo-relajante. Asimismo, se encontraran en el

extracto diclorometéanico de fruto.

6. METODOLOGIA

6.1.1. Recoleccion del material vegetal

La colecta del material vegetal fue en enero del 2021 por el grupo de
trabajo del Dr. Samuel Enoch Estrada Soto. Identificada por la Dr. Irene Perea
Arango del CEIB, con el voucher HUMO, No. 36808. Consecutivamente se separd
el material vegetal para limpieza y secado, a temperatura ambiente y a la sombra.
Una vez seco el material vegetal, se continu6é con la molienda en un molino

manual.

6.1.2. Obtencion de los extractos organicos.

Los extractos organicos se obtuvieron por maceracion exhaustiva,
mezclando 1570g de corteza con 12 L de disolvente organico (hexano,
diclorometano y metanol), por 72 horas y por triplicado. De igual forma, para
obtener el extracto organico del fruto, se maceré exhaustivamente, se tomaron
82g de material vegetal molido y seco, y se mezclé con 300 mL de disolvente

organico por orden creciente de polaridad (hexano, diclorometano y metanol), por

35



5256 R0= 9D

e c—-:on f-_oa-—a .
PN RS L A
PIUCEECT ) 3 'GG‘\ oYL

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

“Estudio fitoquimico biodirigido de Bocconia arborea para la busqueda
de compuestos bioactivos traqueorelajantes”

72 horas y por triplicado. Se eliminé el exceso de disolvente de cada extracto
mediante presion reducida empleando un rotavapor Heildoph G-3 con bomba de

alto vacio.

6.1.3. Cromatografia en capa fina de los extractos organicos de Bocconia
arborea

Para identificar o aislar los metabolitos responsables de la relajacién, se
recurrio a la cromatografia en capa fina, en donde se eluyeron los diferentes
extractos organicos de corteza y de fruto por separado. Se usé acetona para su
disoluciéon y una fase movil 50:49:1 Hexano: Diclorometano: Metanol vlv,

revelados en el UV de onda corta y de onda larga.

6.2. Preparacioén del reactivo: Dragendorff

El reactivo se elaboré por la adicibon de 8 g de nitrato de bismuto
pentahidrato en 20 mL de &cido nitrico al 30%, con solucién de 27.2 g de yoduro
de potasio en 50 mL de H20. Se dejé reposar por 24 h, se decant6é y aforé a 100

mL. Una vez preparado el reactivo se agrego a la cromatoplaca desarrollada.

6.3. Fraccionamiento primario por cromatografia en columna abierta

El extracto diclorometanico de corteza se fraccioné por cromatografia en
columna abierta, con fase estacionaria gel de silice con un tamafio de particula de
0.04-0.063 mm (Merck) y con fase movil hexano, diclorometano y metanol; se
inicié la elucién con hexano y, se aumento la polaridad con mezclas de los otros
disolventes. Una vez colectadas las fracciones, se concentraron y se separaron
por cromatografia en capa fina, se revelaron con la lampara de UV de onda corta y

larga para reunirlas por similitud cromatografica. Después se corrid la
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cromatografia de las fracciones para disminuir su numero (por similitud

cromatografica) y la purificacion de los precipitados obtenidos.

6.4. Evaluacion farmacol6gica en modelo ex vivo

Para las evaluaciones farmacologicas se emplearon ratas macho de la cepa
Wistar de 250 - 300 g, alimentadas con Rodent Labs Chow ® y libre acceso al
agua, en condiciones de bioterio. El estudio siguié las especificaciones de la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 (SAGARPA).

6.4.1. Obtencidn de latraquea

Para aislar la trdquea, los animales se expusieron a éter etilico, y posterior
la diseccién. La trdquea se cortd en anillos de 4-5 mm, se colocaron en solucion
Ringer-Krebs [NaCl (118 g), glucosa (11.4 g), NaHCOs (25 g), KCI (4.7 g), MgSOa
(1.2 g), KH2POs4 (1.2 g), EDTA (0.026 g), CaCl2 (2.5 g)], constantemente
burbujeados con 02/CO2 (95%) y a 37 °C para la conservacion del tejido.

6.4.2. Sistema de determinacién del efecto trAqueo-relajante, registro de
datos.

Para determinar el efecto traqueo-relajante, los anillos de traquea se
cortaron, limpiaron, y se colocaron en 10 mL de solucion de Ringer-Krebs a pH
7.4, y con burbujeo constante de carbogeno (02/CO2, 95:5), la solucién se
mantuvo a 37 °C con un bafio recirculador. Cada anillo se coloco en la camara de
incubacion con ayuda de un gancho al extremo de la camara y a un transductor de
fuerza Grass modelo FT 03 el cual registra los cambios y los envia a un poligrafo
BIOPAC systems UIM 100C.
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6.4.3. Evaluacién del sistema traqueo-relajante

Los anillos fueron sometidos a tension basal de 2 g de fuerza y, se dejo
estabilizar 30 min. A continuacion, el tejido se sensibiliz6 durante 15 min con
carbacol [1 pM], a intervalos de 30 min (por duplicado). Después de cada
estimulacién, el tejido fue lavado con la solucién Ringer-Krebs, para recuperar el

valor basal de la tension.

El tejido sensibilizado, se expuso a diferentes concentraciones de los extractos de
forma acumulativa [3-1,000 pg/mL] en ¥4 de logaritmo (Figura 6). Posteriormente

se construyeron curvas de concentracion- respuesta.

Lavado con Krebs Lavado con Krebs Muestras de prueba

Y \ e

Carbacol
1uM

Carbacol
1 uM

Carbacol
1M

Estabilizacion Sensibilizacion Evaluacion

20 — 30 min. 50 — 60 min. 40 — 50 min.

Fig.6. Estabilizacion, sensibilizacién y evaluacion del efecto traqueo-relajante en anillos de traquea

aislada de rata contraidos con carbacol. Tomado de (Arias-Duran, 2020).

6.4.4. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos del efecto traqueo-relajante son expresados como
el promedio de 5 animales + el error estandar de la media. Se uso el programa
Origin 8.0 para construir las gréficas, y para el analisis estadistico se us6 GradPad
Prism 7.0, estableciendo diferencia estadisticamente significativa de los promedios

con el valor p<0.05.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1. Obtencion de los extractos organicos de Bocconia arborea

Para obtener los extractos de corteza se usaron 1570 g de la colecta de
enero del 2018, con la metodologia descrita. Para los extractos de fruto se
maceraron 82 g de la colecta de enero del 2019 con la misma técnica. Los
extractos dieron diferentes rendimientos, siendo los mas abundantes el extracto

diclorometanico y metandlico de corteza (tabla 2).

Tabla 2. Pesos y rendimientos de los extractos organicos de B. arborea

Disolvente Peso (9) Rendimiento (%)
Hexanico 17.12 1.07
Diclorometanico 50.79 3.20
Metanolico 68.08 4.29

Extractos de fruto de Bocconia arborea

Peso (9) Rendimiento (%)
Hexanico 6.55 7.98
Diclorometénico 2.104 2.56
Metanolico 6.133 7.47
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7.2. Determinacién cualitativa por cromatografia en capa fina (CCF)

A partir de los extractos obtenidos se emple6 la CCF para monitorear,
conocer y comparar el perfil metabdlico, usando el sistema 50:49:1 Hexano:
Diclorometano: Metanol, volumen/volumen (v/v), en donde se observd gran
contenido metabdlico, y similitud entre los constituyentes del extracto de corteza y
el de fruto (Fig.7). Sin embargo, es importante continuar indagando para conocer

todas las moléculas presentes.

No obstante, por la mayor cantidad en los extractos de corteza, los evaluamos,
ademas de mostrar mayor intensidad en la CCF, lo que podria deberse a la

cantidad.

CORTEZA CORTEZA FRUTO

Fig.7. Placas comparativas de los extractos organicos de corteza y de fruto de B. arborea en un
sistema 50:49:1 Hexano: Diclorometano: Metanol v/v.
Extracto Hexanico (EH), Extracto Diclorometanico (ED), Extracto Metandlico (EM).
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7.3. Curvas concentracién-respuesta de los extractos orgénicos de
corteza de B. arborea.

La observacion cualitativa de los metabolitos en los extractos organicos, se
evalué el posible efecto trdqueo-relajante. En este proyecto se utilizé el modelo de
traquea aislada de rata, que permite observar ex-vivo la contraccion en tiempo real
provocada por agonistas como el carbacol, y al agregar muestras experimentales

observar su oposicion al efecto contractil (Arias-Duran, 2020).

Como se observa en la gréfica 1, en las curvas concentracion-respuesta a los
extractos de corteza de B. arborea, el EH (Emax= 38.77 + 9.07 %, CEso= 245.50 +
4.44 ug/mL) tuvo efecto menor al 50% de relajacién, lo cual sugiere carencia de
metabolitos bioactivos. Por otro lado, el ED de B. arborea (Emax= 100.00 + 1.12 %,
CEso= 77.20 £ 6.65 pg/mL) y el EM de B. arborea (Emax= 100.00 = 5.23 %, CEso=
78.14 + 5.68 ug/mL) alcanzaron el 100% de relajacion, siendo equipotentes e igual
de eficientes que teofilina, lo que sugiere que los metabolitos que provocan la

actividad traqueo-relajante estan en los extractos mencionados.
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Grafica 1. Efecto trAqueo-relajante de los extractos organicos de corteza de B. arborea vs
Teofilina en anillos de traquea aislada de rata sobre la contraccién inducida por carbacol [1puM].
ANOVA de dos vias con comparativa de Bonferroni de los extractos organicos de B. arborea.
***n<0.001

De acuerdo con lo obtenido en el ED de corteza de B. arborea, separamos los

compuestos bioactivos por fraccionamiento primario en columna abierta del
extracto.
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7.4. Fraccionamiento primario por cromatografia en columna abierta del
extracto diclorometanico de corteza de Bocconia arborea

Para los extractos de corteza se utilizd 60g del ED. Aungue no se obtuvo la
cantidad suficiente de extracto, se complementd con extractos de la misma colecta
de trabajos previos. Asimismo, el criterio de seleccion del ED fue que el EM de
corteza ya tiene fraccionamiento primario, en el que se obtuvieron 11 fracciones y
se aislaron diferentes compuestos, entre ellos, Ang y DHS. Esas fracciones se
evaluaron y la F5 fue la mas activa (Gaona-Tovar, 2020). Por este antecedente se
hizo fraccionamiento primario del ED, que tuvo efecto farmacolégico significativo y
rendimiento abundante, ademas de obtener mayor cantidad de compuestos, y
posibles nuevas moléculas. En la Fig.8, se muestra el fraccionamiento primario por

cromatografia en columna abierta.

El fraccionamiento fue con disolventes por orden creciente de polaridad, y se

obtuvieron 6 fracciones (tabla 3).
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Tabla 3. Fracciones finales y pesos obtenidos del fraccionamiento primario del ED de
corteza de B. arborea.

Tubo Fraccion Peso (g)
F1 1-93 1.183
F2 94 — 257 7.301
F3 258 — 308 1.694
F4 309 — 324 7.396
F5 325-361 1.338
F6 362 — 484 7.977

Una vez obtenidas, las fracciones finales fueron sometidas a CCF para monitorear
su contenido metabdlico. También, y aunque las fracciones fueron separadas por
polaridad, de forma cualitativa se observan compuestos que podrian estar en una

0 en varias fracciones debido a su abundancia (Fig.9).

Fig. 9. Placas comparativas del fraccionamiento de corteza de B. arborea en un sistema 50:49:1
Hexano: Diclorometano: Metanol.
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A partir del fraccionamiento se obtuvieron 3 precipitados, elucidados por Gaona-
Tovar, y se muestran sus pesos finales, asi como el nombre de la molécula por
colaboracion en ese trabajo (tabla 4).

Tabla 4. Compuestos obtenidos por precipitacién espontanea del fraccionamiento
primario en columna abierta del ED de corteza de B. arborea.

Tubo Fraccion Nombre del Peso (mg)
compuesto

F1 29 - 93 dihidrosanguinari = 240
na

F3 232 - 241 bocconarborina A 260

F5 344 - 360 angolina 199

7.5. Fraccionamiento primario por cromatografia en columna abierta del
extracto diclorometanico de fruto Bocconia arborea

Debido al método invasivo en la obtencién de la corteza, es importante
buscar alternativas para ello, como en las demas partes aéreas de la planta: la
raiz, las hojas o el fruto. Asimismo, el extracto diclorometanico de fruto tiene
actividad traqueo-relajante, con efecto maximo (Emax) del 100% a la CEso de 117 +
2.9 pg/mL). Por otra parte, estudios ex-vivo han mostrado que la colecta es mas
efectiva con base en su fecha de recoleccion (Ramirez-Hernandez, 2020). Por lo

cual, es importante continuar indagando los frutos.

En este trabajo usamos el fruto, por los antecedentes, y ademas se fraccioné en
columna abierta para aislar compuestos del fruto; asimismo, encontrar

compuestos relacionados con actividad mejor a la observada en los ya obtenidos.

El fraccionamiento primario del extracto diclorometanico de fruto (fig.10) generd 13

fracciones finales.

45



\ UAEM
\‘

“Estudio fitoquimico biodirigido de Bocconia arborea para la busqueda \./‘gc-ultqd
de compuestos bioactivos traqueorelajantes” de Farmacia

Conocimiento al servicio de la salud

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

) ¥

Fig. 10. Fraccionamiento primario del ED de fruto de B. arborea.

Como se observa en la tabla 5, no se obtuvieron rendimientos adecuados en el
fraccionamiento de fruto, ya que su coleccion no fue como se esperaba, pues solo
se obtuvieron 82g, y los extractos no fueron vastos, ademas la cantidad de
extracto para el fraccionamiento fue de 7g. Sin embargo, si aumentamos la
cantidad de fruto, los rendimientos mejoraran, y se obtendra mayor cantidad de

extracto.

Tabla 5. Fracciones finales y pesos obtenidos del fraccionamiento primario del ED de
fruto de B. arborea

Tubo Fraccion Peso (g)
F1 1-19 0.014
F2 20-24 0.037
F3 25-60 0.266
F4 61-67 0.080
F5 68-111 0.040
F6 112-188 0.018
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F7 189-208 0.010
F8 209-241 0.183
F9 242-265 0.286
F10 266-276 0.125
F11 277-295 0.352
F12 296-312 0.205
F13 313-373 1.344

No obstante, se obtuvo un precipitado grisaceo, fracciones 234-265, coincidentes
con las reportadas por Batalla-Roldan (2022), y corresponderia al alcaloide OS. El

precipitado fue de 0.0042g monitoreado por CCF para su purificacion.

Fig. 11. Obtencidn del alcaloide Oxisanguinarina a partir del ED de Fruto

de B. arborea.

El producto se sometid a precipitacion selectiva con mezcla de hexano y
diclorometano para obtener mayor cantidad. Se comparo el precipitado con la OS
elucidada por Batalla-Roldan, se nota la similitud en el factor de retencién y en la

pureza (fig.11).
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Ademas, se hizo la prueba con revelador quimico para verificar si correspondia a
un alcaloide. La prueba usa el reactivo de Dragendorff por su alta sensibilidad
frente a estas moléculas (Rios, 2013); como se observa en la cromatografia antes
de aplicar el reactivo, y posterior a su aplicacion (Fig. 12 A y B). El color café
oscuro o rojizo/ladrillo indica positivo a esta prueba, por la precipitacion de
alcaloides con iones complejos inorganicos, como el Kl y el Bis del reactivo de

Dragendorff, ademas de confirmar su presencia (Medina-Trujillo, 2019).

Se eluyo la fraccion 265, OS y DHS, en ese orden. DHS ya ha sido elucidado, es
positivo a la prueba, y se usé como control positivo. Las muestras de prueba
fueron positivas, aunque en menor intensidad tal vez debido al impedimento
estérico que tiene el N en la lactama de la OS, ya que para el caso de DHS la

amina es terciaria y es mas propensa a formar sales (Fig. 12).

265 OS  DHS S DHS

Fig. 12. Identificacién de oxisanguinarina con reactivo Dragendorff.

Finalmente, se determiné el punto de fusion, para establecer su rango de purezay

determinar si es la misma molécula.

OS tiene punto de fusién mayor a 300°C (Arellano, 2019); sin embargo, el equipo
EZ-MELT alcanza 280°C como maximo, y no se pudo establecer el punto de
fusién exacto, y como el precipitado no se fundié a la temperatura maxima del

equipo, sugiere que es el mismo compuesto (Fig.13) (Arellano, 2019).
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Con toda la evidencia mencionada, se pens6 que el compuesto se trataba de OS,

sin embargo, es necesario realizar los experimentos de RMN para establecer su
estructura. Asi es posible evidenciar que al menos, OS esta presente en los frutos
que pudiera ser una fuente, no invasiva y destructiva de la planta, para la

obtencion de oxisanguinarina.

Fig. 13. Punto de fusién de Oxisanguinarina (>3b‘()°C).
Al comparar el rendimiento de ambas columnas cromatograficas, fraccionamiento
del extracto de corteza y del extracto de fruto, solo se usaron las fracciones del

extracto de corteza.
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7.6. Determinacion del efecto traqueo-relajante de las fracciones
obtenidas del fraccionamiento primario del ED de corteza

Debido a lo discutido anteriormente, se decidid evaluar las 6 fracciones
finales del ED de corteza, con el fin de determinar su actividad trdqueo-relajante, y

la que probablemente es la responsable de la actividad farmacologica presente en

el extracto integro. Las fracciones 1 a 5, relajaron menos de 50% (F1, 29.07 +

9.85), y la fraccion 6 fue mas activa, relajando al 91.07 + 2.13 % (gréfica 2).

[207.9ng/mL]
100 :

B F1
~ 804 2
s Bl F3
£ 60 -
= = F4
¥ 404 B F5
@
T I 6

0 .

Grafica 2: Efecto traqueorelajante de las fracciones obtenidas del extracto diclorometanico de
corteza de B. arborea en anillos de tradquea aislada de rata sobre la contraccion inducida por
carbacol [1uM].

ANOVA de una via con comparativa de Bonferroni ****p<0.0001

Sin embargo, de la fraccion mas activa no se logro aislar ningiin compuesto, por lo
cual, seria interesante hacer un fraccionamiento secundario para aislar los
compuestos contenidos en esta fraccion. En colaboracion con el M. en F. Gaona-
Tovar, a partir de la F1, F3 y F5, se aislo dihidrosanguinarina, bocconarborina A'y
angolina, respectivamente; y a partir del fraccionamiento secundario de la F4, se

obtuvieron 2 compuestos més: oxisanguinarina y oxiqueleritrina (Batalla, 2022).
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7.7. Determinacion del efecto traqueo-relajante de las moléculas
obtenidas de B. arborea

Los compuestos angolina, dihidrosanguinarina, oxisanguinarina,
oxiqueleritrina, y bocconarborina A, fueron evaluados en el modelo ex-vivo de
traquea aislada de rata. Posteriormente, se corrié una placa cromatogréafica para
observar la pureza de estos compuestos, la cual, se reveldé con luz Ultravioleta
(UV), y se muestran sin impurezas (Figura 14). Ademas, es importante conocer su
estructura, ya que estas moléculas son parte de la familia de las

benzofenantridinas, y son muy abundantes de la especie Bocconia.

o/
Ostangumarlna

e e
T

o a,
.

Dhs Os Oq Ang Ba

Oxiqueleritrina

Bocconarborina A

Fig. 14. Cromatografia de los compuestos aislados del EDC de B. arborea y su estructura.
50:49:1 Hexano: Diclorometano: Metanol. Recuperado de Pubchem.

Una vez verificada la pureza de manera cualitativa, se evaluaron estos
compuestos. Las evaluaciones fueron en el mismo modelo ex-vivo de anillos de

traquea aislada de rata utilizado durante todo el estudio.

La grafica 3, muestra los porcentajes de relajacién para cada compuesto, y es
importante resaltar a angolina, ya que fue el compuesto mas activo, puesto que
superé el 50% de relajacion con 150 uM. Esa concentracion fue obtenida de un

estudio previo realizado por Gaona-Tovar en el 2020, quién encontré que angolina
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mostraba un efecto significativo a esta concentracion, fue por ello que se

evaluaron las otras muestras a esa misma.
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Gréfica 3: Efecto traqueo-relajante de los compuestos aislados de B. arborea a 150 yM, en
anillos de traquea aislada de rata sobre la contraccion inducida por carbacol [LuM]. ANOVA de

una via con comparativa de Bonferroni *p<0.05.

Con el fin de explorar otras concentraciones que reduzcan la cantidad de

compuesto para relajar mas del 50%, se hizo un nuevo ensayo a 50 uM.

Ningun compuesto evaluado supero el porcentaje establecido (grafica 4), con lo
que podemos mencionar que estos son dependientes de la concentracion y
también poco efectivos para relajar la contraccion inducida por el carbacol en el

modelo de 6rgano aislado.
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Grafica 4: Efecto traqueo-relajante de los compuestos aislados de B. arborea a 50 uM, en
anillos de trdquea aislada de rata sobre la contraccion inducida por carbacol [1pM]. ANOVA de

una via con comparativa de Bonferroni.

Estos resultados permiten establecer que los compuestos son medianamente
activos, pero claramente menos activos que los extractos, lo que sugiere que el

efecto se sinergiza cuando se encuentran juntos en el extracto.
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7.8. Determinacion del efecto traqueo-relajante de Angolina

Debido a que Angolina fue el compuesto con mayor actividad farmacoldgica
en el estudio preliminar, se construyé una curva concentracion-respuesta para
determinar su efecto traqueo-relajante maximo (Emax).

El Emax obtenido fue de 70.46 + 2.9 %, y una CEs0=160.76+ 7.15 uM, con
tendencia similar al control positivo teofilina (Emax = 94.07 + 1.79 %) (gréfica 5).

De acuerdo con esa actividad farmacoldgica, es importante determinar el
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Grafica 5: Efecto trAdqueo-relajante de Angolina en anillos de traquea aislada de rata pre-

contraidos con carbacol [1pM].

mecanismo de accion por el cual Angolina ejerce su efecto.
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7.9. Determinacion del mecanismo de accion de angolina.

Una vez establecido que el compuesto mas activo fue angolina, se
determindé el mecanismo de accion funcional de esa molécula, por su efecto
relajante de interés, y es uno de los responsables de la actividad farmacolégica del
extracto integro. Para estos experimentos, se utilizo diferentes clases de
agonistas, bloqueadores, e inhibidores de enzimas, que afectan la contraccién y/o

relajacion del musculo liso.

7.9.1. Participacion de los receptores muscarinicos.

La contraccion inducida por carbacol, agonista muscarinico, y como se
observa en la grafica 6, fue disminuida al pre-incubar con la CEso de angolina, lo
que sugiere que angolina interactla con el receptor muscarinico como antagonista
no competitivo, 0 en un sitio alostérico, que evite la cascada de sefializacion del
carbacol, o bien generando segundos mensajeros que activen las diferentes vias
de sefalizacion, como la de Bz-adrenérgicos, NO/Guanilato ciclasa, o propiciando

el aumento de estas por inhibicién de las fosfodiesterasas.
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Grafica 6: Efecto de la CEso [160.76% 7.15 uM] de Angolina en la contraccion inducida por

carbacol sobre anillos de traquea aislada de rata.

ANOVA de dos vias con comparativa de Bonferroni. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001.
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7.9.2. Participacion de los receptores B2-adrenérgicos.

Los receptores B2 son de gran importancia en la terapia farmacolbgica
actual, puesto que en los medicamentos de rescate contra el asma se incluyen
salbutamol, salmeterol y formoterol (Vives, 2007). Estos farmacos actian en
conjunto con las proteinas G. Al activarse los receptores adrenérgicos por algun
agonista, estos activan la adenilato ciclasa, la cual genera AMPc a partir del ATP.
El AMPc, activa la proteina cinasa A (PKA), que fosforila diversas proteinas. En el
musculo liso fosforila la cinasa de la cadena ligera de miosina, lo que produce
relajacion muscular (Menéndez, 2011). Debido a esto, es importante determinar si
ang ejerce su mecanismo de accion mediante esta via de sefalizacion. Para esto,
se incubd isoproterenol [10 uM], agonista no selectivo de los receptores beta-
adrenérgicos, después se adicionaron concentraciones acumulativas de ang. Al
observar la grafica 7, no hubo diferencia significativa entre la curva de ang y la
curva de isoproterenol, es decir, no hubo potenciacion del efecto tragueo-relajante

por la acumulacion de segundos mensajeros.
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Gréfica 7: Efecto del Isoproterenol en la de relajacion por Angolina sobre anillos de traquea

aislada de rata.

ANOVA de dos vias con comparativa de Bonferroni.
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7.9.3. Participacion de las Fosfodiesterasas.

Las fosfodiesterasas hidrolizan los nucledétidos ciclicos AMPc y GMPc a sus
respectivos monofosfatos, y al aumentar el tiempo de vida media de aquellos, se
producira broncodilatacion prolongada. La teofilina inhibe competitivamente las
fosfodiesterasas tipo Il y tipo IV, por lo cual se usa en la terapia contra el asma
(Lipworth, 2005).

Para corroborar si angolina inhibe las fosfodiesterasas, se incubo la CEso Teofilina
[218.65 uM], y se compard con la curva concentracion-respuesta de ang en
ausencia de teofilina. Al observar la gréfica 8, no se aprecia diferencia significativa.
Esto descarta que ang actue via inhibicién de las fosfodiesterasas, ya que, de ser
positivo, se observaria un efecto aditivo en la relajacién del musculo liso por la

acumulacién de AMPc.

Relajacion (%)
5
|

60 —
80 — ‘
v Angolina
1 B Angolina + Teofilina [218.65 uM ]
L S ———
1 10 100
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Gréfica 8: Efecto de la Teofilina en la relajacion por Angolina sobre anillos de traquea aislada de
rata.

ANOVA de dos vias con comparativa de Bonferroni.
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7.9.4. Participacion de la via NO/Guanilato ciclasa

Con el proposito de observar si ang participa en la generacion de Oxido
Nitrico (NO), y la participacion de la guanilato ciclasa soluble activada por NO, se
usaron L-NAME y ODQ respectivamente. El L-NAME inhibe la Oxido nitrico
sintasa (NOS) de manera no competitiva (Calabrd, 2018) y el ODQ inhibe la
guanilato ciclasa al bloquear la sintesis de GMPc inducida por NO (Lies, 2013). El
NO es producido a partir de la L-arginina por la NOS, el cual es un gas que
modula diferentes funciones, como la relajacion del musculo liso. EI NO permite la
conversion de Guanosina trifosfato (GTP) a Guanosina monofosfato ciclico
(GMPc), aumentando su concentracion hasta en 100 veces y ademas reduce la
cantidad de calcio intracelular, interfiriendo en la cascada de relajacion mediada
por la proteina cinasa dependiente de GMPc (Benavides-Trujillo, 2008). Este
mecanismo tiene relacion cercana con el tejido de las vias aéreas, ya que el NO
también es producido por estas células para producir broncodilatacién (Britt Jr,
2015).
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Para ver si angolina esta implicada en esta via, se realiz6 el experimento cuyos
resultados se muestran en la grafica 9, se usaron L-NAME y ODQ, que no

modificaron la actividad traqueo-relajante, y no hubo diferencia con respecto a la

“Estudio fitoquimico biodirigido de Bocconia arborea para la busqueda
de compuestos bioactivos traqueorelajantes”

curva control, por lo que la relajacion de angolina no estd mediado NO/GC/GMPc.

Relajacion (%)
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» Angolina + ODQ [20uM]
® Angolina + L-NAME [10uM]
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Grafica 9: Efecto de L-NAME y ODQ en la relajacion por Angolina sobre anillos de tradquea

aislada de rata.

ANOVA de dos vias con comparativa de Bonferroni. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001.
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7.9.5. Participacion de los canales de K*

Los canales de K+ regulan el paso de iones K* en células excitables, entre
estas las células de la musculatura lisa. En respuesta a la despolarizacion de la
membrana, estos canales se activan, permitiendo el flujo de K* al exterior de la
célula para equilibrar el potencial de membrana negativo. Esto provoca la
hiperpolarizacién de la membrana, cerrando los canales de Ca?*, e impidiendo su
paso, afectando la relajacion-contraccion (Lopez-Cacacho, 2021). Para este
ensayo se usoO tetraetiiamonio (TEA), bloqueador de los canales de K*; se
construyeron curvas concentracién-respuesta de ang, y se pre-incubé TEA [ 632
UM] para observar el patron de ang con este bloqueador. No hubo diferencia
significativa entre ambas curvas, por lo que se descarta la participacion de ang
sobre los canales de K* (grafica 10).

Relajacion (%)

60

80 ,
®  Angolina

1 ®™ Angolina + TEA[632 pM]
100 —r— T — T —
1 0
flm ]
Gréfica 10: Efecto del TEA en la relajacién por angolina sobre anillos de traquea aislada de rata.

100

ANOVA de dos vias con comparativa de Bonferroni. *p<0.05 **p<0.01 ***p<0.001.
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7.9.6. Participacion de los canales de Ca?* activados por KClI

Para conocer si el efecto de Angolina es mediado por bloqueo de canales de
calcio, se provocO contraccion con KClI 80 [mM] y se adicion6 de manera
acumulativa concentraciones de Angolina. El KCI actia como estimulante, el cual
abre los canales de Ca?* al despolarizar la membrana, y aumenta la concentracion
de Ca?" y provoca la contraccion del musculo liso (Padilla-Pérez, 2020).
Comparando con los canales de K*, si ang actuara mediante este canal, provoaria
la entrada de K+ a la célula, lo que directamente reduciria la cantidad de Ca?*,

reduciendo la contraccion.

Se comparé con el control Nifedipina, el cual es un bloqueador de los canales de
Ca?* (Drugbank, 2023). El efecto de ang (Emax= 73.32 %) mostré tendencia
similar al control Nifedipina (Emax= 99.20 %). Lo cual sugiere que ang sigue este
mecanismo de accién, y para corroborarlo se construyéo el ensayo con

concentraciones acumulativas de CacClo.
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Grafica 11: Efecto traqueo-relajante de Nifedipina y Angolina posterior a la contraccion inducida

por KClI sobre anillos de trAdquea aislada de rata.
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7.9.7. Participacion de los canales de calcio

Para observar si Angolina actGa por bloqueo de los canales de Ca?" se
provoco la contraccion inducida por CaClz [80 mM] en presencia y ausencia de la

CEso de Angolina (gréfica 12).

En la grafica se observa que al incubar Angolina, se opone a la contraccién por
CaClz, lo que indica que la relajacion por el compuesto es via el bloqueo de los
canales de Ca?*, impidiendo el influjo de este ion a la célula, evitando la cascada

de sefalizacion de la contraccion.
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Grafica 12: Efecto de la CEso [160.76+ 7.15 uM] de Angolina en la contraccién inducida por
CaCl2[80 mM], sobre anillos de traquea aislada de rata.

ANOVA de dos vias con comparativa de Bonferroni. **p<0.01 ***p<0.001.
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Finalmente, para observar la accion de ang a menores concentraciones, se hizo el
ensayo con CaClz [80 mM] a 50 y 90 yM de ang. Como se observa en la grafica
13, el bloqueo de canales de calcio disminuy6é en comparacion con 160 uM. Estos
datos sugieren que el efecto depende de la concentracion, y al no haber
suficientes moléculas para cubrir el total de canales de calcio, el paso del ion sigue
provocando contraccion, aunque disminuido. Asimismo, debido a la alta afinidad

del Ca?* por el canal, probablemente desplace a ang del sitio de accion
disminuyendo su actividad.

—m— Control CaCl, i
—A—CaCl, + ANG (50 uM)
—»— CaCl, + ANG (90 uM)

100

*kk

50

Contraccion (%)

0.1 1 10
[mM]

Gréfica 13: Efecto de Angolina a 50 y 90 yM en la contraccién inducida por CaCl2[80 mM], sobre
anillos de trdquea aislada de rata.

ANOVA de dos vias con comparativa de Bonferroni. **p<0.01 ***p<0.001
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8. CONCLUSIONES.

El extracto diclorometanico de corteza de Bocconia arborea tuvo efecto traqueo-
relajante del 100 %. Derivado del estudio fitoquimico de este extracto se
obtuvieron los alcaloides dihidrosanguinarina, oxiqueleritrina, bocconarborina A,
angolina y oxisanguinarina. Este dltimo también se encontré en el extracto de
fruto. Asimismo, se determind que estos compuestos son dependientes de la

concentracion, y podrian tener sinergismo al encontrase en el extracto integro.

Finalmente, se dictamindé a angolina como el mas activo, cuyo mecanismo de
accion funcional esta dado por bloqueo del influjo de calcio al medio intracelular,

impidiendo la contraccion.
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Sello electrénico

IRENE DE LA CONCEPCION PEREA ARANGO | Fecha:2023-06-22 18:16:31 | Firmante

P0GqqZKQuUI7xB10yeX6VyicfQfB9gkOP8awy8zyijlzIV7V5KKOWpbjdfHHIBIK6 1RthhNw8JI6xmypNfFcG7PQPGP8k9X69078k+BKMfexJUp32aGf40bcaGh3k98CSViHKI4fVUIz
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/a8nzz64tMGpfCvLaWOOwBugPIudNuPWS
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RAFAEL VILLALOBOS MOLINA | Fecha:2023-06-22 18:43:18 | Firmante
Y56VLrINPC+esvLri23yPyaiPh1Fn8DN5AWo0EMotomK19p18BGfk8ptiVv13bW+u4wmbib3vI62jO8GskEip9WmgXm6lgRRNXoEY/hjyxjZ88trZiTOmDMud7AChSR5RNbI30JMueL
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