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ABREVIATURAS

B/A Bencenon/acetona.

CCF Cromatografia en capa fina.

EM Espectro de masas.

k Constante de velocidad.

Ka Constante de acide:z.

¥D Coeficiente de distribucidn verdadero.

Epa Coeficiente de particidn aparente.

v Fuerza idénica.

pK Logaritmo negativo de la constante de acidez o basicidad.
pKa Logaritme negativo de la constante de acidez.
rz Coeficiente de cerrelacidén.

Rf Factor de retardo.

rpm Revoluciones por minuto.

SNP Sistema nervioso periférico.

t1/2 Tiempo de vida media.
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INTRODUCCION

La Karwinskia humboldtiana, también caonocida comdnmente como
tullidora o coyotillo, es un arbusto gue se encuentra
distribuido en todo México (1), sureste de las Estados Unidos ¥y

Centra América (2), (Figs. 1 y 2).

Humboldt, Bompland y Kunth describen a la K. humboldtiara como
un aArbol de mucha elevacidén {(mas comdnmente es un arbustol,
liso, no presenta clor desagradable; posee ramas cilindricas y
largas, rugosas, inermes, MmROrenass; de ramitas delgadas,
lampifiasy hojas pecrioladas colocadas en el tallo de manera

alterna y opuestas (3).

El fruto de la K. humboldtiara es una drupa de color violeta
obscuro cuando estid maduro (Fig. 3), de wuno a uno Yy medio
centimetros de diimetra, de endocarpo lefioso, gQue encierra
frecuentemente dos semillas fértiles y dos abartadas. Tiene
almendra central amarillenta y grasosa, no tiene clor, el sabor
del mesocarpo es agradable, dulzdén, debido a 1la peresencia de
glucosa y contiene materia colorante violeta, taninos v

sustancias pepticas.

El fruto de la K. humboidtiana es téxico, su ingesstién provoca
una polineuropatia ascendente, simétrica y progresiva, gque en

los casos mas graves causa paralisis respiratoria y bulbar (4).

11



Figura 1. Arbusto de la K. humboldtiana.
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Figura 3. Fruto de la K. humboldtiana.

Verde, maduro, y semimaduro.



La ingestidén accidental de este fruto produce muerte en bumanos
y en ganado (35). El1 grado de parilisis estd en relacidn directa
con el contenido de toxinas en las frutos de diferentes

procedencias (&).

Padrdn (7) refiere que ya desde el siglo XVIII se conocfa que el
agente téxico de la K. humboldtigra se encontraba en la semilla
del fruto, dato que aparece en la obra "Historia de la antigua o
Baja California"” escrita por el Jjesuita D. Francisco Xavier
Clavijero. Padrdn supusc que la naturaleza quimica del agente
téxnico era hidrosoluble. Trece afios mis tarde (en 19&4),
Anguiano encontrd los extractos clorofdrmicos del fruto més
activos que los extractos acuosos y por ello pensd que el agente

téxico era liposoluble ().

En 1972, Kim (9) reportd =1 aislamiento y caracterizacidn
parcial de una sustancia neurotdxica, la cual fue extraida del
fruto con cloroformo y se precipitd con n—hexano, se obtuvo un
polvo amarillo. Este polvo fue purificado mediante cromatografia
en columna de silica gel G y eluido con una mezcla de B/A 20/13
los compuestos asi obtenidos se analizaron por CCF. La fraccidn
principal de color amarillo se evapord y se precipitd con
clorofarmo/n—hexano. Por medio de la CCF se observé que se habia
aislado un sulp compuesto, realiziandaose pruebas de grupo
funcionales comoc la del FeCl9 para identificar oxhidrilos

fenélicos y la pruesba de Tollens para aldehidos. Ademés, se

15



realizd el espectro de masas (EM) para conocer la composicidén
elemental del compuesto, 1a cual fue de Cs;tmua con un peso
molecular de S544. Se probd la toxicidad de la sustancia aislada

en un mono capuchino provocandole cuadriplejia y la muerte.

Mas tarde (1973); Dreyer y colaboradores ((1¢) aislaron e
identificaron cuatro sustancias tdéxicas. De manera semejante a
Kim, Dreyer utilizé el extracto cleroférmico del fruto de la K.
humbotdtiana y la cromatografia en columna de silica gel G para
la separacidn de estos compuestos. Empled como mezclas B/A de
diferente polaridad: 50/1, 20/1, 10/1%1 y 5/71. Para ia
purificacidn de las toxinas se& realizaron varias saparaciones
cromatograficas de las diferentes fracciones obtenidas de 1la
primera columna. Mediante un espectro de masas de alta
resolucidn se establecid la composicién elemental de las cuatro
sustancias aisladas; se las llamé TH44, T4%946, TS514 y Toiés (el
numero representa su peso molecular). Por medio de la
espectrofotometria infrarroja y resonancia magnética nuclear, se
log+& caracterizar las sustanciasy las cuales son derivados
diantracendnicns y poseen una estructura comidn como se observa

en la fig. 4.

No se ha estudiado la toxicidad del extracto hexanico del fruto
de la XK. humboldticna; de &1 se han aislado cuatro compuestos:
crisofanol, 7-metoxieleuterina, 6—0H-7-metoxieleuterina y el

éter monometi{lico de la taracrisona (fig. 5). Estos compuestos

16



FiGURA 4 ToOXxINAS DE LA K. HUMBOLDTIANA




HO 0 OH

I CH,
CRISQFANOL
CH,0 o CH,
o
CHso (;H;5
0
7~ METOXIELEUTER|NA
CH,0 0 CH, ,
| 0
CH,0 CH,
HO 0

6-0H-7 - METOXIELEUTERINA

CH, 0 OH 0
CH,O CHy

ETER MONOMETILICO DE LA TARACRISONA

FIGURA 5 POSIBLES PRECURSORES O METABOLITOS
DE LAS TOXINAS AISLADAS DEL FRUTO DE LA
K. HUMBOLDTIANA.




se asemejan a los mondmeros que componen los dimeros de las
toxinas y por esta razén se sospecha que pueden ser los
precursores o metabolitos de las diantracenanas neurotdxicas

(11).

Dominguez (5) aisld de la raiz de la K. humboldtiana, 71544 vy
TSlb, ademas la flavoqa baicaleina y el flavenol quercetina vy
otros dos nuevos flavonoides (no caracterizados aunl). Los
extractos de las hojas contienen tres de 1los componentes

neurotoxicos encontrados en el fruto (39).

Asi mismo, se han aislado de la raiz dos compuestos conocidos

comp dimetilbencisocromanps con actividad antimicrobiana (12).

Dada la toxicidad gue presenta el fruto de la &. humboldtiana,
se han realizado varios estudios experimentales en diferentes
especies de animales. Ello dio lugar a algunos datos
interesantes respecto de la accidén bigldgica del fruto y toxinas

de ¢1 zisladas.

Escobar y Nieto (B) realizaron intoxicaciones en gatos y ratas
blancas administrando 1la semilla del fruto de la XK.
humboldt iara. Observaron y describieran una polineurcpatia
desmielinizante segmentaria. Charlton y colaboradores (13>
efectuaron estudios en sistema nervioso periférica (SKNF) .

Intoxicaron cabras con fruto molido de X. huwmboldtiane por medio

12



de la administracién de distintas dosis orales diarias. Las
lesiones encontradas por ellos en SNP revelaron inflamacidn de
las células de Schwann, fragmentacidn en la vaina de mielina,

desmielinizacidn segmentaria y degeneracidn walleriana.

Mitchell y colabgradores 1(14) estudiaron las propiedades
neurotéxicas de la T4%96 y 7544 inyectando la toxina en el nervio
ciAtico de rata provocando paresia en ambos rcasos; se observd

desmielinizacidn segmentaria en el nervio inyectado.

Mucho se ha estudiado acerca del dafio que produce en el sistema
nervioso de los animales, la intaoxicacidn con fruto y toxinas de
la K. humboldtiana. Recientemente se ha profundizado acerca de
las variadas lesiones extransuronales que produce la
intoxicacidn aguda de fruto y toxinpas en ratones, siendo las mias
importantes en higado y pulmén (15). La TS14 produce un mayor

dafin hepatopulmonar que la T544 (1&6).

Pebido a los trabajos que se estan llevando a cabo actualmente
con las toxinas puras como agentes citotdxicos es de gqran
importancia el estudio de sus propiedades fisicogquimicas como
son su hidroscolubilidad, liposaolubilidad, polaridad, forma,
tamafo, grado de ionizacidén, para predecir su absorcidén,
transporte, distribucidn, metabolismo y eliminacidn en el

organismo.

20



Las toxinas también pueden estar sujetas a cambios guimicos ya
sea suprimiendo ©o introduciende ciertos grupos para paoder
modificar su comportamiento farmacoldgica y asi favorecer la
distribucién de las mismas entre los diferentes compartimientos
para hacer mas selectiva su accidn. Ademas, el tener
conpcimientn de las estructuras gquimicas de este tipo de
compuestos y de sus propiedades fisicoguimicas, nos persitiria
compararlas con otras sustancias presentes en la naturaleza y
establecer una equivalencia bipisdstera. El conocer la relacidn
estructura-actividad de las toxinas nos seria udtil para el

desarrnllo de derivadpns biorreversibles.

21



HIPOTESIS

Debido a su estructura quimica las toxinas son 4cidos débiles,
liposolubles, termo y fotolabiles, mais estables en medio Acido
que alcalino. De las tres toxinas podria resultar la TS5i4 la mais

4cida, la menos liposoluble vy 1a mAs inestable.

22



OBJETIVO

Canocer el comportamiento fisicoquimico de las toxinas 944, Si14

Y 496 aisladas de K. humboldtiana.

23



MATERIAL Y METODOS

1) METODOS GEMERALES.

Todos los reactivos utilizados fueron grado analitico. Los pH se
midieron con un potencidmetro Beckman digital modelo 3500 con
una precisidn de 0.01 unidades. Los espectros yv 1las mediciones
Uv—Visible fueron realizados en un espectrofotémetro Beckman
Acta III de doble haz con celdas de 1 cm, en el rango espectral
comprendido entre 3680 vy S00 am. Todas las evaporaciones se

realizaron baljo Nz para prevenir la descomposicidn.

Se utilizdé una centrifuga refrigerada IEC CRU-5000. Los puntos
de TFusidén se midieron en un aparato electrotérmica marca

Electrothermal.

Las cuantificaciones en CCF se realizaron por reflectancia en un
espectrofotdémetro modelo PMQ 3 Carl Zeiss de acuerdo a la

metodologia propuesta por Guerrero y colaboradores (6).

Todos los experimentos se realizaron a temperatura ambiente
{ 22°C }, excepto en los casos en que se sefNalan otras
temperaturas de trabajo. En estos casaos, las mismas fueron

establecidas en un bafio Blue M modeloc MW-11204—1 & 2 OC.

24



Las agitaciones se realizaron en un Vortex Mixer S/F modelo
88223-1. Para las mediciones de volumenes peqguefios se usaron

pipetas Eppendorf.

25



I1I) OBTENCION DE |LAS TOXINAS.

El fruto de la X. humboldtiana se recolectd en Villa de GBGarcia,
Nuevo Ladn, se secd en una estufa a 35-40°C por 12 dias y se
molid en un molino Wiley Mills modelo 4. Be utilizd el método
modificado de Dreyer para la purificacidn de las toxinas

(6). (Fig. &).

IT1) PUREZA DE LAS TOXINAS.

A) Determinacidén del punto de fusidn (17).

B) Cromatografia en capa fina

Se realizaron soluciones cualitativas de las toxinas y se
aplicaron en las placas de silica gel 6 junta con los
estandares. Se eluyd con B/A 5/1. Se observd si existia una sola
mancha, se determinaron los Rf y mediante una laAmpara de luz UV

a una A de 378 nm se observd la flucrescencia de las mismas.

26
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IV) ESTUDIDS FISICOGQUIMICOS.

1) SOLUBILIDAD.

Se pesd 1L mg de toxina en tubos de vidrio 13 x 50 mm,
agregando porciones de 5 ul de solvente cada vez y agitando
hasta observar una solucidén homogénea. En los casos en gque el mg
de toxina fue insoluble al agregar hasta 1 ml del solvente, se
llevs a un volumen de § ml, se agitd por 15 min. y se centrifugd
a 3500 rpm por 10 min.y se separd el sobrenadante del
precipitado. El1 sobrenadante se extrajo con CHCI3 agitando por
30 seg., Se separd la fase organica la cual se llevd a sequedad
con Nz, se aford con benceno al igual que el residun. El

cromatograma se cuantificd por reflectancia.

Se utilizaron los siguientes solventes: agua, metanol,
cloroformo, n—-hexano, n—-heptana, n-actanol, dimetilsulféxido,

soluciones buffer de fosfatos de pH 2.5, 6, 2 ¥ 12 ( pg = 0.2 ).

Los sobrenadantes de pH béasicos se acidificaron con HC1

concentrado antes de extraer.

2) COEFICIENTE DE FARTICION APARENTE (Kpa) LIPIDO/AGUA.

De una solucidn de 0.25 mg/ml de la toxina en acetona, se

28



colocaron 100 pl (285 mg) en tubos de vidrip 13 x 100 mm y se
evapord con corriente de Nz hasta sequedad; se agregd 1 ml de
solvente orginico y se agits con 1 ml de buffer par 30 seg.; se
dejd reposar por 5 min. Una vez restablecido el equilibrio se
separd la fase orgénica, se evapord con Nz, se afordé con benceno
y la toxina en el cromatograma se cuantificd por reflectancia.
En el caso del coeficiente de particidn aparente para la T4%6 en
butanpl se realizdé la cuantificacidn de la toxina par

espectrofotometria UW-Visible.

La fase acupsa se extrajo con 1 ml de CHCla, se agitd por 30
seg., se dejdé reposar 5 min. y se siguid el mismo procedimiento
descrito anteriormente para la cuantificacién de las toxinas.
Las soluciones acuosas de pH baAsico se acidificaron con HCL

previamente a la extraccidén.

Se utilizaron soluciones buffer de fosfatos (u = 0.2} de pH 2.5,
6, 2 vy 12 y rcomo salventes organicos butanol, cloroformo y

n—hexano.

3) CONSTANTE DE ACIDEZ (K ).

La cantidad de toxina utilizada en cada casoc se ajustd de
acuerdo con 1la disponibilidad de 1la misma. E1 volumen de
solvente empleado dependid de la solubilidad de cada uno de los

compuestos.
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A) DETERMINACION DEL Qﬁa APROXIMADG.

a) TS544
Se pesaron 35 mg de toxina en un tubo de vidrio 16 x 100 ma, se
les agregaron 3.5 ml de acetona + 4.5 ml de agua, se& agitd y se

midid el pH de la solucidn resultante.

b) T514
Se pesaron 3 mg de toxina en un tubo de vidrio 16 x 100 mm, se
les agregaron 2 ml de acetona + 4 ml de agua, s agitd y se

midid el pH de la solucidén resultante.

c) T4946
Se pesaron S5 g de toxina en un tubo de vidrio 16 % 100 mm, se
les agregaron 4 ml de acetona + 4 ml de agua, se agitd y se

midié el pH de la solucidén resultante.

B) METODO ESPECTROFOTOMETRICO.

a) BARKRIDO DEL ESPECTRO UV-VISIELE.

1) T544
i) 500 ul de T544 al ©0.0625Z (acetona:zagua 3.5:4.5) + upa gota

de HCl conc. se2 afararon a 10 ml con acetona—agua S0% .

30



ii} 900 pl de TS44 al 0.04625%4 {(acetonazagua 3.5:4.5) + una gota

de NMaOH ¢.1IN se aforaron a 10 ml con acetona—agua S04 .

2) T514
i} 300 ul de T314 al 0.05% {acetonaragua 1:2) + una gota de HC1

conc. se aforaron a 10 ml con acetona—agua 504 .

ii) S00 .l de T514 al 0.054 (acetonazagua 1:2) + una gota de NaOH

D. 1IN se aforaron a 10 ml con acetona—agua 50% .

3) T4%6
i) 125 pl de T496 al 0.1% en acetona + 3 ml de acetona + una

gota de HC1l conc. se aforaron a 10 ml con acetaona—agua S50%

ii) 125 ul de T496 al 0.1% en acetona + 3 ml de acetona + una

gota de NaOH 0.1N se aforaron a 10 ml con acetona—agua 50%

b) DETERMINACION DEL pK

1) T544

Se prepard una solucidn de 17544 al 0.05% (acetona—agua 50%).
PROCEDIMIENTO:

i) 500 ul de la selucidn + una gota de HCl conc. se aforaron a

10 ml con acetona—agua (1:1).
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ii) 500 pl de la solucidn + una gota de NaDOH 0.1N se afaoraron a

19 ml con acetona—agua (1:1).

iii) 3500 ul de la solucidn se afararon a 10 ml con e1 buffer
correspondiente. Se trabajd con buffer de fosfatos {(u = 0.04) de
pH 7.6, 7.79, B.4 y B.&. La concentracidn de las socluciaones
finales fue de 4.6 ¥ 10°M. Se midié la.absorhancia a 410, 425 y

433 na.

2 T514

Se prepard una solucidén de TS514 al 0.057% (acetona—agua 1:2).

PROCEDIMIENTO:
i) 250 ul de la solucidn + una gota de HCl conc. se aforaron a

10 ml con (acetona—agua 1:2).

ii) 250 wl de la solucidén + una gota de NaOH CG.iN se aforaron a

10 ml con (acetona—agua 1:2}.

iii) 250 yl de la soclucidn se aforaron a 10 w1l con el buffer
correspondiente. Se trabajd con buffer de fasfatos (g = 0.04) de
pH 7.25, 7.B y 7.853. La concentracidn de las soluciones finales
fue de 2.4 x 10 °M. Las absorbancias se midieron a 410, 42i y

430 Nm .
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3) T496

Se prepardé una sglucidn de T496 al 0.25%7 en acetona.

PROCEDIMIENTO:

i) 100 pd de la solucidn + una gota de HC1l conc. se aforaron a

10 ml con una splucidn de NaCl (u = 0.05).

ii) 100 ul de la solucid&n + una gota de NaOH O.1N se aforaron a

10 ml con una solucidn de NaCl (x4 = 0.05).

iii) 100 ul de la solucidén se aforaron a 10 wml con el buffer
correspondiente. S5e trabajdé con buffer de tetraborato de
godio (g = ©.03) de pH 10.57, 10.77, 10.94¢ y 190.98. La
concentracisn de las soluciones finales fue de 5 x 10 M. Se

midid la absorbancia a 380, 400 y 425 nm.

€C) METODO DE PARTICION.

DETERMINACIGON:

1) TS44

De una solucidn da 1 mg/ml en actancol se colocaron S0 ol en
tubos Eppendort y se llevaron a S00 ul con octanol, se agitd con
S00 ul de buffer y se centrifugs por 10 min.; se tomd 0.3 ml de
la fase organica, se llevéd a 2.6 ml con actancl y se leyd 1a

absorbancia a 415 nm. Se trabajd a una concentracidén inicial de

1.8 x 10 *M.
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2) T314

De una sclucidén de 0.5 mg/ml en octanol se colocaron 100 g2l en
tubos Eppendorf y se llevaron a 500 ul con octanol, se agitd con
S00 ul de buffer y se centrifugd por 10 min.; se tomd 0.3 ml de
la fase organica, se llevé a 2.6 ml con octanol y se leyd 1a
absaorbancia a 402 nm. Se trabajd a una concentracidén inicial de

1.9 % 10 M.

Para ambas determinaciones se utilizaron buffer de fosfatos de

pH &.1, 4.8, 7.6, 8 y B.3 (u = 0.04).

En ambos casos las curvas de calibracidn correspondientes se

realizaron con las toxinas puras disueltas en octanol.

Nota: El octanol y los buffers se saturaraon uno con el otro

antes de realizar la particidn.

4) DEGRADALCION DE LAS TOXINAS EN SOLUCIONES ACUGSAS
A partir de una solucidén de 0.023% (en acetona’ de la toxina, se
colocaron 100 ul (0.025 mg) en tubos de vidrio 13 x 100 mm, se

agregd 1 ml del buffer correspondiente; se agitéd y se tapéb.

El estudio se llevd a cabo a 25°, 37° vy 70°C y en condiciones de

luz y oscuridads; se utilizaron buffer de fosfatos (= 0.2) de

pH 2.5, &, 9 y 12.
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A distintos intervalos de tiempo se retiraron los tubos de 1lops
bafios de temperatura controlada, se agregd 1 ml de CHCIS, se
agitd por 30 seg. y se separd la fase orgénicay, la cual se
evapord con Nz; se lievd a un volumen conocido en benceno. La
toxina remanente se cuantificd en CCF por reflectancia. Todos
las estudios cinéticos se realizaron hasta tiempos mayores de

dos veces el ti/2 para cada una de las condiciones.

S5e midi¢ 21 pH de las soluciones durante taodo el tiempo gue durd

el ensayo.
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RESULTADOS

Todos los recultados presentados en las siguientes tablas son
promedio de por lo menos tres determinaciones, con excepcidén de
la determinacidén de solubilidad, para la cual se trealizé una

medicidn Unica.

I) SOLUBILIDAD (18).

ios resultados de la prueba de scolubilidad se muestran en la

tabla I.

1I) COEFICIENTE DE PARTICION APARENTE (Kpa) LIPIDO/AGUA (19).

tos resultados de los coeficientes de particién aparentes se

muestran en la tabla II a, b y c.

111) CONSTANTE DE ACIDEZ (K ).

Se utilizaron dos métodos distintos para hacer las
determinaciones. En ambos casos ara necesario conocer
previamente el rango dentro del cual estaba el pKa de cada una
de las toxinas. Para ello se midié el pH de socluciones de
concentracidn conocida de cada una de ellas en acetona—agua ¥y,
por mediao de la ecuacidén de Henderson Hasselbalchy, se calcularon
los valores que figuran en 1la Tabla I1III. Con ello se pudo
conocer 21 rango de pH al cual se iba a trabagjar para hacer las

determinaciones.
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1) METODO ESPECTROFOTOMETRICO.

El método espectrofotométrico para la determinacién del pKa ha
sido ampliamente utilizada para conocer e1 pK de otros farmacos.

Hurwitz (1B) lo utilizd para determinar el pKa de estrdégenos.

La ecuacidn empleada para calcular el pKa por este método se

deduce a partir de la pcuacidn de Henderson—Hasselbalch.

pKa = pH —log (A)___— {Aa) (1)
{Ab) -— (A)
Donde:
A = absorbancia de una solucidén al pH

considerado y a una dada A.

Az = absorbancia de la misma solucidn a 1la
misma A y a un pH aAcido.

Ab = absorbancia de la mmisma solucidén a la

misma X y a un pH basico.

Aa y Ab se deben medir alejadas un minimo de dos unidades de pkK
para que toda la sustancia est¢ en forma ionizada y no ionizada
respectivamente. Ademis, otro requisito para que se cumpla la
ecuacidén 1, es que exista variacion en el espectro UV-Visible
para la forma ionizada y no ionizadas de estas moléculas. Por
ello fue necesario realizar previamente el espectro UV-Visible

de cada uno de los compuestos. (Fig. 7. a, b vy ©?.
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FIGURA 70 ESPECTRO UV-VISIBLE DE LA T544
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FIGURA 7b ESPECTRO UV -VISIBLE DE LA T5i4
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FIGURA 7c¢ ESPECTRO UV-VISIBLE DE LA T496




Para sacar un promedio del valor del pKa se determinaron 1las

absorbancias de las soluciones a 3 X diferentes, la A de

absorbancia maxima para la forma basica, para la adcida y otra X

intermedia. {Tabla IV a, b ¥y ©).

2) METODO DE PARTICION.
Ezumi (19) utilizé este método para determinar el pKa de algunos

fArmacos, aungue el equilibrio correspondiente habia sido

descrito en 1933 (20) .

51 consideramos el siguiente equilibrio:

Fase organica

AHorg ————— A org.

KD 1 il

el

AHaq ————= A aq

Fase acuosa

K, = [H o' agl LA ag3 (2)

LaHaql

Y considerando que a un pH cercano al pKa(A_)org = Q, los

coeficientes de reparto que se calcularon (Tabla I1) fueron

aparentes y dependieron del pH de la fase acuosa.

Kpa = (AHorq) (3)

(AHag) + (A ag)
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El coeficiente de distribucidn wverdadero (kD) es el que
interesa en los estudios fisicoquimicos y estid directamente

relacionado con la Ka.

KD = {(AHorg) (4)

{AHag)

Relacionando las ecuaciones 2, 3 y 4 llegamos a la ecuacidn S

donde:

Kpa = KD ~ Ka __Kpa (5)

+

LH 1

+
Por lo tanto graficando Kpa para distintos pH contra Kpa/fH ] se
debe obtener una linea recta de cuya pendiente se calcula Ka y

KD de la ordenada al origen.

Las graficas gue obtuvimos en nuestro casp se muestran en la
Fig. 8. Los valores de KD y pKa para la T544 fueron de 11.4
X 0.15 y B.42 ¥ 6.3 respectivamente y para la 7514 de

8.2 2 0.12 y 7.26 £ 0.25

IV) DEGRADACION DE LAS TOXINAS EN SOLUCIONES ACUOSAS.
Para poder calcular la vida media de las toxinas, necesitibamos
conocer la constante de velocidad de la reaccidny, la cual

abtuvimos al determinar el orden de reaccidén.
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CONCENTRACION INICIAL DE TSI4 - 1.9 X 10 * M. (402 nm )

SOLVENTES: OCTANOL Y BUFFERS DE FOSFATOS
pH 61,68, 76,8 Y 83( M4 :0.04)



Empleamos el métaodo grafico (21) para averiguar la cinégtica de
degradacidn que siguen las toxinas. Para cada orden de reaccidén
existe una ecuacidn de velocidad (Tabla V). ta linearidad, ya
sea de €, LnC o 1/C en funcidn del tiempo nos indica la cinética
de la reaccidén . De la pendiente de la recta se calcula la
constante de velocidad y ¢sta se sustituye en 1la ecuacidn de
vida media correspaondiente para el orden de reaccién encontrado

(Tabla V).

La cinética de degradacidn gque siguieron las toxinas T544 y THi4
fue de primer orden (Figs. Pa y b). Aqui se muestran algunas de
las graficas obtenidas para las diferentes condiciones del

estudic; todas fueron semejantes.

No hubo variacidn significativa del pH de las soluciones al cabo

del tiempo.

Empleamos la ecuacién t1/2 = 0.693/k para calcular la vida media

de cada una de las toxinas (Tabhla VI).

Unn ejemplo del efecto del tiempo y la temperatura sobre la 7514

se puede aobservar en las figuras 10 yv 11.

Para la T4%96 a 25° Y 37°C y a pH Acidos se presentd también una
cinégtica de primer orden (Fig. 12 ) y se calculé su vida media

{Tabla VIiI), pero a pH basicos no Tue posible calcular su
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cinética ya gque la T494 se transforma en otro compuesto en un

tiempo relativamente corto, alrededor de 5 minutos (Figs. 13 vy

14). A pH Acido y a 70°C aparece también el mismo compuesto. En

la Fig.1S se presenta la cindtica gue siguid la T496 en dichas
condiciones.
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RL RO SL SO 0. Q0

Figura 10. Efecto del tiempo. A: 2 hr

B: 8 hr
Cromatograma de 7T514 a pHZ (buffer de fosfatos u = 0.Z2);
25 Ry, 37%C (%) y 70°C (@5 luz () y oscuridad (0).
Concentracidn inicial: 0.025 mg/ml.
Adsarbente: Silica gel G 60 Merck, espesor de capa ¢.2 mm.

Sistema de solvente: B/ 3I/1.



QL Qo

Figura 11. Efecto de la temperatura.

Cromatograma de TS514 a pH 2 {(buffer de fosfatos u = 0.2); tiempo
de incubacién 8 hr, 25°C (R), 37°C (5) y 70°C (@ 1luz (L) vy
oscuridad (O).

Concentracidn inicial: 0.025 mg/ml.

Adsorbente: Silica gel G 40 Merck, sspesor de capa 0.2 mm.

Sistema de solvente: EB/A 371
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a bcde

Figura 1Z. Cromatograma de 74946 a distintos pH.
Condiciones: 24 hr, 3700, luz.

Concentracidn inicial: 0.025 mg/ml.

Adsorbente: Si{ilica el G &0 Merck, espesor de capa 0.2 mm.

Sistema de solvente: B/A4 35/1.

a: Estandar de T496

b: pH 2
c: pH &
d: pH 9

e: pH 11.5

Buffer de fosfatos (u = 0.2).
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a b

C

Figura 14. Cromatograma de T494 a diferentes tiempos:

pH? (buffer de fosfatos u = 0.2).
Concentracidn inicial: G.025 mg/ml
Adsorbente: Silica gel G &0 Merck,

Sistema de solvente: B/A S5/1.

a O minutos
B: 2 minutos

c: S5 minutos

espesor de capa 0.2 mm.
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DISCUSION

No existe ningtn dato cuantitativo en la literatura con respecto
a la solubilidad de las toxinas, aunque yva se tenia una idea de

su liposclubilidad (B).

Este tipo de caompuestos posee sustituventes hidréfilos en su
estructura antracendnica (Fig. 4), lo gque 1le confiere una
liposolubilidad intermedia; como consecuencia de ello no son muy

solubles ni en solventes polares ni en solventes no polares.

Las toxinas en medios alcalinos tienden a ionizarse debido a gue
son aAcidos débiles, por eso presentan una mayor solubilidad en

medios acuosos alcalinos que en medios acuosos aAcideos (Tabla I3.

Existe una diferencia estructural importante en el sistema
antracendnico no commn. La TS14 posee un grupo oxhidrilo

alcohdélico, lo cual la hace mis polar que la T4946 (Fig. 4).

La mayor pplaridad de la T5i4 se ve claramente en su solubilidad
en 21 agua y en los sistemas acuoasos a diferentes pH (Tabla 1)

con respecto a las otras dos toxinas.

Ademas, compatrando la solubilidad de la 7514 a pH 2.5 y 6
(Tabla 1) con los datos correspondientes de 7496 y TS544 ce

observa un aumento de solubilidad solamente para la primera al
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aumentar el pH. Se podria pensar que esta tendencia se

corresponde con los pKa encontrados (ver mas adelante).

La TS44 presenta escasos grupos polares en la estructura no
comn (Fig. 4) por 1o que posee una mayor Solubilidad en los

sglventes no polares y de polaridad intermedia.

En general se confirman los resultados obtenidos en la
determinacion de solubilidad con los valores encontwados para el
coeficiente de particidn aparente (Kpa) lipidosagua para las

tres toxinas (17):

— El coeficiente de particidén aparente 2s mayor en cloroformo
gue en n—hexano vy butancl, lo cual reafirma la mediana

liposalubilidad de estos compuestos.

— En medios acuosos acidos se presenta un mayor coeficiente de
particidn aparente que en medios acuosos alcalinos, ya que en
estos Ultimos existe ionizacidn y, como sefalamos anteriormente,

mayor solubilidad en la fase acuosa.

- La toxina menos scluble en medios acuosos Acidos (T494)
presenta el mayor coeficiente de particidn aparante en
cloroformo mientras gue la mas socluble (T314) presenta el menor

coeficiente de particidn aparente.

&6



La titulacidén potenciométrica, comnmente utilizada para la
determinacidén del pKa, no fue posible aplicarlia en nuestro caso
debido a la escasa solubilidad que presentan las toxinas en agua
y paor la cantidad de sustancia reguerida para el estudio
(aproximadamente 50 mg) si se realizara en solventes ne acuosos

(22> .

FPara la determinacion del pKa empleamos dos métodos indirectos
(espectrafatométrico vy de particién). Estos métodos se basan en
los cambios quimicos gue presentan estos tipas de compuestos al
variar el pH, lo cual origina especies ionizadas y po ionizadas.
Cada una de ellas muestra propiedades fisicas diferentes, 1lo

cual las hace propicias patra su determinacidén.

La base de la medicidn por el métgdo espectrofotométrico, radica
en las absorbancias diferenciales que presentan las distintas

especies (ionizadas y no iocnizadas) a distintas A.

Se calcula el pKal por medio de la ecuacidn 1 (Resultados). En
este caso para que dicha ecuacidn se cumpla debemos de trabajar

a los pH adecuados.

El método de particidn para la medicidn del pKa se fundamenta en
la diferencia de solubilidad que existe entre las formas
ionizadas y no 1onizadas a los distintos pH empleados; tomando

en cuenta los diferentes equilibrios gue existen en solucidn, se

&7



llega a la ecuacidn 5 (Resultados), a travées de la cual se

cbtiene la Ka'

Para esta determinacidn se utiliza de preferencia n—heptanc
debido a que la disociacidn idnica es. menor en este solvente., En
nuestro trabajo no fue posible emplearlo dada la escasa
solubilidad que presentan las toxinas en el mismo (Tabla I). En
su lugar usamos n—-octannl; el cual también ha sido reportado
come salvente Gtil para determinar la Ka de algunos compuestos
{19). En este caso se hace necesario saturar las fases entre si
antes de realizar 1la particidén, para obtener una me jor

separacidén de las mismas.

La cuantificacidn en este caso no se llevd a cabao por
cromatografia en capa fina, a pesar de ser mas sensible que 1la
espectroscopia UV-Visible, debido a ia degradacidn que

presentaban las toxinas al evaporar con N2 el octanol.

La 7514 presentd la mayor acidez, le siguid la TH44 y por Gltimo
la T4%946. Este orden correlaciona bien con los datos de
solubilidad (Tabla I). Observamos que 1la 7514 caon un pKa
alrededor de 7.2 (Tabla IVb) aumenta su solubilidad al pasar de
pH 2 a 6, en el cual ya esta parcialmente ionizada. Esto no
sucede con las otras dos toxinas. Para la T544 con un pKa
alrededor de 8.4 (Tahla IVa) sucetde lo mismo pero al camhiar de

pH & a ? (Tabla 1).
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Las ventajas gue presentan estos métodos para 1a medicidén de 1la
Ka es su sencillez, sensibilidad y confiabilidad; por 1o cual
recomendamos su uso. La posible diferencia en la eficiencia de
amhos métodos se determind mediante lé pruebha t de Student dando

una p noa significativa.

Con anterioridad a este trabajo, suponiamos que las toxinas
fueran inestables, pero no conocfamos sus caracteristicas. E1
evaluar la degradacién de estos compuestos a diferentes
condiciones de pH, temperatura & iluminacidn, nos permite una
me jor manipulacidén an el aislamiento, purificacidén,

almacenamiento y medios de reaccidn (23, 24, 23 y 24).

La mayoria de las procesos observados en la naturaleza siguen
una cindtica de primer orden (27). La 7544 y T214 siguieron este
tipo de cinética para su degradacién en las diferentes

condiciones empleadas.

Tanto la T544 como la T314 fueron mis inestables en medios
alcalinos , en la luz y al aumentar la temperatura (Fig. 11). En

general 1la TS514 presentd menor estabilidad gue la TS44.

Cabe aclarar que la degradacidn de la TS514 a pH 12 (Tablia VI
no se llevé a cabo debida a que la extraccién con cloraoformo no
fue posible. Esto se explica porque la toxina esta totalmente

“+
ionizada a ese pH (pKa = 7.27 - 0.09, Kpa CHCls/pH 12 = 0.0564},
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ta influencia del pH en 1la degradacidén gque presentaron las
toxinas se debe a su estructura fendlica. En medios alcalinos,
este tipo de compuestos se transforma en su base canjugada; ésta
es muy inestable y reactiva, dando lugar a diversos productos de

oxidacidn (28B).

ia opuidacidn de fenoles se puede lievar a cabo por
auto—oxidacidn a través de radicales libres {(29). En nuestro
caso, las toxinas presentan este tipo de estructuras ia
degradacidn gue observamos con la luz, se podria explicar pot
este mecanismo. AdemAs, se conoce gue el aumento de temperatura

acelera los procesaos de oxidacidn.

Los resultados obtenidos con la T496 los consideramos aparte por

presentar un comportamiento distinto de las otras toxinas.

Este compuesto fue (en general) mis inestable que las otraos en

todas las condiciones empleadas.

Como ya se menciond anteriormente (Resultados), la T496 se
transforma a otro compuestp a pH alcalino (Fig. 13} y a todas
las temperaturas estudiadas {a pH Acidos sclamente a 70°6) en
un tiempo corto. Dehido a ¢stoc no se pudo determinar su
solubilidad, coeficiente de particidn aparente lipido/agua ¥y su

degradacidn a pH 9 y 12.
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Por 2l mismo motivo, 1a determinacidn del pka se llevd a cabo
sélo paor el método espectrafotamétrico. A pesar de gue ambos
métodos (espectrofotométrico y de particidn) se realizaron a pH
alcalino, sdlo se usd el primero debido a gue su tiempo de
analisis fue de 3 minutos. El anilisis para el segundo no fue
posible realizarlo en menos de 5 minutos, tiempo en el cual se

comprobds que empieza la transformacidn de la T496 (Fig. 14).

En los casos en gue se pudo medir, la cinética de T4%946 fue de

primer arden.
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CONCLUSIONES

1) La T914 resultd ser la menoz liposoluble y ia mas 4acida de

las toxinas.

2) La TA496 fue la mas inestable en todas las condiciones.

3) Se popdria pensar n una mayor absorcidn de 1la T496 en el

arganismo debido a su mayor coeficiente de distribucidn aparente

lipido/agua. Sin embargo al pH gastrico las tres toxinas estaran

na ionizadas y se podran absorber sin dificultad.

4) Las tres toxinas se podrian depositar en grasa dada su

liposclubilidad.
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