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1. INTRODUCCION

De acuerdo a reportes de la Secretaria de Salud, las enfermedades del sistema
cardiovascular son un problema de salud publica al generar una de cada tres muertes en
México (SINAVE/DGE/SALUD, 2008). Existen numerosos farmacos que actualmente se
emplean en el tratamiento de estas enfermedades, sin embargo, se continta con la busqueda
y la generacion de novedosas alternativas terapéuticas para poblaciones que pueden
presentar resistencia farmacoldgica, baja adherencia terapéutica o para aquellas poblaciones
que no cuentan con acceso a los medicamentos alopaticos. La Medicina Tradicional
Herbolaria y la Medicina Homeopatica son modelos médicos reconocidos por la Secretaria
de Salud que la poblacion emplea para la procuracion y el restablecimiento de la salud
(SINAVE/DGE/SALUD, 2008). La herbolaria es uno de los recursos mas abundantes y
empleados en las terapias tradicionales al proporcionar solucion a las enfermedades
mediante el empleo de “remedios” elaborados en casa y con materia prima que el medio

fisico proporciona (Menéndez, 1990).

De manera simultanea a los avances en la medicina alopatica y a la apertura de las fronteras
comerciales, en México se registra un notable crecimiento en el uso y consumo de plantas
medicinales; ante esta situacion, se identifica la necesidad de realizar estudios sistematicos
que corroboren el uso tradicional de las plantas medicinales de la region y de manera
paralela, permitan establecer bases para el desarrollo de un sistema de produccion con fines

comerciales (FHEUM, 2001).

El estado de Quintana Roo cuenta con una amplia variabilidad biologica al registrar mas de
2,000 especies vegetales (INEGI, 2008) y segun reportes etnomedicos, aproximadamente
400 especies vegetales silvestres distribuidas a lo largo del estado, son empleadas en la
medicina tradicional (Reyna y Dzib, 1992., Pulido y Serralta, 1993., Pech Razo, 2004 y
Anderson et al., 2005). Los diversos suelos, usos de suelos, condiciones fisicas, entre otros
factores pueden estar influyendo en el metabolismo de las especies y en consecuencia,

cambios en la magnitud de los efectos ejercidos por los remedios tradicionales.
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Segun reportes etnobotanicos y etnomedicos realizados en Quintana Roo, el guarumbo
(Cecropia obtusifolia, Bertol, 1840 Cecropiaceae) se emplea en padecimientos asociados al
sistema cardiovascular, y otras enfermedades como la diabetes (Pulido y Serralta, 1993).
Estudios fitoquimicos y farmacolégicos previos sugieren que la especie contiene
metabolitos secundarios con acciones sobre el musculo liso vascular (Salas et al, 1987,
Roman et al, 1999; Vargas et al, 1996; Herrera et al, 2004). En este sentido, el presente
trabajo propone la evaluacion del efecto relajante del musculo liso vascular inducido por
los extractos derivados de C. obtusifolia colectado en diferentes ambientes e identificar la
unidad de suelo y el uso de suelo, que podrian favorecer la produccion de metabolitos

secundarios relacionados con el efecto relajante.

2. ANTECEDENTES

2.1 Enfermedades cardiovasculares

Los padecimientos del corazon, circulacion y presion reportados en la medicina tradicional,
se refieren a enfermedades relacionadas al sistema cardiovascular, las cuales no
necesariamente se ajustan a la nomenclatura y conceptualizacién de la medicina alopética.
Las enfermedades del sistema cardiovascular estan relacionadas a las alteraciones en la
homeostasia de oOrganos y tejidos como el corazon, arterias, venas, rifiones, sistema

nervioso central y periférico (Coca et al., 2009).

De acuerdo a la Clasificacion Internacional de Enfermedades (CIE-10), se distinguen las
enfermedades isquémicas de corazon (120-125), cerebrovasculares (160-169) e hipertensivas
(I10-I165). En su conjunto, estas enfermedades registraron 182,726 (33.9% del total)
muertes en México en 2008; por otro lado, la prevalencia de hipertension arterial por
diagnostico médico previo en adultos mayores a 20 afios se incrementd 10.1% en 1993,
12.5% en 2000 y 15.4% en 2006 (SINAVE/DGE/SALUD, 2008), lo que representa un
impacto en la mortalidad, morbilidad, calidad de vida y gasto al individuo, la familia, al

sistema de salud y a la sociedad en general. De acuerdo a la ENSANUT (2006), en el
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estado de Quintana Roo se reporta un incremento en la prevalencia de hipertension arterial

de aproximadamente el 15%.

Las enfermedades hipertensivas pueden ser idiopaticas (95%) o secundarias a un
padecimiento (+£5%), el proceso hipertensivo se atribuye a la modificacion de los sistemas
implicados en la regulacion de la presion arterial como el sistema adrenérgico a nivel del
sistema nervioso periférico y central, alteraciones a nivel renal, desequilibrios hormonales

y/o vasculares, asi como a la complejidad de sus interrelaciones (Cotran ef al., 2000).

El sistema vascular estd integrado por vasos de resistencia (arterias) y de capacitancia
(venas); en términos generales estan regulados por el sistema nervioso simpatico. Los vasos
se constituyen por capas concéntricas de musculo liso nombradas como capa intima, capa
media y adventicia; la intima estd asociada con el endotelio el cual es una monocapa de
células que recibe numerosos estimulos fisicos, quimicos, humorales y/o celulares y que
responde liberando factores vasoactivos como el 6xido nitrico (NO), factor hiperpolarizante
derivado del endotelio, prostacilina (PGIz; Ross, 1992), entre otros. Existen farmacos que
actian a nivel del endotelio o del musculo liso vascular que son empleados en el
tratamiento de las enfermedades hipertensivas, se distinguen los farmacos vasodilatadores
directos (hidralazina, minoxidil, diazéxido, nitroprusiato de sodio, etc.), bloqueadores de
los canales de Ca’" (verapamilo, diltiazem, nifedipino etc) y/o simpaticoliticos
(bloqueadores de receptores a-adrenérgicos: prazosina, terazosina, doxazosina), entre otros

(Oates, 1996).

A pesar de que existen gran diversidad de farmacos para el control y tratamiento de estas
enfermedades, actualmente existe una continua busqueda de nuevas moléculas con
propiedades terapéuticas con mayor eficacia, seguridad y accesibles a poblaciones que
pueden presentar resistencia, dificultad de adherencia al tratamiento y/o acceso a los

medicamentos alopaticos.
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2.2 Flora medicinal

Simultaneo a los avances cientificos y tecnologicos que se generan en la medicina
alopatica, en las practicas médicas tradicionales se registra un notable crecimiento en el uso
de productos de origen vegetal. La apertura de las fronteras comerciales a través de los
diferentes tratados de libre comercio ha favorecido la oferta de productos naturales
provenientes de otros paises (FHEUM, 2001). La Secretaria de Salud, a través de la
Comisiéon Permanente de la Farmacopea Herbolaria de los Estados Unidos Mexicanos,
identifica la “herbolaria® como un darea de oportunidad la realizacion de estudios
sistematicos que permitan la identificaciébn y aplicacion medicinal de los recursos
terapéuticos tradicionales y aquellos estudios que lleven al establecimiento de un sistema de

regulacion sanitaria, de control de calidad y de investigacion sobre plantas medicinales.

En el estado de Quintana Roo, existen documentos que registran las aplicaciones
medicinales de especies vegetales de la region; el empleo de las especies en las practicas
terapéuticas son el resultado de las estrategias generadas y empleadas por la poblacion para
la resolucion de los diversos problemas de salud; En este sentido, se registran en el estado
de Quintana Roo alrededor de 400 especies empleadas en la medicina tradicional (Reyna y
Dzib, 1992; Pulido y Serralta, 1993; Pech, 2004 y Anderson et al., 2005). De acuerdo a los
reportes etnomédicos y etnobioldgicos, los principales padecimientos atendidos por plantas
medicinales son aquellos relacionados al dolor, la inflamacion, fiebre, diarrea, disenteria,
tos y patologias en el corazon, sistema vascular, renales, en la diabetes, cancer, entre otros
padecimientos. En el contexto de las enfermedades relacionadas con el sistema
cardiovascular (corazon, circulacidn, presion, diurético), se identifican alrededor de 38
especies empleadas para el tratamiento de dichos padecimientos (Anexo I). En la Tabla 1
se mencionan ejemplos selectos de especies vegetales empleadas en la medicina tradicional

para el tratamiento de padecimientos relacionados a la hipertension.
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Tabla No 1.- Ejemplos selectos de especies empleadas en el tratamiento de enfermed relacionadas con el sistema
cardiovascular en la medicina tradicional de la zona maya de Quintana Roo.
Especie (Familia) Nombre comiin Usos Estudios Referencia
tradicionales farmacolégicos
Malmea depressa | Elemuy Diurético Hipoglicemiante, Anderson 'y Cols, 2005;
(Baill).Fr. (Annonaceae) inhibicién de la a- | Andrade-Cetto y Cols, 20054,
glucosidasa 2006, 2008a,b;
Hylocereus undatus | Pitahaya Diurético Cicatrizante Pulido y Serralta, 1993; Pérez
(Haw)Britton 'y Rose y Cols, 2005; Kugler y Cols,
(Cactaceae) 2006
Parmentiera aculeata | Pepino Kat Diurético Hipoglicemiante Pulido y Serralta, 1993;
(HBK) Seeman Andrade-Cetto A, Heinrich M
(Bignoniaceae) (2005b).
Cecropia obtusifolia | Koéoch Diurético, Antihipertensivos | Pulido y Serralta, 1993;
Bert (Moraceae) (Guarumo), Cardiotonico hipoglicemico, Salas I y cols, 1987;
Kaxilxkéoch. diurético Andrade-Cetto y Vazquez;
Kaxixkooch, 2010
Romin-Ramos R. y cols,
1991; Vargas Howell R y
cols, 1996; Herrera-
Arellano y cols, 2004
Thrinax radiata Chit (amenazada) | Diurético N.A. Pulido y Serralta, 1993
(Araceae) N.E.
Bursera simaruba | Chaka Diurético Antiinflamatoria Carretero ME y cols., (2008)
(Burseraceae)
N.A.: No aplica

2.3 Guarumbo (Cecropia obtusifolia, Bertol, 1840 Cecropiaceae)

La taxonomia del guarumbo (Figura 1) es: Reino: Plantac / Division: Magnoliophyta /
Clase: Magnoliopsida / Orden: Rosales / Familia: Urticaceae / Genero: Cecropiaceae
(Gonzalez José, 2000). La Comision Nacional para el Conocimiento y Uso de la
Biodiversidad (CONABIO) describe que en la region del sureste mexicano se le conoce
como: Guarumo (Chis.); Guarina (Tab., Chis.); Koochlé, Kooché (Peninsula de Yucatan);

Yaba, Yabioo, Yava, Yaga-gacho (l. zapoteca, Oax.) (CONABIO, 2011).

2.3.1 Descripcion

e Forma: Arbol perennifolio, mirmecdéfilo, de 20 hasta 35 metros de altura, con un
diametro a la altura del pecho de hasta 50 cm.

e Copa / Hojas: Copa en forma de sombrilla, estratificada, con todas las hojas
expuestas a la luz directa del sol. Hojas en espiral, simples, peltadas y
profundamente palmado-divididas; laminas membranosas de 25 a 50 centimetros de
diametro, con 8 a 12 lobulos oblongos a oblanceolados; verde oscuras y brillantes

en el haz y grisaceas en el envés con nervacion rojiza y prominente.
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C. obtusifolia, Ramas C. obtusifolia, Flores

C. obtusifolia, Hoja C. obtusifolia puntos de avistamientos

Figura 1.- Imagenes representativas de tejidos de C. obtusifolia y su distribucion.

Tronco / Ramas: Tronco monopddico, cilindrico, recto, hueco en el centro y pocas

ramas gruesas de primer orden en pisos e idénticas al tronco principal (médulos),

con primordios florales laterales.

e Corteza: Externa lisa, gris clara, con grandes cicatrices circulares (estipulas caidas)
y lenticelas negras dispuestas en lineas longitudinales.

e Flor(es): Flores en espigas (amentos), axilares, sostenidas por una bractea
espatiforme caediza.

e Espiga masculina de 15 a 20 centimetros de largo y 1 centimetro de ancho,

amarillentas; en conjuntos de 11 a 14 espigas por inflorescencia.

e Espiga femenina de 12 a 21 cm de largo, verde grisacea; en conjuntos de 3 a 5
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2.3.2 Origen y extension

Originario de América Central. Se extiende desde el sur de EUA (se reporta su presencia en
Hawai-EUA) hasta el norte de Sudamérica. En México se distribuye en la vertiente del
Golfo desde Tamaulipas y San Luis Potosi hasta Quintana Roo y Yucatan y en la vertiente

del Pacifico, desde el sur de Sinaloa hasta Chiapas.

2.3.3 Habitat

Esta especie prospera cerca de arroyos, en claros y bordes. Se desarrolla tanto en suelos con
buen drenaje como en aquellos con impedimentos de drenaje, tanto de origen volcanico,
como sedimentario o metamorfico, café, rojizo y negro arcilloso, regosol, roca caliza y

carstica, de 0 a 1,200 msnm.

C. obtusifolia es una especie secundaria, heliofila, pioneras de vegetacion secundaria
temprana y conspicua de las zonas tropicales calido-humedas. Se presenta en vegetacion
secundaria derivada de cualquier tipo de selva excepto selva baja caducifolia y espinosa. La
capacidad de esta especie para colonizar rapidamente areas desmontadas es ampliamente
conocida y se debe fundamentalmente a que sus poblaciones maduras producen
ininterrumpidamente abundantes frutos que son buscados por numerosas especies de aves y

mamiferos.

2.3.4 Usos tradicionales atribuidos a Cecropia obtusifolia

A C. obtusifolia se le adjudican usos comestibles (infrutescencia), construccion (tronco),
como materia prima (pulpa), medicinal (hoja, corteza, tallo, flor, cogollo, raiz), entre otras
aplicaciones. Cabe destacar que ha sido evaluada farmacologicamente y se han identificado
alrededor de 20 compuestos quimicos (CONABIO, 2011). Entre sus usos medicinales se
destaca como antitusivo, antidiabético, afecciones nerviosa, antipirético, afecciones
cardiacas (tonico, digitalico), su empleo en las enfermedades hepaticas y pulmonares, en el
asma, el resfriado comun, como diurético (hidropesia), en heridas, fractura de huesos, mal

de orin, rifiones, mal de san-vito, reima, eliminar verrugas, padecimientos relacionados con
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la diabetes, contra piquetes de alacran y hormigas, en la excesiva salivacion, para perder

peso y para la hipertension arterial.

2.3.5 Estudios realizados a Cecropia obtusifolia

Estudios farmacologicos demuestran que el extracto acuoso de las hojas posee efecto
diurético en el modelo de ratas albinas. (CONABIO, 2011). Actualmente, existe gran
interés por investigar al género Cecropia, varios informes fitoquimicos y farmacologicos
han descrito que los principales constituyentes de C. glaziovii, C. hololeuca y C.
pachystachya son compuestos del tipo flavonides C-glucocilados asi como las
proantocianidinas; en otras especies como la C. adenopus y la C. pachystachya se registra
el contenido de moléculas del tipo terpenoide y esteroides (Costa et al., 2011). En México,
se han realizado estudios con especies del género y se reportan como principales
constituyentes al acido clorogénico y la isoorientina, moléculas que pueden estar asociadas

con el efecto reportado en la medicina tradicional (Andrade y Vazquez, 2010).

Entre las propiedades farmacologicas descritas para el género, las mas frecuentes son la
actividad hipoglucemiante de C. obtusifolia y C. peltata asi como la actividad sobre el
sistema nervioso central e hipotension inducida por C. glaziovii (Costa et al., 2011). Otros
estudios demuestran que los extractos polares crudos de C. obtusifolia inducen efectos
hipoglucemiantes en modelos normoglucemicos (Alonso et al., 2008; Roman Ramos y
cols., 1999) y diabetizados (Andrade y Wiedenfeld, 2001), inhibicion de la a-glucosidasa
(Revilla et al., 2007), analgésica y antiinflamatoria (Pérez et al., 2001), actividad diurética

(Vargas y Ulate, 1996) y antihipertensiva (Salas et al. 1987).

En su conjunto, esta informacion permite identificar el potencial de C. obtusifolia como una
fuente de moléculas con aplicaciones en el tratamiento de enfermedades hipertensivas y
materia prima aplicable a la industria farmacéutica; sin embargo, se requiere estudios que
permitan establecer las condiciones apropiadas para el uso intensivo de C. obtusifolia y

garantizar una produccion estandar.
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2.4 Usos y tipos de suelo en Quintana Roo

Las especies vegetales presentan caracteristicas en sus poblaciones que pueden estar
determinadas por la variacion de los gradientes geograficos relacionados con la altitud,
latitud, longitud, suelos, clima, fisiografia, entre otros factores. En cada subunidad
geografica, la seleccion en la poblacion local opera estabilizando aquellos caracteres
adaptativos importantes que permiten a las poblaciones establecerse y distribuirse a lo largo
del gradiente (Strickberger, 1988). De igual forma, la variacion clinal de cada especie
puede estar determinada por factores climaticos como son la temperatura, la precipitacion,
la duraciéon de temporada de crecimiento asi como efectos producidos por el tipo y
caracteristicas del suelo (procesos quimicos, fisicos y bioldgicos) en el cual crece, asi como
la interaccidn entre éstos factores (Stern y Roche, 1974). A través de estudios basados en
pardmetros fenotipicos (Ej. superficie foliar, la forma de los foliolos, tamafio y forma de
nueces, la fenologia de floracién, maduracién de frutos, el vigor de crecimiento de plantulas
de semillas y enraizamiento adventicio de esquejes), se ha comprobado que existen

variaciones clinales infer-especies vegetales (Donoso ef al., 2004).

Los suelos son sistemas naturales abiertos y complejos formados en la superficie de la
corteza terrestre, sus caracteristicas y propiedades se han desarrollado por la accion de los
agentes climaticos y biodticos sobre los materiales geologicos, estos ultimos han sido
acondicionados por el relieve y drenaje establecidos en el transcurso del tiempo; estas
acciones les dan caracteristicas propias a los suelos con origenes y formaciones similares

(Cadena, 2012).

En México existen alrededor de 32 wunidades de suelos reconocidas por la
IUSS/ISRIC/FAOQ. Las cinco unidades principales que predominan en el territorio nacional
son el Leptosol, 24%; Regosol, 19%; Calcisol, 18%; Phacozem, 10% y Vertisol, 8%
(Tabla 2.; FAO., 2009). En la Peninsula de Yucatan, el 75% del suelo est4 conformado por
el tipo de suelo Leptosol (denominado en idioma maya: Tzek’e) que caracteriza por
contener material calcareo, poca profundidad y alta pedregosidad con una capa superficial

muy oscura y rica en materia orgdnica y nutrientes, otros suelos importantes con
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distribucién en la Peninsula de Yucatin son el Luvisol (8%, K’anka), Vertisol (6%,
Ak’alch), Regosol (5%), Solonchaks (3%) y en menor medida los suelos de tipo Gleysol
(Ak’alch) y Acrisol (3%) (Tabla 2; Amendola et al., 2005; INEGI, 2011).

Tabla 2. Distribucion y porcentaje de suelos presentes en la Peninsula de Yucatan y
presentes en el estado de Quintana Roo.

Unidad de Total Nacional |Proporcion (%) Abundancia en | Presencia en

suelo (%) la Peninsula (%) Quintana Roo

Leptosol 25,1 5,0 75 X
Regosol 21,0 0,3 5 X
Calcisol 18,0 - - -
Phaeozem 9,3 - - -
Vertisol 7,4 0,4 6 X
Cambisol 6,2 * * X
Luvisol 4,0 0,5 8 X
Acrisol 2,0 * 1.5 -
Solonchak 2,0 0,2 3 X
Andosol 1,6 - - -
Castafiozem 1,3 - - -
Gleysol 1,3 * 1.5 X
Planosol 0,5 - - -
Nitosol - * * X
Fluvisol - * * X

- No presenta. * Presente en una proporcion muy baja. X: Presente en el estado.

En los municipios de Othén P. Blanco y Bacalar, ubicados al sur del estado de Quintana
Roo, se registran varios tipos de suelos en los cuales se presentan diferentes tipos de
vegetacion; por su abundancia se destacan los suelos de tipo Leptosol, Gleysol y Vertisol
(Figura 2a); dichos suelos pueden presentar vegetacion tipo tular, selva baja
subperennifolia, selva mediana subperennifolia, cultivo temporal/permanente y pastizales
cultivados (Tabla 3, Figura 2b), estos ultimos aptos para cultivos como el arroz y la caia

de azucar (Enciclopedia de los municipios y delegaciones de México, 1988; INEGI, 2012).
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Tabla 3. Grupos de suelo en el municipio de Othén P, Blanco, Quintana Roo

Uso de suelo-Vegetacion / Tipo de suelo | Leptosol | Vertisol | Regosol | Gleysol | Luvisol | Solonchak
Area Agricola de Temporal X X - X - -
Pastizal Cultivado X X X X X -
Tular X - - X - -
Selva Baja Subperennifolia X X X X -
Selva Mediana Subperennifolia X X X X X -
Manglar - - - - - X

Mapa Digital de México 5.0 (INEGI, 2012), http://gaia.inegi.org.mx/mdm5/viewer.html. (-) No presenta.
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Figura 2a. Grupos de suelos presentes en los municipios de Othon P. Blanco y Bacalar del estado de Quintana

Roo (INEGI, 2012. Mapa Digital de México V5.0).

Division Ciencias e Ingenierias; Universidad de Quintana Roo

Respuesta relajante del musculo liso vascular inducida por extractos orgdnicos de Cecropia obtusifolia Bertol (Guarumbo)

desarrollados en diferentes unidas y usos de suelo | Br. Geovanny Ruiz Pérez, Lic. Manejo de Recursos Naturales;



Long. 0.-89.14232 Nte. 19.27201
Long. 0.-87.56154 Nte 19.06251

<4——— Bacalar

Chetumal

10 km
10 mi

Long. O. -87.84151 Nte. 18.20547

Long. 0-89.19946 Nte. 17.96168

Selva mediana

subperennifolia

Selva baja
subperennifolia

Tular

Area agricola de
temporal

Pastizal cultivado

Manglar

Sabana

Figura 2b. Usos de suelos y vegetacion presentes en los municipios de Othon P. Blanco y Bacalar del estado de

Quintana Roo (INEGI, 2012. Mapa Digital de México V5.0).
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3. DEFINICION DE PROBLEMA

En Quintana Roo se registran alrededor de 2,246 especies vegetales muchas de las cuales
han sido empleadas ancestralmente en la resolucion de enfermedades, en la construccion, la
alimentacion, entre otras aplicaciones.

El Guarumbo (Cecropia obtusifolia Bertol) es una especie pionera de selvas tropicales
perturbadas por el hombre. Se le reconoce como una de las especies de la medicina
tradicional en la region de Quintana Roo y la cual es empleada empiricamente para el
tratamiento de padecimientos como la diabetes, la hipertension, insuficiencia cardiaca;
padecimientos que son de alta frecuencia en México y los cuales se constituyen como
graves problemas de Salud Publica.

Actualmente existen alternativas terapéuticas para el tratamiento de estos padecimientos;
sin embargo, continiia la bisqueda de moléculas con aplicaciones terapéuticas. Estudios
fitoquimicos demuestran que C. obtusifolia contiene metabolitos secundarios del tipo
flavonoide, antocianiodinas, terpénoides o esteroles que podrian relacionarse con los
efectos terapéuticos atribuidos en la medicina tradicional; sin embargo, la magnitud de las
respuestas biologicas y/o farmacolodgicas inducidas por C. obtusifolia entre otras plantas
medicinales podrian estar determinadas por las condiciones predominantes en las unidades
de suelo y por el uso de suelo en los cuales se desarrollan.

En este contexto, se identifica la necesidad de caracterizar las variaciones de las respuestas
farmacologicas inducidas por los productos derivados de C. obtucifolia a fin de identificar
los sitios de adecuados para la colecta de los ejemplares que podrian emplearse en las
practicas medicas populares, en los estudios quimicos y farmacologicos posteriores asi
como bases para el establecimiento de cultivos intensivos de C. obtusifolia para su

potencial produccion y comercializacion.
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4. OBJETIVOS

General

Registrar los parametros de potencia y eficacia de la respuesta relajante del musculo liso
vascular inducida por extractos organicos de Cecropia obtusifolia Bertol (Guarumbo)

desarrolladas en diferentes unidades de suelo y usos de suelo.

Particulares

e Evaluar el efecto inducido por los extractos obtenidos de C. obtusifolia en anillos de

aorta aislada de rata precontraidos con fenilefrina (1x10-"M).

e Identificar los tipos de suelo en los cuales C. obtusifolia presenta mejores

pardmetros de potencia y eficacia en la actividad vasorrelajante.

e (aracterizar los extractos obtenidos de C. obtusifolia mediante el empleo de

métodos espectroscopicos y cromatograficos.
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S. JUSTIFICACION

En México se registran alrededor de 6,000 especies vegetales con usos tradicionales, en
Quintana Roo se tienen registradas alrededor de 400 especies con propiedades medicinales,
de las cuales 38 especies son empleadas para controlar problemas relacionados con la
hipertension; sin embargo, los remedios tradicionales no cuentan con una indicacion clara
referente a la forma de usarlos, fundamento cientifico ni con una regulacion adecuada de

sus productos (Newman,. 2003;Hersch 2009).

Se estima que en México, 80% de su poblacion emplea medicinas alternativas y
complementarias; la herbolaria es una de sus principales modalidades lo cual genera una
alta demanda de material vegetal silvestre proveniente de diferentes regiones geograficas:
muchas de las especies empleadas en la medicina tradicional, son susceptibles a la

influencia del medio ambiente.

A pesar de los amplios estudios bioldgicos, quimicos y/o farmacoldgicos, el desarrollo de
un medicamento o remedio herbolario a partir de una especie medicinal como C.
obtusifolia, requiere del desarrollo de métodos analiticos de indole botdnico, morfolégico,
quimico y farmacolégico que se reflejen como elementos de control de calidad. Por otro
lado, se requieren investigaciones sobre sobre la misma especie que permitan analizar los
efectos farmacologicos inducidos por individuos de esta especie que crecen en diferentes

suelos y con diferente tipo de aprovechamiento.

La presente propuesta pretende realizar actividades experimentales orientadas al estudio
farmacologico de C. obtusifolia a partir del material vegetal colectado en diferentes
unidades de suelo, con la finalidad de identificar el suelo que induzca mejores prestaciones
farmacologicas y el cual pueda ser en un futuro el suelo recomendado para el cultivo de la
especie e iniciar la potencial aplicacion de un recurso natural de la region en novedosos

procesos de produccion en el estado.
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6. MARCO TEORICO CONCEPTUAL

Estudios farmacologico de plantas medicinales como las especies Salix alba, Digitalis
purpurea, Papaver somniferum, Cinchona spp. y Philocarpus pannatifolius han sido base
para el desarrollo de farmacos como el 4cido acetilsalisilico, digitoxina, morfina, quinina y
pilocarpina, respectivamente. Hoy en dia, los productos de origen natural contintian
contribuyendo significativamente en el desarrollo de nuevas moléculas lideres, farmacos asi
como materia prima para el desarrollo de farmacos; de igual forma contintan

contribuyendo en la rentabilidad de la industria farmacéutica (Butler, 2004).

En México, existe una ancestral tradicion en el empleo de los recursos naturales de origen
animal, vegetal y mineral que han sido base para el desarrollo de diferentes industrias.
Prueba de ello es el estudio de especies vegetales como el barbasco (Dioscorea composita y
Dioscorea bartletii), el cual ha permitido desarrollar una industria farmacéutica basada en
materias primas y fairmacos esteroidales (Hinke, 2008), la vainilla (Vanilla planifolia) que
genera materias primas para la industria de saborizantes, fragancias y alimentos (Castillo y
Engleman, 1993), el cacao (Theobroma cacao) que es importante en la industria de los
alimentos (Ogata, 2007) asi como el agave (Agave tequilana) que es fundamental en la

industria tequilera nacional (Rulfo, 2007).

Actualmente, la herbolaria como elemento terapéutico no solo ha sobrevivido sino que ha
experimentado un notable crecimiento frente a los avances cientificos y tecnolégicos de la
medicina alopatica, hoy es reconocida y es objeto de estudios orientados a corroborar su
eficacia terapéutica y posicionarse como una alternativa economica en el cuidado y
solucion de problemas relacionados a la salud (FHEUM, 2001). En este sentido, México
cuenta con documentos oficiales como la Farmacopea Herbolaria y normas oficiales y que
describen los procedimientos generales de analisis aplicables al desarrollo de farmacos y

medicamentos.
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HIPOTESIS

7. HIPOTESIS

La actividad relajante del musculo liso vascular inducida por los extractos organicos de
Cecropia obtusifolia, estd determinada por la unidad de suelo y uso de suelo en la cual se

desarrolla.
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8. METODOLOGIA

8.1 Materiales instrumentos

Para el desarrollo del presente proyecto, se emplearon los siguientes equipos: Cémara
fotografica Sony® ciber-shot 14.1 Mp Sony®, Sistema MP150 Biopac®, rotaevaporador
IKA® Modelo RV-10, balanza analitica Denver Instrument®, Molino IKA®
espectrofotometro Thermo scientifics®, software acqKnowledge®, material quirargico
diverso en acero inoxidable, gas carbogeno (Oxigeno95%: Mondxido de Carbono 5%,
Infra®), recirculador de agua marca Precision®, placa de silica-gel Merck®, asi como

material de vidrio de uso general para medir, pesar y contener.

8.2. Procedimiento

8.2.1. Recoleccion y preparacion del material vegetal

Para identificar los sitios dptimos para la colecta de material vegetal objeto de estudio, se
empleo la herramienta Mapa Digital de México 5.0 del Instituto Nacional de Estadistica y
Geografia (INEGI, 2012); para ello se considerd el anteponer las capas de informacion
correspondientes al tipo de suelo (Leptosol, Vertisol, Gleysol), uso del suelo (Area agricola
de temporal y permanente, Pastizal cultivado) y vegetacion (Tular, Selva Baja
Subperennifolia y selva mediana subperennifolia) de los municipios de Othén P. Blanco y
Bacalar. De los sitios con diferentes tipos de suelo y diferentes usos se colectd y
georreferencio C. obtusifolia. La manipulacion, conservacion, secado y extraccion se

realizo de acuerdo a lo descrito en la Farmacopea (FHEUM, 2001).

8.2.2. Obtencion de los extractos de las especies de estudio

Se colectd el material vegetal y se seco al aire libre por tres dias a una temperatura
controlada de 24 °C. Por separado, tres gramos de material vegetal seco y molido de C.
obtusifolia fueron sometidos a un proceso de maceracion con 20 ml de hexano (CsHi4)
durante 24 horas, posteriormente se filtrd y se elimin6 el disolvente mediante el empleo de
un rotaevaporador a presion reducida (45°C); se realizaron tres extracciones consecutivas;

al término, dicho procedimiento se repitié6 con disolventes de mayor polaridad como el
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diclorometano (CH>Cly) y metanol (MeOH). Todas las extracciones se realizaron por

triplicado.

8.3.3. Estudios in vitro.

8.3.3.1 Reactivos

Cloruro de sodio (NaCl), glucosa (CsH1206), bicarbonato de sodio (NaHCO3), sulfato de
magnesio (MgS04-7H»0), cloruro de calcio (CaCly), EDTA-2H>0, cloruro de potasio
(KCl), fosfato monobésico de potasio (KH2POs) fueron grado reactivo; los farmacos
empleados para el monitoreo del efecto del producto natural fueron fenilefrina, carbacol,

DMSO grado analitico.

8.3.3.2 Determinacion de la actividad relajante del musculo liso vascular

Para la determinacién del efecto relajante inducido por los extractos derivados del material
vegetal objeto de estudio se empled la metodologia descrita por Aguirre y Cols. 2005.

Para la obtencion del tejido, se utilizaron ratas Wistar de aproximadamente 9 semanas (250-
300g). El manejo de los seres vivos para la experimentacion fue de acuerdo a las
recomendaciones establecidas en la NOM-062-Z0O0-1999; los animales se mantuvieron en
el bioterio en un ciclo de 12 hrs luz/oscuridad a 26+3°C con alimento estdndar y agua ad
libitum; se sacrificaron por asfixia con éter. Posteriormente se realizd una diseccion
abdominal para obtener la aorta toracica, la cual se mantuvo en solucion Ringer Krebs-
Henseleit (Ringer KH), la cual presenta la siguiente composicion (mM): NaCl 119, KCl
4.6, KH2PO4 1.2, MgSO4 1.2, CaCl, 1.5, Na,HCO3; 20 y glucosa 11.4. La solucion se
prepar6 con agua destilada, a pH = 7.4, se mantuvo a 37°C y constantemente se burbujeo
con una mezcla gaseosa de 02:COz (95%:5%). La aorta se limpio del tejido vascular

adyacente y se cortaron anillos de 0.3 a2 0.5 cm.

Los segmentos de aorta se estabilizaron a una tension de 3gramos de fuerza durante un
periodo de 30 minutos; se sensibilizo con fenilefrina 1x10”’M y las muestras de prueba se
evaluaron respecto a la contraccion inducida por fenilefrina 1x107M; se adiciono las

muestras de prueba en forma acumulativa (100 pL) y se registrd el valor mediante el
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empleo del programa Acgknowledge (BIOPAC, CA, USA); la actividad inducida por los
extractos, controles y vehiculo (DMSO: 1% concentracion final) se determind por la
comparacion de los valores generados antes y después de la aplicacion de las muestras en

estudio.

8.3.3.3 Estudio espectrofotométrico

Un miligramo de cada uno de los extractos fueron disueltos en un mililitro de MeOH; la
solucion fue agitada vigorosamente hasta lograr una solucidn homogénea. Posteriormente
se realizaron diluciones seriales hasta lograr la solucion de prueba (10.65 pg/ml). Todas las
muestras fueron medidas en el rango de 325 a 695 nm con incrementos de 10 nm (Genesys
20%); para ello se emplearon celdas de plastico de 1.0 cm y un volumen de 3 ml. Se
registraron los valores mediante el empleo del programa Excel (Microsoft Office®) y se

grafico la relacion absorcion vs. longitud de onda (), para cada uno de los extractos.

8.3.3.3 Analisis cromatografico

Para el andlisis cromatografico de las muestras en estudios, se emplearon técnicas
convencionales en cromatografia en capa fina (CCF); para la fase estacionaria se utilizaron
placas de aluminio recubiertas con gel de silice (60 Fass Merck®), como fase movil se
elaboraron diferentes sistemas de elusion (CH2Clo, AcOEt, MeOH y CH3;COOH al 3%),
como agentes reveladores se emple6 una ldmpara de UV (Acorta= 283 — 200; Ajarga= 400-300
nm) asi como una solucion de vainillina al 1% (20 ml MeOH; 1 ml H2SO4 concentrado y 1
g de vainillina Q.P.), la cual se conservo en frasco cubierto a 5°C.

La muestras de prueba se prepararon a partir de 100 mg de los extracto SBSp-G, SBSp-L,
SBSp-V y se disolvieron en 1ml de MeOH [100 mg/ml]; de igual manera, 1mg del acido
clorogénico se disolvié en Iml de MeOH [1 mg/ml]. Para la determinacion el factor de
retencion (Rf) para las muestras de prueba, se empleo la siguiente ecuacion: Rf = distancia

recorrida por el compuesto (X) / distancia recorrida por la fase movil (Y).
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8.4. Analisis de resultados

Los resultados son expresados como el promedio de 6 experimentos =+ el error estandar del
promedio (EE). Los datos experimentales se emplearon para construir las Curvas
Concentracion Respuesta (CCR) y se ajustaron de acuerdo a un modelo sigmoidal y se
determinaron los parametros de potencia y eficacia; para ello se empled el programa

Microcal Origin 8.0 (Microcal Softwere Inc., USA).
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9.-RESULTADOS
9.1. Obtencion de extractos a partir de hojas de Cecropia obtusifolia.

Con la finalidad de obtener la materia prima, las hojas secas y molidas de C. obtusifolia
(Co; N. Bravo, Othon P. Blanco, QROO) fueron sometidas a procesos de extraccion bajo
un gradiente de polaridad. Las extracciones con hexano (CoMH, CoSH y CoPH) y
diclorometano (CoMD, CoSD y CoPD) presentan bajos rendimientos en comparacion al
empleo de metanol (CoMM, CoSM y CoPM) como disolvente. En la Grafica 1 y en la
Tabla 4 se observa que el mejor rendimiento se registrd con el empleo del método de

percolacion y metanol como disolvente (20.05 %).
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Grafica 1. Rendimientos de extraccion a partir de hojas (1 g) de Cecropia obtusifolia con el empleo de
diferentes disolventes (20 ml) y métodos extractivos. Los resultados son expresados como el promedio + EE,
para tres experimentos independientes. * p <0.05 vs. Control.

Tabla 4. Extractos crudos de C. obtusifolia obtenidos por diferentes métodos de extraccidon y empleando
disolventes con distinto grado de polaridad.

Disolvente Maceracion Soxhlet Percolacion
Prom(g)| EE |Rend (%)| |Prom(g)| EE |Rend (%) | |Prom(g)| EE |Rend (%)
Hexano 0.082 | 0.001 0.91 0.039 [0.002 1.29 0.020 |0.001 0.65
Diclorometano | 0.073 | 0.001 0.86 0.029 |0.001 0.97 0.025 |0.003 0.83
Metanol 0.4102 | 0.0088 4.56 0.209 |0.003 6.95 0.600 |0.027| 20.01
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9.2 Actividad relajante del musculo liso

Para la evaluacion del efecto relajante inducido por CoMH, CoMD y CoMM en el musculo
liso vascular precontraido con noradrenalina (1x10"M), CoMH y CoMD inducen un efecto
relajante similar (Emax: 42.83 £ 1.75 y 44.93 + 1.73%) pero menor en comparacion con el
control positivo empleado (Carbacol: Emax: 88.2 £ 3.36%) (Grafica 2 y en la Tabla 5).
CoMM ejerce efectos menores (Emax: 33.8 £ 0.53%) a los registrados por CoMH y CoMD
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Grafica 2. Efecto de los extractos crudos derivados de C. obtusifolia (0.11—333 pg/ml) sobre la contraccion
inducida por noradrenalina (NA, 1x107M) en anillos de aorta aislada de rata. Los resultados son expresados
como el promedio + EE, para cinco experimentos independientes. * p < 0.05 vs. Control.

Tabla 5. Parametros farmacologicos de potencia y eficacia inducida por los extractos crudos de C. obtusifolia
en los anillos de aorta aislada de rata.

Clso (ng/ml) Emax (%) Potencia relativa | Eficacia relativa
Carbacol (Control +) 0.023 +£0.11 88.2 +£3.36 1 1
CoMH 7.04 £ 8.20 42.83+£1.75 0.0033 0.48
CoMD 2.61 £330 4493 +1.73 0.0088 0.51
CoMM 29.43 £1.60 33.80 £0.53 0.0007 0.38
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9.3 Efecto antiespasmodico del musculo liso

Con la finalidad de corroborar los efectos inducidos sobre el musculo liso vascular, se
evalud la capacidad antiespasmoddica inducida por CoMH, CoMD y CoMM (100 pg/ml; 15
min; 1 nM —10 pM). Tomando como control la Curva Concentracion Respuesta (CCR) a
NA (CEso: 1.44 £ 1.2 x107° M; Emax: 2.13+0.4 g), las muestras de CoMH, CoMD y CoMM

inducen una disminucion de aproximadamente un 40% del efecto contractil generado por la

NA (Grafica 3, Tabla 6).
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Grafica 3. Efecto de la incubacion (#: 15 min) de los extractos crudos derivados de C. obtusifolia (100 pg/ml)
sobre la contraccion inducida por NA (1x10° — 1x103 M) en anillos de aorta aislada de rata. Los resultados
son expresados como el promedio + EE, para cuatro experimentos independientes. * p < 0.05 vs. Control.

Tabla 6. Parametros de potencia y eficacia inducidos por NA en ausencia y presencia de extractos crudos de
C. obtusifolia en los anillos de aorta aislada de rata.

Potencia Eficacia
Muestra CEso (ng/ml) Emax (%) Emax (g)
Noradrenalina (Control +) | 1.44+12x107M | 98.76 £2.19 | 2.44+0.34
CoMH (100 pg/ml) 1.77+1.7x107M | 58.56+0.72 | 1.46+0.25
COMD (100 pg/ml) 1.04+1.4x107M | 63.09+0.01 | 1.62+0.25
CoMM (100 pg/ml) 3.56+5.5x10°M | 61.52+2.07 | 1.55+0.10
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9.4 Efecto relajante inducido por muestras de prueba de C. obtusifolia colectadas en

diferentes regiones del sur de Quintana Roo.

Con la finalidad de documentar la variacion de la respuesta farmacologica inducida por
extractos obtenidos de C. obtusifolia y desarrollada en diferentes regiones, se llevd a cabo
la colecta en zonas identificadas en las unidades de suelo y usos de suelo descritas para los
municipios de Othon P. Blanco y Bacalar, Quintana Roo. Para tal proposito, se utilizo el

Mapa Digital México V5.0 (INEGI, http://www.inegi.org.mx) como herramienta para la

seleccion de los sitios de colecta de la especie en estudio (Figura 4a).

Para los municipios de Othén P. Blanco y Bacalar, se encontrd la presencia de ocho
unidades de suelo dominantes: Leptosol (Lp, 43.03%), Phacozem (10.30%) Gleysol (G,
8.3%), Vertisol (V, 25.15%), Regosol (Rg, 4.85%), Luvisol (L, 4%) Solonchak (1.67%) y
Arenosol (1.01%), principalmente (Figura 4b). Entre los usos de suelos (Figura 4c¢) se
destacan la Selva Mediana Subperennifolia (SMSp, 50%), Selvas Baja Subperennifolia
(SBSp, 27%), Area Agricola de Temporal (AAT, 5.87%), Pastizal Cultivado (PC, 5.06%) y
el Tular (T 4.85%). Se identifican como sitios de colecta de C. obtusifolia: SBSP-V:
18°2924"'N, 88°33'36"°0, 29 m.s.n.m; SMSP-V: 18°42°36"'N, 88°23'24°0, 24 m.s.n.m;
AAT-V: 18°30°16"'N, 88°34"12"°0, 26 m.s.n.m; PC-V: 18°30°27"'N, 88°32'25°0, 25
m.s.n.m; SBSP-L: 18°31729"'N; 88°29'08'0O; 33 m.s.n.m; SMSP-L: 18°31"13"'N,
88.25'50’0, 4 m.s.nm; T-L: 18°30'50"'N, 88°2622"°0, 3 m.s.n.m; SBSP-G:
18°40°54"'N; 88°24°51"°0 13 m.s.n.m, SMSP-G: 18°31'04"'N, 88°26°39"", 5 m.s.n.m.
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Figura 3.- Identificacion de las areas de estudio y colecta de C. obtusifolia en  Othon P. Blanco
y Bacalar, municipios ubicados al sur del estado de Quintana Roo. a. ¥ Uvbicacion de los
municipios de Othon P. Blanco y Bacalar en el estado de Quintana Roo y area de colecta. b.
Unidades de suelo identificados en los municipios de Othon P. Blanco y Bacalar (TGleysol (G);
@D Leptosol (L); @D Vertisol (V). ¢. Uso de suelo en los municipios de Othon P. Blanco y
Bacalar:@Selva mediana subperenifolia (SMSp) D Selva baja subperennifolia (SBSp);
@D Pastizal cultivado (PC); D Tular (T); @D Area Agricola de temporal (AAT) y@® Manglar
O Sitios de colecta. Escala: 1:250,000. Fuente: Mapa digital México 5.0, INEGI 2010.

Posterior al proceso de colecta, secado y extraccién, se puede observar que existen

variaciones en los rendimientos de extraccion de hojas de C. obtusifolia; se observa un

mejor rendimiento en suelo G vs. V y Lp (Grafica 5, 6, 7); con respecto al uso de suelo, se
observa mejor rendimiento en PC vs. SBSP, SMSp, AAT y T; la relacién de suelo-uso de

suelo con mejores rendimientos son PC-V, SMSp-G y SBSp-G (Tabla 5).
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Grafica 4. Rendimientos de extraccion a partir de hojas (1 g) de Cecropia obtusifolia colectadas de diferentes lugares y sometidas a un gradiente de polaridad

mediante el empleo de disolventes (20 ml) y a diferentes métodos extractivos. Los resultados son expresados como el promedio + EE, para tres experimentos
independientes.
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Tabla 7. Rendimiento de extraccion de C. obtusifolia colectada de diferentes lugares y obtenidos
por maceracion directa con metanol

Uso de suelo Unidad de suelo

Leptosol | Vertisol Gleysol | Promedio

Area Agricola de Temporal N/P 2.08 g N/P 2.08

Pastizal Cultivado N/P 225¢g N/P 2.25

Tular 128 ¢ N/P N/P 1.28
Selva Baja Subperennifolia 142 ¢ 1.51¢g 2.08g |0.67+0.21
Selva Mediana Subperenifolia 1.13 g 2.08 g 2.19g |1.80+£0.33

Promedio 1.28 +£0.09 | 1.98 + 0.16 | 2.14 + 0.05
N/P: No presenta

Con los extractos obtenidos a partir de las hojas de C. obtusifolia colectada de las diferentes
regiones, se evalud el efecto relajante del musculo liso vascular precontraido con
noradrenalina (1x107M). Todos los extractos ejercen un efecto dependiente de la
concentracion; en funcion al efecto relajante inducido, los extractos SBSp-G, SMSp-V y
PC-V son los que presentan una mayor eficacia Emax: 79.73 £ 2.52%, 75.07 £ 12.1% y 73.9
+ 2.42%, respectivamente (Graficas 3, 4 y 5). Por otro lado, para los extractos SBSp-G,
PC-V y SMSp-G se registro una Concentracion Efectiva Media (CEso) de: 5.43 + 3.42, 9.42
+ 3.52 y 10.16 + 3.3 pg/ml, respectivamente. Cabe destacar que en todos los casos, los
efectos ejercidos por las muestras de prueba son menores al efecto inducido por el control

positivo (Carbacol, Clso: 0.023 + 0.11 pg/ml; Emax: 88.2 £ 3.36%; Tabla 8).
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Grafica 5. Efecto relajante inducido por los extractos crudos derivados de C. obtusifolia (0.11—333 ug/ml)
colectados en unidades de suelos Vertisol con diferentes usos SMSp, PC, AAT y SBSp; sobre la contraccion
inducida NA (1x107M) en anillos de aorta aislada de rata. Los resultados son expresados como el promedio
+ EE, para seis experimentos independientes. * p < 0.05 vs. Control.
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Grafica 6. Efecto relajante inducido por los extractos crudos derivados de C. obtusifolia (0.11—333 ug/ml)
colectados en unidades de suelos Gleysol (a) con diferentes usos SBSp y SMSp; sobre la contraccion
inducida NA (1x10"M) en anillos de aorta aislada de rata. Los resultados son expresados como el promedio
+ EE, para seis experimentos independientes. * p < 0.05 vs. Control.
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Grafica 7. Efecto relajante inducido por los extractos crudos derivados de C. obtusifolia (0.11—333 pg/ml)
colectados en unidades de suelos Leptosol (a) con diferentes usos SMSp, Tular, SBSp; sobre la contraccion
inducida NA (1x10"M) en anillos de aorta aislada de rata. Los resultados son expresados como el promedio
+ EE, para seis experimentos independientes. * p < 0.05 vs. Control.

Tabla 8. Parametros de potencia (CEsp) y eficacia (Emax) inducida por los extractos crudos de C. obtusifolia

colectados en diferentes unidades y usos de suelo.

Clso (ng/ml) | Emax (%) | Potencia relativa | Eficacia relativa

Carbacol | 0.023 = 0.11 | 882+ 3.36 1 1
SMSp-V |33.26 +1.47 | 75.07 + 12.1 0.0007 0.85
SBSp-V |30.19 + 1.89 | 50.73 + 2.00 0.0008 0.57
PC-V | 9424352 | 73.9+2.42 0.0020 0.84
AAT-V [33.41+251| 69.8+1.93 0.0007 0.79
SBSp-G | 543 £3.42 |79.73 £2.52 0.0042 0.90
SMSp-G | 10.16+3.3 | 63.16 + 1.88 0.0023 0.72
T-L 105.0+7.6 |27.19+7.81 0.0002 0.31
SMSp-L | 32.21+£6.8 | 32.2+8.95 0.0007 0.37
SBSp-L N/D 10.9 + 5.08 N/D N/D
DMSO | 852+0.11 | 8.55+38 N/D N/D
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9.5 Analisis espectroscopico y cromatografico de los extractos obtenidos de C.
obtusifolia colectados en diferentes regiones de Quintana Roo.

Para iniciar los trabajos referentes a la caracterizacion de los extractos de C. obtusifolia, se
realizd un analisis espectroscopico y cromatografico. El analisis de los espectros de
absorcion UV-Vis se realiz6 a una concentracion de 10.65 pg/ml, con el empleo de MeOH

como disolvente y a 330—695 nm del espectro electromagnético (Grafica 8 a-d).
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Grafica 8. Espectro de absorcion UV-Vis de extractos de C. obtusifolia colectada en suelos vertisol (a),
Gleysol (b) y Leptosol (c) del sur de Quintana Roo. Espectros obtenidos de ejemplares colectados en Selva
Baja Subperenifolia de diferentes unidades de suelo (d).

Vil Respuesta relajante del musculo liso vascular inducida por extractos organicos de Cecropia obtusifolia Bertol (Guarumbo)

desarrollados en diferentes unidas y usos de suelo | Br. Geovanny Ruiz Pérez, Lic. Manejo de Recursos Naturales;
Division Ciencias e Ingenierias; Universidad de Quintana Roo




En el espectro de todos los extractos se observa la presencia de un hombro a 405 nm y un
pico a 665 nm en diferentes magnitudes de absorcion. Los extractos SBSp-R (0.056), AAT-
V (0.051) y PC-V (0.051) registran una absorcion superior al promedio registrado en las
muestras de prueba (A= 405 nm, abs: 0.04+0.004); los extractos SBSp-R (0.033), T-R
(0.024) y SMSp-V (0.027) registran una menor absorcion. En la region de 325—405 nm es
donde se observan mayores cambios en el perfil de absorcion en las muestra de prueba, el

extracto de AAT-V registra un pico maximo de absorcion a 325 nm (Grafica 8 a-d).

Posterior a la elaboracion de diferentes sistemas de elucion, se llevo a cabo el analisis
cromatografico de los extractos SBSp-V, SBSp-R y SBSp-G al emplear cromatogramas de
2.5 x 5.0 cm y una mezcla binaria de AcOet:MeOH(75:25; 0.25% 4acido acético) en un
volumen de 3 ml; la comparacion directa con una muestra autentica del acido clorogénico
permite observar una variacion en el contenido de los extractos e identificar una mancha
relacionada muy probablemente al 4cido clorogénico (Rf: 0.45) (Figura 4).
Adicionalmente, no se observan variaciones en el contenido de acido clorogénico en C.
obtusifolia colectada en suelo vertisol (SBSp-V), respecto a las muestras colectada en suelo

Gleysol y Redzina, respectivamente.

d

Figura 4. Separacion de los extractos SBSp-V (a), SBSp-R (b) y SBSp-G (C) en cromatografia en capa fina
de fase normal en presencia de una muestra autentica del acido clorogénico (Ac).
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10.- DISCUSION

En Quintana Roo, México existen reportes referentes al empleo de especies vegetales en la
medicina tradicional; por sus propiedades diuréticas, sobre el sistema circulatorio y/o a
nivel cardiaco se identifican por lo menos 39 especies vegetales que se emplean solas o en
combinacion para el tratamiento de estos padecimientos (Anexo I). C. obtusifolia se
encuentra distribuida en el centro-sur de la Peninsula de Yucatan y es utilizada en
padecimientos como la diabetes mellitus y algunos trastornos relacionados al sistema
circulatorio; adicionalmente, ha sido objeto de estudios etnomedicos, ecologicos,
fitoquimicos y farmacologicos; se identifica a C. obtusifolia como un recurso de la
medicina tradicional de la region y ser especie idonea para la bisqueda de farmacos con

aplicacion farmacéutica (Colegate y Molyneux, 1993).

La maceracion es un método de extraccion ampliamente utilizado en la medicina
tradicional (Rosman y Steven., 1997) asi como en los estudios farmacognosicos de plantas
medicinales (Hernandez., 2007; Bashi., 2012); presenta ventajas para la obtencion de
metabolitos secundarios termoldbiles y sensibles a cambios de pH (Cannell, 1998a). La
extraccion por gradiente de polaridad y el empleo de disolvente no polar (Hexano (H;
CesH14), polar aprotico (Diclorometano (D; CH>Cly) y polar (Metanol (M; CH3OH) permite
una separacion a grosso modo de metabolitos secundarios contenidos en C. obtusifolia.
Cabe destacar que un disolvente polar disuelve moléculas polares y un disolvente no polar
permite la disolucion de moléculas no polares (Babor y Aznarez., 1968). En la extraccion a
partir de hojas de C. obtusifolia se registra un bajo rendimiento con los disolventes de baja
y mediana polaridad (CoMH—0.91%; CoMD—0.81%) con respecto al empleo de un
disolvente polar (CoMM—4.56%) (Grafica 1 y Tabla 2); por lo que se infiere que el
extracto CoMM podria contener moléculas con cardcter polar, muy probablemente
relacionadas con heterésidos (Tabla 9). Los heterosidos son metabolitos secundarios
ligados a uno o mas azlcares y los cuales estan ampliamente distribuidos en la naturaleza

(Drew Anna, 2010, UPM, 2010).
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Tabla 9. Ejemplos selectos de heterosidos de interés farmacéutico

Heterdsidos Aplicaciones Terapéuticas Fuentes de origen

Antraquinonicos | Laxante o purgante Aloe (Aloe vera), ruibarbo (Rheum rhabarbarum),
sen (Senna sp.), frangula (Frangula sp.)

Cardiotonicos Diuréticos, tonico cardiaco Digital (Digitalis purpurea)

Cianogénicos Anestésicos, anti-espasmodicas, Cerezo (Prunus cerasus), almendro (Prunus dulcis,)

hipotensoras

Cumarinicos Antibacteriano, anticoagulante Avena (Avena sativa)

Fendlicos Febrifugas y antipireticas Peral ( Pyrus communis) y sauce (Salix sp.)

Flavoénicos Fragilidad capilar y vitamina C Girasol (Helianthus annuus) y ruda (Ruta sp.)

Ranunculésidos | Irritante de la pies Ranunculaceas

Sapondsidos Hemolisis, emolientes, dermatitis | Abedul (Betula sp.), maiz (Zea mays), regaliz
(Glycyrrhiza glabra), saponaria (Saponaria sp.)

Sulfurados Antibioticos Ajo(Allium sativum), cebolla (Allium cepa)

El empleo de disolventes organicos se fundamenta en las diferencias de los indices de
polaridad (Hexano (0), Diclorometano (3.1), Metanol (5.1)) y por otro lado a su
accesibilidad, alta selectividad de soluto, facil recuperacion y bajos indices de volatilidad,
inflamabilidad y toxicidad (Cannell, 1998b). En la Tabla 10 se muestran las
representaciones moleculares de los disolventes empleados en el proceso de extraccion. Es
importante considerar que las preparaciones tradicionales frecuentemente son elaboradas
con agua o mezclas hidro-alcohdlicas; sin embargo, un sistema acuoso requiere de grandes
cantidades de energia/calor para poder romper los puentes de hidrogeno y favorecer su
evaporacion, este suministro de energia podria generar artefactos a partir de los metabolitos

contenidos originalmente (Hans-Jorg, 2011).

Tabla 10. Propiedades de solventes usados en laboratorios y procesos industriales. Referencia
Solvente Indice de | Absorciéon UV Punto de
Estructura polaridad Cutoff ebullicién
Hexano  (CeHis) P 0 205 65
Diclorometano _ _ 31 235 Al Cannel, 1998¢
(CH,Cl,) A '
Metanol (CH;OH) Ho" 5.1 205 65
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http://es.wikipedia.org/wiki/Glycyrrhiza_glabra

La evaluacion de la actividad relajante inducida en anillos de aorta de rata precontraidos
con noradrenalina (NA; 1x10”7M) permite registrar que todos los extractos inducen un
efecto relajante dependiente de la concentracion (Tabla 3 y en la Grafica 2); sin embargo,
presentan efectos menores al control positivo empleado (Carbacol). Los extractos CoMH y
CoMD inducen efectos con similar potencia (Clso) y eficacia (Emax) y se observa que
CoMD es diez veces mas potente (Clso: 2.61 + 3.30 vs. 29.43 + 1.60 pg/ml) y 74% mas
eficaz (Emax: 44.93 £ 1.73 vs. 33.80 + 0.53) que CoMM. La potencia (Clso; Concentracion
Inhibitoria Media) farmacologica esta relacionada con la cantidad de muestra requerida
para inducir un efecto determinado y la eficacia (Emax; Efecto Maximo Inducido), es la

magnitud del efecto a una concentracion determinada de extracto (Katzung, 2010)

La evaluacion de la actividad antiespasmodica de CoMH, CoMD y CoMM sobre la
contraccion inducida por NA (1x10° a 1x10°°M) permite corroborar efectos sobre el
musculo liso vascular; CoMH, CoMD y CoMM (100 um/ml) inhiben la contraccién
inducida por NA de manera irreversible respecto al control (Emax: 40%; Grafica 3 y Tabla
4). Los datos obtenidos de la actividad relajante y antiespasmddica inducida por CoMH,
CoMD y CoMM demuestran que C. obtusifolia contiene metabolitos con potenciales

efectos sobre mecanismos de contraccion y relajacion del musculo liso vascular.

Se menciona que el método de evaluacion en anillos de aorta tiene como finalidad valorar
la actividad farmacologica de los extractos, metabolitos secundarios asi como en el
monitoreo de los procesos de separacion y busqueda de nuevos agentes terapéutico de
origen natural (Estrada, 2000); este modelo de bioevaluacion presenta una gran versatilidad
de sitios blancos relacionados con agentes terapéuticos empleadas en el tratamiento y el
control de las enfermedades hipertensivas (Vanhoutte y cols., 2001). Se reporta que los
productos naturales ejercen efectos relajantes a través de la activacion de vias metabolicas
como la del 6xido nitrico, prostaglandinas, el bloqueo de canales de calcio y/o apertura de
canales de potasio o la combinacion de todos ellos (McNeill y Jurgens, 2006). Los
resultados obtenidos a partir de los extractos de C. obtusifolia, permiten corroborar las
propiedades asignadas como remedio en la medicina tradicional de la region; sin embargo,

es recomendable validar el efecto en otras condiciones y modelos experimentales.
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La peninsula de Yucatan es una region geoldgicamente joven al surgir en el Periodo
Eocénico, hace 52 a 36 millones de afios (Bautista y Cols., 2005; Ferrusquia 1998), hecho
que podria estar relacionado con la menor biodiversidad vegetal de la region en
comparacion con la vegetacion distribuida en los estados de Oaxaca, Chiapas, Veracruz,
Guerrero, entre otras regiones (CONABIO, 1998). Por otra parte, se reportan hasta doce
suelos en el estado de Quintana Roo y los Leptosoles, Vertisoles, Phacozem y Luvisol son
los suelos dominantes; en los municipios de Othén P. Blanco y Bacalar se reportan suelos
del tipo Leptosol, Vertisol, Gleysol, Phacozem, Solonchak, Regosol y Arenosol, los cuales
pueden estar asociados a selva mediana subperennifolia, selva mediana subcaducifolia,
selva baja espinosa subcaducifolia, selva baja subperennifolia, manglar, tular, palmar y/o

zonas agricolas (Pozo y cols.,2011).

La colecta de C. obtusifolia en diferentes regiones del sur del Quintana Roo permitid
registrar que los extractos derivados de ejemplares colectados en suelo Gleysol asociado a
la Selva Baja (SBSp-G) y Mediana Subperennifolia (SMSp-G) presentan los mejores
rendimientos de extracciéon y de actividad farmacologica, en comparacion con aquellos

ejemplares colectados en otras unidades y usos de suelo (Grafica 5, Tabla 5y 6).

Estudios previos han permitido determinar que el metabolismo primario y secundario en
especies vegetales superiores es susceptible al stress que el ambiente genera a la planta; se
identifican como factores de estrés las condiciones hidricas (Ej.: temporada de lluvia,
inundaciones, sequia), la vegetacion asociada (Ej.: competencia intra e inter especies), el
aporte nutricional generado por la descomposicién de la materia orgénica, el clima, entre
otros factores; estos factores en su conjunto son considerados por Miranda (1958), Gomez
Pompa et al. (1964b), De las Salas (1987) Sanchez (1980), Gentry (1988) y Sollins (1998),
dentro de los mas importantes que determinan el establecimiento y desarrollo de los

individuos (Cortes e Islebe, 2003).

Los suelos Gleysol se encuentran en areas deprimidas, en posiciones bajas del paisaje con
agua freatica somera; por lo general estos suelos son ricos en arcilla, lo que puede favorecer

su inundacion en ciertas temporadas del afio (IUSS., 2007; Gonzalez., 2003); se ha
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registrado que los suelos Vertisol y Gleysol presentan una mayor retencion hidrica en

comparacion con los suelos Leptosol (Pozo y Cols., 2011).

El suelo Gleysol presenta bajo intercambio catidonico, condiciones anaerobicas que retardan
la descomposicion de la materia organica y la liberacion de los nutrimentos (Cortes e
Islebe., 2003). Las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas de los suelos Gleysol son
afectados por la textura, la humedad del suelo y las dindmicas de los compuestos organicos,
que en su conjunto favorecen la variacion espacial del carbono orgéanico (C), nitrogeno total
(N) y la relacion C/N (Moreno Araujo, 2011). El factor edafico es uno de los determinantes
de la presencia de una Selva Baja Subperennifolia (SBSp) o una Selva Mediana
Subperennifolia (SMSp), la SBSp se relaciona con suelos relativamente profundos que se
inundan en la temporada de lluvias; en la Peninsula de Yucatan a estos sitios se les conoce

como “ak’alche” (Pennington y Sarukhan, 2005).

Finalmente y en funcion al uso de suelo, los ejemplares de C. obtusifolia que presentaron
un mayor rendimiento de extraccion fueron aquellos colectados en zonas dedicadas a la
agricultura (AAT) y (PC) respecto a los rendimientos obtenidos a partir de ejemplares
colectados en SMSp, SBSp y en Tular (Tabla 5, Grafica 5). Este fendmeno puede estar
relacionado con las posibles condiciones de manejo de fertilizantes, plaguicidas entre otros
agroquimicos empleados en la region; se estima que dichos productos pueden estar
difundiendo a zonas aledafias e influir en el metabolismo de las plantas; se considera

importante evaluar el impacto de estos productos en la flora y fauna de la region.

El analisis UV/Vis de los extractos de C. obtusifolia permiti6 identificar cambios en la
absorcion en la region de 325—425 nm. De manera particular, se observa una relacion
positiva entre la absorcion registrada para esta region con la actividad farmacologica
ejercida (SBSp-G > SBSp-V >> SBSp-R), fendémeno que podria estar relacionado con la
presencia de polifenoles, entre otros metabolitos secundarios de C. obtusifolia. El analisis
por cromatografia y la comparacion con una muestra autentica permite suponer la presencia

del acido clorogénico en los extractos SBSp-G, SBSp-V y SBSp-R (Fig. 4).
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El acido clorogénico (Fig. 5), sus productos de hidrolisis (Acido cafeico, acido quinico) o
inclusive sus heterosidos (3-O-Glucoésidos, 3-O-Galactosido, 3-O-Arabinosido; Mahbubul y
Cols., 1982) son metabolitos secundarios que probablemente pudieran estar determinando
el rendimiento y la actividad vasorrelajante inducida por C. obtusifolia. La masa y la
actividad farmacologica esta relacionada con la diversidad y la cantidad de metabolitos
secundarios contenidos en C. obtusifolia; en este sentido, se requieren estudios fitoquimicos
y analiticos con instrumentos de mayor sensibilidad y precisiéon para corroborar esta

aseveracion.

-

Acido clorogénico Acido caféico Acido quinico

Figura 5.- Acido Clorogenico y sus productos de hidrolisis
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CONCLUSIONES
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11.- CONCLUSIONES

o Los extractos derivados de C. obtusifolia ejercen efectos relajantes dependientes de
la concentraciéon y efectos antiespasmodicos sobre el tejido de musculo liso
vascular. El extracto obtenido de ejemplares colectados en suelos Gleysol asociados
a Selva Baja Subperennifolia presentan los mejores parametros de potencia y
eficacia en la actividad vasorrelajante, en comparacion al resto de los extractos
colectados en otros sitios. Se identifica a este binomio como el idoéneo para la
colecta y empleo del material vegetal en la medicina tradicional y/o en estudios de
caracter ecologicos, fitoquimicos y farmacolédgicos.

o Los extractos obtenidos a partir de ejemplares colectados en Pastizal Cultivable y en
Area Agricola de Temporal asociados a suelos Vertisol, ejercen efectos relajantes
significativos en términos de potencia y eficacia. Sin embargo, es importante
evaluar el impacto de los agroquimicos usados en las actividades agricolas sobre la
produccion de metabolitos secundarios en C. obtusifolia.

o El empleo de metodologias analiticas, farmacologicas, espectroscopicas y
cromatograficas permitieron determinar que la masa y la actividad vasorrelajante
inducida por los extractos estd relacionada con la diversidad y la cantidad de
metabolitos secundarios contenidos en C. obtusifolia. Sin embargo, se requieren
estudios quimicos, equipamiento e instrumentacion de mayor sensibilidad y
precision para la identificacion, separacion, purificacion y caracterizacion de
metabolitos secundarios con potenciales aplicaciones como materia prima y/o
terapéutica.

o Se requieren estudios de cardcter edafoldgico, fisioldgico y bioquimico para
determinar la relacion suelo-planta y su influencia en la sintesis de metabolitos
secundarios en C. obtusifolia y en su conjunto, generen bases cientificas y
tecnologicas para el desarrollo de un sistema productivo.

o Continuar con el estudio de la especie presente en otros suelos y usos de suelos
registrados para el estado de Quintana Roo, asi como en otras condiciones

ambientales en los cuales se desarrolla C. obtusifolia.
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ANEXO 1

Libro, Hoja Familia Especie Nombre comiin (Parte Usada) Uso Tradicional
1 | Etnobotanica, 165 | Annonacea Malmea depressa (Baill.) R. . Fr. Elemuy Diurético
2 | Lidia, 70 Amaryllidaceae | Crinum americanum L. Lirio, Reyna. Diurético
3 | FHEUM, 46 Asteraceae Bidens odorata Cav Acetilla (tallos y hojas) Circulacion
4 | Lidia, 9 Bignoniaceae Paremnetiera aculeata (HBK) Seeman Pepino Kat, pepino silvestre (Raiz) Diurético
5 | Lidia, 10 Ceiba aesculifolia (HBK) Britton y Baker Piim, Yaxche’,Ceiba, Pochote Diur¢tico
Bombacaceae - —
6 | Lidia, 10 Ceiba Pentandra Yaxche’, Ceiba, Pochota, Kapoc. Diurético
7 | Lidia, 13 Cactaceae Hylocereus undatus (Haw)Britton y Rose Pitahaya Diurético
8 | Lidia, 19 Ipomoea crinicalyx S. Moore Isakil Raices diuréticas
Convolvulaceae —
9 | Lidia, 20 Turbina corymbosa (L) Raf. Flor de pascua, X-tabetun Diurético
10 | FHEUM, 47 Cucurbitaceae Sechium edule (Jacq.)Sw Chayote espinoso Presion alta, Hojas
11 | FHEUM, 47 Acalypha phleodes L. Hierba del pastor circulacion, Tallos y hojas
12 | Lidia, 24 Euphorbiaceae Chamaesyce hyssopilia (L) Small Xanamucuy Diurético
13 | Lidia, 25 Chamaesyce prostrata (Aiton.) Millsp Xanabmukuy Diurético
14 | FHEUM, 46 Equisetaceae Equisetum hyemale L. Carricillo Diurético , Tallos
15 | Lidia, 72 Gramineae Zea mays L. Maiz,Nal,Ixim,Ahnal, Xi"im. Diurético
16 | Lidia, 34 Leguminoseae Gliriidia sepium (Jacq.) Steud. Matarraton, Xakyaab,Cahuananch Diurético
17 | Lidia, 74 Liliaceae Aloe barbadensis Mill. Sabila Diurético
18 | FHEUM, 48 Phorandendron brachystachyun (DC.) nutt Muérdago Circulacién, Tallos y hojas
Loranthaceae
19 | FHEUM, 48 Psittacanthus calyculatus (DC) Don Muérdago circulacion, Tallos y hojas
20 | FHEUM, 48 Magnoliaceae Magnolia grandiflora Magnolia Corazon, Flores
21 | FHEUM, 50 Talauma mexicana (DC) Don Yoloxéchitl Corazon, Flores
22 | Lidia, 44 Menispermaceae | Cissampelos pareira L. Pepeltun, Tsutsuk Diurético
23 | Lidia, 44 Cecropia obtusifolia Bert Kéoch (Guarumo) Aumenta la fuerza cardiaca
Moraceae
24 | Lidia, 45 Cecropia peltata L. Guarumo,Ko o "chlec,Kooch Propiedades cardiotonicas
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25 | Lidia, 76 Palmae Thrinax radiata Chit Diurético

26 | Lidia, 48 Passifloraceae Passiflora alamurcielago J. MacD. Makxiquintsots Diurético

27 | Lidia, 1 . Adiantum tricholepis Fee Culantrillo En mejora la presion
Polypodiaceae

28 | FHEUM, 49 Polygonum aviculare L. Sanguinarea Circulacion, Tallos y hojas

29 | Lidia, 51 Ranunculaceae Clematis dioica L No conocido en Quintana Roo Diurético

30 | Lidia, 52 Rubiaceae Chiococca alba L. Ka’anchakche *, Tu unche Diurético

31 | FHEUM, 50 Casimiroa edulis La llave y Lex Zapote blanco Presion alta, Hojas
Rutaceae Contra afecciones venales y

32 | Lidia, 56 Pilocarpus racemosus L. Tankasche’ cardiacas

33 | Lidia, 56 Zanthaxylum fagara L. Sarg. Tamkasche” (Palo duro)’ Diurético

34 | Lidia, 58 Sapotacea Manilkara achras (Mill.) Fosberg. Chicozapote Diurético

Lidia, 59 Rey-Dzib

35134 Scrophulariacea | Capraria biflora L. Apote de monte, Claudiosa Diurético

37 | Lidia, 76 Smilacaceae Smilax mollis Humb y Bonpl. Ex Willd Cocolmeca Diurético

38 | FHEUM, 47 Sterculiaceae Chiranthodendron pentadactylon Larreat. Flor de manita, Manita Corazon, Flores

39 | FHEUM, 46 Taxodiaceae Taxodium mucronatum Ten. Ahuehuete Circulacion, ramas
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