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BIOTECNOLOGIA PARA PRODUCIR MEDICINAS DE PLANTAS
MEXICANAS

Resumen

Las plantas son una fuente natural para la obtencién de compuestos que pueden ser
usados como medicamentos. Estos se encuentran en bajas concentraciones y su pre-
sencia y acumulacién dependen de la genética de la planta y de variables ecoldgicas. Lo
anterior pone de manifiesto la necesidad de estandarizar las materias primas vegetales
para fabricar productos herbolarios de alta calidad. La biotecnologia proporciona herra-
mientas metodoldgicas utiles a través del cultivo de tejidos vegetales para producir los
compuestos activos de las plantas en forma homogénea y controlada, y para incrementar
su produccion. El analisis computacional de los perfiles metabdlicos ofrece un camino
innovador para la estandarizacion de los extractos vegetales ya que facilita la deteccién
simultdnea y rapida de un amplio rango de compuestos en un momento del desarrollo de
una planta. México es poseedor de una gran biodiversidad vegetal y las plantas medicina-
les ocupan un lugar preponderante en las practicas médicas tradicionales de un amplio
sector de la poblacién. En este trabajo se presenta la investigacion cientifica de la planta
Galphimia glauca productora de compuestos sedantes y ansioliticos. Este estudio ilustra
los beneficios de realizar un trabajo experimental multidisciplinario con enfoque en la
biotecnologia, para investigar una planta endémica de México.

Palabras clave: plantas medicinales, biotecnologia, cultivo de tejidos, metabolémica.

BIOTECHNOLOGY FOR THE PRODUCTION OF MEDICINES
FROM MEXICAN PLANTS

Abstract

Higher plants are a major source of compounds which can be used as medicines. These
are produced in very small amounts and their synthesis depends on genetic and environ-
mental factors. Hence, it is required to standardize and increase the production levels of
active compounds in plants. Biotechnology offers novel procedures to adequately exploit
the medicinal flora by using in vitro cultures systems of plant cells, tissues and organs,
that produce these compounds. In silico procedures as metabolic profiling are leading
technologies for the analysis of plant extracts that offered a fast and simultaneous de-
tection of a high number of metabolites. México possess an enormous plant diversity,
and herbal medicines are widely used for health-care needs. In this work we present the
cientific investigation of the species Galphimia glauca which produce important sedative
and anxyolitic metabolites. This study reflects the benefits of a multidisciplinary project
focused in biotechnological procedures for the study of a native plant from México.

Keywords: medicinal plants, biotechnology, in vitro cultures, metabolic profiling.
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BIOTECNOLOGIA PARA PRODUCIR MEDICINAS DE PLANTAS
MEXICANAS

Introduccion

esde el inicio de su existencia el hombre ha buscado en la flora de su entorno

plantas que le ayuden a tratar sus problemas de salud. En tiempos antiguos el

reino vegetal representé la principal fuente para la obtencién de medicamentos y
una variedad de plantas fue utilizada en forma empirica para el tratamiento de diversas
enfermedades.

A través de los afios, y con la ayuda de la investigacién cientifica, ha sido po-
sible validar experimentalmente los beneficios curativos de muchas plantas mediante
protocolos de investigacién que incluyen ensayos de laboratorio, pruebas en animales
y estudios clinicos controlados practicados en humanos. Por otro lado, el uso de pro-
cedimientos quimicos ha permitido aislar y purificar compuestos valiosos de las plantas
que se emplean para tratar diversas enfermedades, lo que ha contribuido a mejorar sus-
tancialmente la calidad de vida de muchos pacientes. Entre algunos de los compuestos
de origen vegetal con alto valor que son utilizados hoy en dia se pueden mencionar:
el digital cardiotdnico para tratar problemas cardiacos, la artemisina utilizada contra la
malaria, la codeina y morfina que son dos poderosos analgésicos; asi como un grupo de
antineopldsicos entre los que se encuentran la vincristina, la camptotecina, la podofiloto-
xina y el taxol, mismos que representan los medicamentos de eleccidn para tratar ciertos
tipos de cancer.

Actualmente el 30 por ciento de los farmacos utilizados en medicina proceden
del reino vegetal, y hay una tendencia notable a elevar esta cifra, debido al constante
descubrimiento de nuevos principios activos de origen botdnico. La sintesis y acumula-
cién de la mayoria de los compuestos con relevancia médica presentes en las plantas,
varia de acuerdo a diversos factores ecolégicos y ambientales. Con el propésito de elevar
la calidad y eficacia de los medicamentos herbolarios y de los fitofarmacos, es impor-
tante establecer protocolos de control de calidad y de estandarizacién de sus principios
activos.

Herbolaria en México

México ocupa el cuarto lugar a nivel mundial con mayor diversidad vegetal, ademas de
contar con gran riqueza en flora medicinal (Fig. 1). El uso de las plantas medicinales en
México representa un valioso elemento cultural que nos identifica como nacién y que
ha sido resguardado durante siglos por los médicos tradicionales y por los habitantes de
nuestros pueblos indigenas (Fig. 2).
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Figura 1. Algunas plantas
medicinales de México.

Figura 2. Nifias preparando
plantas medicinales
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Cordia morelosana Hippocratea celastroides Huperzia cuernavacensis

Esta prdctica se inicid antes de la invasion de los espafioles, y desde entonces ha
jugado un papel notable en el combate de muchas enfermedades. Sin lugar a dudas, el
testimonio mas significativo de la medicina herbolaria de esa época esta representado
por el Codice de la Cruz Badiano, cuyo titulo en latin es Libellus de medicinalibus indorum
herbis que significa “Libro de las Hierbas Medicinales de los Indios” (Fig 3). Este texto que
fue escrito en 1552 por el médico xochimilca Martin de la Cruz y traducido al latin por
Juan Badiano, también xochimilca y estudiante del Colegio de Santa Cruz, es considerado
como el primer vademecum que contiene la sabiduria herbolaria precolombina que fue
heredada a los mexicanos (AGUIRRE BELTRAN Y MORENO DE LOS ARCOS, 1990). Ademads
de ilustrar con gran belleza las plantas medicinales de esa época, proporciona formu-
las de aplicacién, ingredientes y dosis para el tratamiento de diferentes enfermedades.
Actualmente, de acuerdo con los
reportes del Herbario de Plantas
Medicinales del Instituto Mexicano
del Seguro Social, existen mas de
6000 especies de plantas medicina-
les que son utilizadas por amplios
sectores de la poblacidon (AGUILAR
CONTRERAS Y MARTINEZ ALFARO,
1993). Es evidente que el uso de las
plantas medicinales, desde el Mé-
xico prehispdnico hasta nuestros
dias, es una practica que ha tenido
gran relevancia en los esquemas de
salud publica de nuestro pais.
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Figura 3. Una ilustracion del
Cédice de la Cruz-Badiano
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Necesidad de regular los medicamentos herbolarios

Es frecuente encontrar que la pre-
sencia y concentracion de estos
compuestos dependen de la edad
de la planta, la composicién del sue-
lo, el clima, la genética de la plan-
ta, el lugar de la colecta y hasta la
forma de almacenarla. Aun cuando
la herbolaria estd presente en casi
todo el mundo y con ello la comer-
cializaciéon de materias primas con
muy diversas presentaciones, que
incluyen desde hierbas secas, pol-
vos, infusiones, pomadas, unglien-
tos, o bien suplementos vegetales,
el control de calidad y la regulacién de estos productos siguen siendo escasos. Un control
de calidad adecuado que permita incorporar los medicamentos herbolarios a los siste-
mas de salud, tendria que basarse en el conocimiento de la naturaleza quimica de los
compuestos activos que estan presentes en la materia prima vegetal, ademds de conocer
la concentracion de los mismos y la eficacia que mantienen durante su almacenamiento.
En cuanto a la comercializacion de los medicamentos herbolarios, en algunos paises aun
se debate de si debe hacerse libremente como suplementos alimenticios, o bien some-
terse a las regulaciones aplicadas a los farmacos sintetizados quimicamente. Por ejem-
plo, en los Estados Unidos se permite el consumo y la venta del material vegetal con valor
medicinal que haya sido clasificado como suplemento nutrimental, siempre y cuando las
agencias regulatorias asociadas a la Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA
por sus siglas en Inglés) no hayan detectado que contengan principios toxicos.

Libellus de Medicinalibus Indorum Herbis

Tololmasahmitl.  Wexehuac-

A

Investigacion cientifica de plantas medicinales: un trabajo
multidisciplinario

El estudio cientifico de las plantas medicinales requiere de la participacién de varias dis-
ciplinas, que permitan integrar los perfiles quimicos completos de una especie, e identifi-
car aquellos compuestos que ejercen una actividad farmacolégica especifica. En muchas
ocasiones la etnobotdnica nos orienta en la seleccién de plantas iddneas, ya que estudia
e identifica las plantas de amplio uso popular para tratar ciertos padecimientos. Los en-
sayos farmacolégicos utilizando tanto modelos in vitro en el laboratorio como modelos
in vivo con animales, permiten confirmar las actividades farmacoldgicas atribuidas a las
plantas, de las cuales se estudian sus extractos, fracciones o bien los compuestos puros.
La fitoquimica se encarga de investigar los compuestos presentes en las plantas, y para
ello se utilizan habitualmente procedimientos cromatograficos especializados que per-
miten su aislamiento y purificacion, para mas adelante elucidar sus estructuras usando
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para ello técnicas espectroscdpicas convencionales como son la resonancia magnética
nuclear o la cristalografia de rayos X. La informacion anterior es necesaria para llevar a
cabo estudios clinicos controlados donde se pueda establecer, en funcidn de la dosis, la
actividad y seguridad del medicamento herbolario estandarizado. El concurso de otras
disciplinas de frontera como son la biologia molecular, la biotecnologia, la fisiologia mo-
lecular y la biologia de sistemas entre otras, esta permitiendo elucidar los mecanismos
de accidén de los farmacos vegetales, establecer las rutas metabdlicas de sintesis y dise-
fiar procedimientos para lograr la produccidn controlada de los principios activos.

Biotecnologia para la produccidon de farmacos vegetales

El empleo de procedimientos de “cultivo in vitro” ha permitido crecer células, tejidos y
6rganos provenientes de las plantas en condiciones controladas de laboratorio. Estos
cultivos integran un conjunto de metodologias especializadas usadas para cultivar el ma-
terial vegetal en forma estéril con medios nutritivos sélidos o liquidos, a los que se les
adicionan reguladores de crecimiento vegetal. Utilizando estos cultivos, se ha logrado
producir de manera homogénea y controlada algunos compuestos de alto valor agrega-
do que habitualmente se encuentran en la planta de origen.

Las técnicas de cultivo in vitro pueden ofrecer muchas ventajas para la produc-
cion de los compuestos activos, entre las que se pueden mencionar las siguientes: 1) un
suplemento continuo de compuestos en forma dptima y bajo condiciones controladas;
2) la independencia de factores climaticos y de plagas presentes en plantas silvestres; 3)
la propagacion de especies con crecimiento muy lento o que se encuentran en peligro de
extincion; y 4) la acumulacién de compuestos que no se han podido identificar en la plan-
ta de origen. Por otro lado, y al ser los cultivos in vitro sistemas altamente controlados,
éstos pueden constituir modelos adecuados para realizar investigaciones bioquimicas y
fisioldgicas que ayuden a entender el metabolismo secundario de las plantas; asi como
a investigar aspectos basicos sobre sus mecanismos de especializacidn o diferenciacion.
Actualmente, algunos de los cultivos vegetales mas utilizados en investigacion y produc-
cion de farmacos son los cultivos de callos, de células en suspensidon y de raices transfor-
madas (Fig. 4).

e Cultivos de callos. Los callos son agregados de células proliferantes no especializadas
que crecen en medios semisélidos en presencia de carbohidratos, sales minerales,
vitaminas y aminoacidos, y que son suplementados con reguladores de crecimiento
vegetal del grupo de las auxinas y las citocininas. Estas Ultimas son las responsables
de mantener el crecimiento no diferenciado. Los callos crecen bajo condiciones es-
tériles y usualmente se inducen a partir de tejidos jovenes de la planta. En teoria es
posible obtener callos de todas las especies vegetales; sin embargo, las condiciones
Optimas para su crecimiento dependen de cada especie y requieren ser determina-
das. Los callos pueden variar en su textura, desde duros y compactos, a tejidos fria-
bles. Los tejidos callosos constituyen el material primario que permitira establecer
cultivos de células en suspension.
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e Cultivos de células en sus-
pension. Los cultivos de células en
suspension se establecen a partir
de callos finamente fragmentados
y transferidos a medios nutritivos
liguidos conteniendo reguladores
de crecimiento vegetal, y creciendo
bajo condiciones controladas de ilu-
minacién (oscuridad, luz continua,
o fotoperiodo) y temperatura (259C
a 282C). Los cultivos en suspension
crecen en agitacién continua utili-
zando agitadores orbitales, lo que
permite un suplemento continuo de
nutrientes y oxigeno disuelto. Las
suspensiones celulares se subcul-
tivan a medios nuevos con regula-
ridad. Diversos factores fisico-qui-
micos, nutricionales y hormonales
juegan un papel crucial para lograr
la produccién dptima de los com-
puestos de interés. Aun cuando hay
muchos problemas que solucionar
en relacidn con estos cultivos, los
procesos industriales actuales se
b) c&lulas en suspensién basan en cultivos de células en sus-
pension.

e  Cultivos de raices transforma-
das. Estos cultivos son altamente
diferenciados y potencialmente pro-
ducen una mayor concentracién de
metabolitos secundarios. Las raices
transformadas crecen en ausencia
de reguladores vegetales y general-
mente se obtienen por transforma-
. cion genética a través de genes con-
tenidos en plasmidos de la bacteria
Agrobacterium rhizogenes. Se ha de-
mostrado que estos cultivos poseen
una mayor capacidad de biosintesis
de algunos metabolitos secundarios. Ofreciendo de esta manera, un repertorio mas
amplio de produccién de compuestos naturales al compararse con cultivos indife-
renciados de las mismas especies vegetales como son los callos y las células en sus-
pension (GIRI y NARASAU, 2000).

Figura 4. Fotografia que
ilustra el cultivo de callos,
células en suspension y raices
transformadas.

c) raices transformadas
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Figura 5. Produccion del
taxol en biorreactores de
70,000 L.
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Cultivos en biorreactores. Los
cultivos celulares que crecen
en medios liquidos pueden es-
calarse a volumenes mayores
empleando dispositivos que re-
ciben el nombre de biorreacto-
res, de los que existen diversos
modelos y tamafos. A la fecha,
muy pocos procedimientos que
utilizan células u drganos ve-
getales se han establecido en
una escala comercial. Algunos
ejemplos se refieren a la produccién de los colorantes chiconina y purpurina y de
compuestos con valor medicinal como son la berberina, la sanguinarina, los gingend-
sidos y el taxol (PAYNE et al., 1991). Sin lugar a dudas, el ejemplo mas notable ha sido
la produccidn del taxol, potente anticancerigeno para tratar cancer de ovario y de
mama, que es producido en Alemania por la Compafiia Phyton, utilizando tanques de
70,000 litros (Fig. 5). Aun cuando existen diversos problemas asociados con la explo-
tacion racional del cultivo de células y érganos, esta estrategia de produccidn ofrece
beneficios importantes que justifican su estudio y su implementacion.

Analisis metaboldmico. Los avances tecnoldgicos en la deteccion y analisis masivo
de compuestos de plantas y en el campo de la informatica aplicada a sistemas biold-
gicos han permitido la obtencién de informacidn valiosa sobre el perfil de produccidn
de compuestos al interior de una planta. Esta informacién puede utilizarse como un
excelente instrumento en el analisis de extractos vegetales con aplicaciones comer-
ciales importantes, como es el caso de la industria farmacéutica y la alimentaria. La
aplicacién del andlisis metaboldmico en el estudio de los vegetales es relevante y es
posible utilizarla en aspectos tales como: el control de calidad de materias primas,
el monitoreo de procesos industriales y en la elaboracidon de productos herbolarios
terminados. Por otro lado, esta metodologia de vanguardia, permitird desarrollar
investigacion basica en farmacologia, biotecnologia y quimiotaxonomia de las plan-
tas. La metaboldmica de plantas representa una nueva area que analiza el conjunto
de metabolitos vegetales como resultados de las caracteristicas fenotipicas de las
especies vegetales. El analisis metaboldmico basado en los registros de resonancia
magnética nuclear de protones (RMN1H) de un extracto vegetal, permite generar
datos multi y megavariados, que resultan de la presencia de miles de metabolitos se-
cundarios. La integracién de estos datos es compleja y se logra mediante un proceso
estadistico conocido como Analisis del Componente Principal (PCA), que reduce la
complejidad y los procesa en funcidn de sus similitudes y diferencias. Ademas faci-
lita la rdpida deteccidon de un amplio rango de metabolitos primarios y secundarios
en un determinado momento del desarrollo de una planta (Fig. 6). Estos patrones
guimicos, finalmente reflejan los cambios relacionados con el medio ambiente o con
variaciones genéticas en el perfil de metabolitos de una planta (WANG et al., 2004).
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Figura 6. Procedimiento de
andlisis metabolomico.

Figura 7. Galphimia glauca
en época de floracion y
estructura quimica de los
compuestos sedantes: galfi-
minas (A-I) y glaucacetalinas
(A-C).
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Investigaciones biotecnologicas de la planta mexicana Galphi-
mia glauca

Nuestro grupo de investigacion
del Laboratorio de Plantas Medici-

nales del Centro de Investigacion gy
en Biotecnologia de la Universidad " i
Auténoma del Estado de Morelos &: b b
ha realizado investigacién biotec- A i
nolégica de la planta mexicana Gal- s
phimia glauca (Cav) Kuntze de la OH H
familia Malpighiaceae que aborda CH Ac
el cultivo in vitro (empleando célu-

las, tejidos y drganos), y el analisis S
metabolémico de esta especie. G. e 4
glauca se distribuye en varios es- E e W
tados de la Republica Mexicana y E

ha sido ampliamente estudiada por ]
grupos nacionales e internacionales R'o. H MeOC ™
debido a que ejerce una potente :

actividad sobre el sistema nervioso 3
central. Inicialmente nuestro grupo 3
realizé estudios que integran aspec-

tos fitoquimicos y farmacoldgicos .
de esta planta endémica de México. L

Se han aislado y elucidado los prin-

cipios biodinamicos de G. glauca

que corresponden a una familia de

nueve triterpenos del tipo de los nor-secofridelanos que han sido denominados como
galfiminas A-I (fusionar Fig.7), y que presentan una potente actividad sedante y ansioli-
tica (CARDOSO-TAKETA et al., 2004). Dichas actividades han sido demostradas en diver-
sos modelos celulares y animales, asi como en estudios clinicos realizados en humanos
(HERRERA-RUIZ et al., 2006). Las galfiminas se acumulan en concentraciones pequefias
en las plantas silvestres y su concentracion varia notablemente de acuerdo con la edad
de la planta y de factores estacionales.
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Figura 8. Raices pilosas de
Galphimia glauca creciendo
en medio s6lido (a) y en
medio liquido (b)
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Cultivos in vitro. Con el propdsito de establecer modelos de produccién controla-
dos de las galfiminas que sirvan para el estudio de sus rutas biosintéticas, iniciamos
cultivos in vitro de callos de G. glauca que fueron capaces de sintetizar galfimina B
(el compuesto mayoritario) con un rendimiento similar a la planta silvestre, asi como
cultivos de células en suspensidn en los que se logré un rendimiento superior en 36%
de la galfimina B (OSUNA et al.,2002). Sin embargo, y a pesar de que la acumulacion
del principio sedante bajo estas condiciones experimentales es del mismo orden de
magnitud que el observado en la planta silvestre, estos valores contintdan siendo ba-
jos para lograr su escalamiento industrial. Mas adelante, y con la intencion de esta-
blecer genotipos estables, iniciamos cultivos de raices transformadas, al inocular ex-
plantes estériles con la cepa bacteriana ATCC 15834 de A. rhizogenes. Los explantes
infectados se sembraron en un medio nutritivo sélido y se incubaron en condiciones
controladas de luz y temperatura. Después de diez a doce subcultivos diarios con-
secutivos, emergieron las raices, y transcurridas nueve semanas de la inoculacion,
se observo el crecimiento de raices pilosas, es decir la aparicién de raices cubiertas
de pelo. También se establecieron cultivos de raices en medios liquidos que fueron
mantenidos en agitacion, los cuales presentaron un crecimiento abundante (Fig. 8),
== después fueron subcultivados hasta
. que se realizé la cosecha de las bio-
masas y la separacién de sobrena-
dantes.

e Aislamiento y elucidacién de
compuestos sedantes producidos
por cultivos de raices transforma-
das. A partir de las biomasas de
raices fue posible aislar el principio
sedante galfimina B, que fue identificado utilizando métodos cromatograficos con-
vencionales y cuya concentracion fue del mismo orden de magnitud al de la planta
silvestre. Adicionalmente del medio liquido, se aislaron tres compuestos de estructu-
ra novedosa que fueron purificados mediante cromatografia liquida de alta presién
y elucidados mediante la aplicacion de resonancia magnética nuclear. Los resultados
obtenidos permitieron concluir que los nuevos compuestos son triterpenos que se
enmarcan en el tipo de nortriterpenos derivados del friedelano y que guardan una
similitud estructural muy cercana con las galfiminas sedantes obtenidas de la planta
de origen. Estos compuestos fueron denominados como glaucacetalinas A-C (NA-
DER et al., 2004). En un trabajo posterior utilizando callos que emergieron del cultivo
de raices, se aisl la cuarta glaucacetalina (ORTIZ et al., 2010). Utilizando un ensayo
practicado en ratones, se comprobd que estas glaucacetalinas poseen una actividad
sedante tan potente como las galfiminas obtenidas a partir de la planta (ORTiZ et al.,
2010). Es importante sefialar que las glaucacetalinas nunca han sido identificadas en
la planta silvestre, lo que indica que es probable que las condiciones de cultivo y de
transformacion propicien favorablemente su sintesis. Por otro lado, la excrecion de
las glaucacetalinas al medio de cultivo en el que se encuentran creciendo las raices,
facilita su recuperacién y permite una mayor produccion de dichos compuestos se-
dantes.
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Figura 6. Procedimiento de
analisis metabolomico.
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Analisis metabolomico. Los estudios cientificos de G. glauca referidos en parrafos
anteriores se realizaron con ejemplares de la planta colectados en el municipio de
Doctor Mora, en el estado de Guanajuato. Como también fue previamente indicado,
esta especie crece en varios estados de la Republica Mexicana, y las poblaciones na-
turales que habitan en estas entidades no habian sido investigadas en relacién con la
presencia de compuestos activos. Con el propdsito de realizar un andlisis compara-
tivo y sentar las bases para realizar un control de calidad adecuado de los extractos
de la planta, se disefid un estudio metaboldmico que permitié un analisis global de
los extractos crudos de G. glauca recolectada en seis localidades distintas de la Re-
publica Mexicana. Para realizar este trabajo pionero se colectaron individuos de las
siguientes localidades: Doctor Mora, Gto. (GM); Jalpan de Serra, Qro. (QJ); Guada-
lajara, Jal. (JG); Cuernavaca (MC), San Andrés de la Cal (MS) y Tepoztlan (MT), Mor.,
con un minimo de 6 individuos por sitio de recoleccion, lo que resulté en un total
de 39 muestras. Una muestra de cada localidad fue autentificada y depositada en el
Herbarium HUMO-CEAMISH. A partir de las hojas, se prepararon extractos de cada
muestra utilizando disolventes deuterados para el registro de espectros de RMN1H.
Para la obtencién del perfil metaboldmico mediante PCA y andlisis discriminatorio
de minimos cuadrados (PLS-DA), se empled el programa SIMCA-P 11.0, Umetrics
(CARDOSO-TAKETA et. al., 2008). En la figura 9 se observa claramente una discri-
minacién entre las diferentes poblaciones analizadas. Es importante sefialar que el
posicionamiento de cada extracto crudo en la grafica PC-1 vs. PC-2 dependid de las
sefiales de RMIN1H que generaron cada muestra y su relacion con las sefales de los
otros 36 extractos. Las sefiales de RMN1H de las galfiminas fueron las cruciales en la
diferenciacion de las poblaciones GM y QJ de las demas (lado derecho de la figura).
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Figura 10. Prueba de la cruz
elevada (a) y prueba de
potenciacion del suefio por
barbituratos para determinar
el efecto ansiolitico y sedante
respectivamente, de diferen-
tes poblaciones de Galphimia
glauca.
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Actividades farmacoldgicas en
seis poblaciones de G. glauca.
El perfil metabdlico basado en
los espectros de RMN1H y ana-
lisis por PCA sugirid entonces
que las diferencias quimicas
obtenidas entre las poblacio-
nes podrian tener un impacto
directo en las actividades far-
macoldgicas. Las evaluaciones w0
farmacoldgicas de los extractos o
crudos de dichas poblaciones

se llevaron a cabo en ratones PP e Tkt
de laboratorio utilizando el b)
modelo de la cruz elevada y "
el modelo de la potenciacion
de hipnosis por barbituratos
(SHARMA et al., 2012), los cua-
les son los ensayos neurofarma-
colégicos mas validados para
medir actividades ansioliticas
y sedantes respectivamente. El
modelo de la cruz elevada mide F Bo B OME MG NG 5

los niveles de ansiedad en un P05 - Prueta de Dureed o

ratéon en un nuevo ambiente de

exploracién, con la expectativa de que los ratones no tratados permaneceran mas
tiempo en los brazos cerrados de la cruz elevada que en los brazos abiertos. El mo-
delo de hipnosis inducida por pentobarbital permite registrar el tiempo de duracion
del suefio que se potencializa en presencia de una sustancia con actividad sedante.
Al utilizar el ensayo de ansiedad se observé una diferencia significativa entre los ani-
males inyectados con vehiculo y aquellos inyectados con diazepam (control positivo),
en relacidn con el porcentaje de permanencia en los brazos abiertos. En relacion
con los extractos evaluados, solamente los provenientes de GM y QJ se mostraron
activos. El modelo de sedacion indicé que las muestras GM y QJ presentaron valores
de actividad estadisticamente diferentes al vehiculo, siendo que la muestra MT se
considerd con actividad intermedia (Fig. 10). Los resultados anteriores son acordes
con el andlisis metaboldmico aplicado a estas poblaciones, lo que indicd que sdlo las
poblaciones GM y QJ contienen las galfiminas. Con el propdsito de demostrar una
correlacién mutua directa entre perfil metabdlico y las actividades ansiolitica y se-
dante, se empled un método de andlisis multivariado supervisado mediante analisis
discriminatorio del modelado de regresién de los minimos cuadrados (PLS-DA). Los
resultados de dicho andlisis indicaron claramente que las sefiales de RMN1H de las
galfiminas contribuyeron en forma decisiva para dicha discriminacién, resultando en
una maxima separacion entre poblaciones activas e inactivas (Fig. 11).
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Figura 11. Perfil metabolomi-
co y actividades ansioliticas

y sedantes de los extractos

de diferentes poblaciones de
Galphimia glauca.

Figura 12. Perfiles cromato-
graficosde diferentes pobla-
ciones de Galphimia glauca.
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e Identificacion de galfiminas. La
' identificacion y cuantificacién de las
galfiminas se realiz6 mediante cro-
matografia liquida de alta eficiencia
& (CLAE). Los cromatogramas que se
T presentan en la figura 12 indican la
MM presencia de galfiminas solamente
" i en las poblaciones recolectadas en
~ e GM y en QJ, estando ausentes en
N T las plantas de las demas localida-
! i des. Las muestras de Guanajuato
e T T LT e o] (GM) presentaron un promedio de
i 6.58mg de galfiminas (picos I-V) por

gramo de peso seco de hojas, rendimiento m

ayor que los 5.66mg/g PS de galfiminas

presentes en el material de Querétaro (QJ) (CARDOSO-TAKETA et al., 2008).

Conclusiones

Los resultados obtenidos mediante el analisis metabolémico realizado en diferentes po-

blaciones de G. glauca ponen en evidencia una

vez mas, la necesitad de estandarizar

las materias primas vegetales para los productos herbolarios y los fitomedicamentos,
ya que el contenido de metabolitos en una planta puede variar mucho en funcion del
sitio de recoleccidn o de caracteristicas ontogenéticas. Las investigaciones con G. glauca

representan el primer estudio metaboldmico de

una planta mexicana utilizando RMN y

analisis multivariado. El enfoque de este trabajo permitié diferenciar poblaciones con
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contenidos variables de principios activos que se correlacionan con los datos farmaco-
l6gicos. La informacidn obtenida podra ser utilizada en el futuro para establecer los re-
guerimientos analiticos encaminados a lograr la estandarizaciéon adecuada y el control
de calidad en la producciéon de un fitomedicamento a base de este importante recurso
herbolario de México. ..
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