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1. INTRODUCCION 

1.1 El cáncer y su tratamiento. 
<Cáncer> es el término general que se aplica a una serie de enfermedades 

malignas que pueden afectar a partes muy diferentes del organismo. Estas enfermedades 
se caracterizan por una formación rápida e incontrolada de células anormales, capaces de 
reunirse para formar un tumor o de proliferar en el organismo, iniciando crecimientos 
anormales en otros lugares del mismo. Si el proceso no se detiene, puede progresar hasta 
causar la muerte del organismo. H cáncer se encuentra, en general, en todos los animales 
superiores, incluyendo el hombre y también en las plantas que desarrollan excrecencias 

que se asemejan al cáncer1. 

La cirugía, la radiación, los fármacos (agentes quimioterapeóticos) y recientemente 
la terapia génica e iamunoterapia son las principales formas de tratamiento del cáncer. Los 
agentes quimioterapeúticos pueden muchas veces proporcionar una mejoría temporal de 
los síntomas, prolongar la vida y, ocasionalmente, la curación1. 

Un antineoplásico eficaz debe matar o incapacitar las células del cáncer sin 
producir daño excesivo a las células normales. Este ideal es difícil o, tal vez imposible de 
conseguir y ello porque los pacientes sufren efectos colaterales cuando están en 
tratamiento1. En la actualidad se aconseja la quimioterapia antineoplásica combinada, 
teniendo en cuenta el mecanismo de acción de diversos agentes, su sinergismo y la fase 
celular sobre la que actúan1 2. 

Frecuentemente, sin embargo, la dosis eñcaz de estos agentes probados resultó ser 
prácticamente la dosis tóxica, hecho atribuido a la poca selectividad del producto. Las 
síntesis, consistentes en modificaciones de fármacos conocidos, continúan siendo un 
importante campo de investigación; sin embargo, un gran volumen de trabajo de síntesis 
ha aportado pocas novedades sobre las moléculas-prototipo1*3. 

Los estudios recientes sobre compuestos de origen vegetal, que actúan como 
inhibidores de tumores, están proporcionando una serie de nuevas estrucuturas. Muchas 
de éstas, son sumamente complejas, por lo que resulta inverosímil que tales compuestos 
pudiera ser sinteti2ados como intento empírico de hallar nuevos fármacos1 '3-4'5. 



1.2 El papel de las plantas en el tratamiento del cáncer. 
Indudablemente, el reino vegetal posee muchas especies de plantas que contienen 

sustancias de valor medicinal aún por descubrir. Un gran número de plantas son 
analizadas constantemente en relación a su posible valor farmacológico (particularmente 
por sus propiedades antiinflamatorias, hipotensoras, hipoglucémicas, amebicidas, 

citotóxicas, antibióticas y antiparkinsonianas)1. 

Como resultado de los procedimientos modernos de aislamiento y de 
experimentación farmacológica, drogas nuevas encuentran su camino hacia la Medicina, 
en estado de sustancia purificadas, más que en forma de antiguas preparaciones galénicas. 
La utilización de compuestos puros aislados, incluyendo fármacos sintéticos, no carece de 
limitaciones y en años recientes, ha renacido un inmenso interés en la Medicina hacia los 
sistemas fitoterapeúticos, tan estrechamente relacionados con los recursos vegetales1 -3. 

Las plantas han sido utilizadas en el tratamiento de las enfermedades malignas 
durante siglos; si realizamos una revisión global a la literatura científica, tanto antigua 

como moderna, encontraremos que se describen plantas utilizadas contra el cáncer1. 

El podofilo fue utilizado desde hace más de 2,000 años por los chinos como 
fármaco antitumoral; las resinas de esta planta Phodophylhim hexandrum y la especie 
americana relacionada P. peltatwn han dado lugar al aislamiento de diversos lignanos y 
sus heterósidos, que poseen actividad antitumoral (Fig. I)1. 

H mayor éxito en plantas superiores utilizadas en la quimioterapia del cáncer, lo 
constituyen tos alcaloides del Cantharantus roseus. Las investigaciones sobre esta planta, 
fueron estimuladas por su mención en la terapeútica popular, pero no como remedio 
contra el cáncer, sino en el tratamiento de la diabetes. No se detectó actividad 
hipoglucémica, pero la susceptibilidad para la infección bacteriana de los animales de 
experimentación tatados, indujo a los investigadores a emprender un extenso trabajo sobre 
los posibles principios inmunosupresores causantes de estos efectos. Como consecuencia 
se aislaron diversos alcaloides indólicos dímeros, que mostraron actividad antileucémica. 
Dos de ellos, vinca-leucoblastina (vinblastina) y leucocristina (vincristina), se obtienen en 
la actualidad de la Vincarosea que se emplean tanto solos como en combinación con otras 
formas terapeúticas para el tratamiento del cáncer1 ,6(Fig 2). 



Hacia finales de 1950, comenzó una revisión intensiva de plantas, 
microorganismos y animales marinos, respecto a su actividad antitumoral, debido 
principalmente, a que el Instituto Nacional del Cáncer de Estados Unidos inició un gran 

programa de deteccción selectiva1 -3. 

Al principio se adoptó un sistema de selección de las plantas al azar, ya que pueden 
encontrarse nuevos compuestos en cualquier especie del reino vegetal o animal. 
Evidentemente, este tipo de selección al azar por <rastreo> masiíicado es una operación 
muy costosa y probablemente, justificada tan sólo en determinadas áreas, en las cuales la 
disponibilidad de fármacos es francamente inadecuada e ineficaz. El cáncer puede 
considerarse incluido en esta categoría1 -3. 

Actualmente, el aislamiento de componentes menores, biológicamente activos, a 
partir de un extracto crudo de planta, implica el empleo de técnicas que difieren de las 
convencionales en Fitoquímica1 -3. 

En los estudios sistemáticos recientes, cada porción de la planta y cada fracción del 
extracto se ensayan biológicamente antes de haber sido aislado y caracterizado 
componente alguno; usualmente, tan sólo las fracciones que muestran actividad biológica 
son estudiadas posteriormente1 

1.3 Los estudios fitoquímicos de plantos del género Karwinskia. 
En nuestro medio podemos mencionar como ejemplo de lo anteriormente 

expuesto, los compuestos aislados de plantas del género Karwinskia. El género 
Karwinskia es un taxón perteneciente a la familia de las Rhamanceae, constituido 
básicamente de arbustos y pequeños árboles, que incluye 15 especies encontradas desde 

Texas hasta Colombia7 (Fig. 3). La especie más estudiada es la K. humboldtiana y los 
efectos tóxicos de la planta se conocen desde hace mucho tiempo. 

En el siglo XVIII, Clavijero8 registró los efectos tóxicos que se presentan al 
ingerir fruto de K. humboldtiana. Sha ver9 en 1966, estableció que el compuesto 
neurotóxico se encuentra en el polvo amarillo, lo cual fue posteriormente confirmado por 
Kim y Camp9 en 1972. Dreyer y cois.10 en 1975, aislaron y caracterizaron de K. 
humboldtiana cuatro compuestos polifenólicos responsables de las propiedades 
neurotóxicas, que de acuerdo a su peso molecular se denominan: T496, T514, T516 y 
T544 (Fig. 4). 



ED 1981, se inició en el Departamento de Farmacología y Toxicología de la 
Facultad de Medicina una línea de investigación sobre las plantas del género Karwinskia. 

Las toxinas anteriormente mencionadas fueron aisladas y purificadas por Guerrero 
y cois.11; posteriormente Bermúdez y cois.12»13 realizaron pruebas de toxicidad aguda in 
vivo de diferentes especies de animales tanto del fruto de K. humboldíiana como de las 
toxinas purificadas. En estos estudios demostraron que la T544 es la responsable de la 
neurotoxicidad, la T514 es selectivamente tóxica para células de hígado y pulmón y la 
T496 causa un cuadro diarreico. 

Fue entonces que Piñeyro14-15 planteó la hipótesis de toxicidad selectiva de células 
neoplásicas in vitro, confirmada inicialmente en 11 líneas celulares humanas: 3 benignas y 
8 malignas; se compararon los resultados obtenidos con los de 5 agentes andneoplásicos 
conocidos. Así reportó en su tesis doctoral que la T514 es más tóxica para las células 
neoplásicas que para las benignas; dichos resultados fueron corroborados en la República 
de Alemania y en el N.C.I. de E.U.A. En base a estos resultados se otorgó una patente de 

uso como agente antineoplásico en la C.E.E., EU.A. y Japón16. 

Paralelamente y debido a la necesidad de obtención de mayor cantidad de T514 y 
para conocer más profundamente la Fitoquímica del género, Waksman y cois.17 realizaron 
un estudio exhaustivo de otras especies del género Karwinskia presentes en la República 
Mexicana. El estudio de toxicidad aguda se realizó con 9 especies del género (las 
reportadas hasta entonces en México), resultando que las más tóxicas fueron K. 
humboldíiana, K. umbellata y K. parvifolia. El estudio químico de los extractos 
clorofórmicos por CCF-Reflectancia, reportó que las especies con mayor cantidad de 
T514 fueron K. subcordata y K. parvifolia. 

En estudios posteriores se concluyó que la K. parvifolia, es la mejor fuente de 
T514 por el contenido menor de "contaminantes* y mayor porcentaje de TS14. Ésta es por 
tanto la especie que actualmente se utiliza como fuente de obtención18 (Tabla 1). 

Por otro lado, los estudios fítoquímicos de los extractos semipolares de los frutos 
de K. parvifolia, K. tehuacanay K. umbellata, permitieron aislar e identificar otros 3 
compuestos antracenónicos: un diasteroisómero de la T514, un isómero posicional de la 
T514yUT5lOW.M(Hg. 5). 



Entre los intentos por encontrar el mecanismo de acción de la T514 se puede 
mencionar el efecto sobre la lipidoperoxi dación microsomal hepática en experimentos 

realizados por Garza21. Aunque aún no se conoce su mecanismo de acción, ciertas 
observaciones experimentales permiten señalar que no actúa sobre el núcleo de las células 
como la mayoría de los antineoplásicos. Los estudios posteriores realizados por 
Sepúlveda y cois.22 revelaron que la T514 afecta irreversible y selectivamente los 
peroxisomas de las levaduras metilotróficas, por este motivo se le ha llamado 
Peroxisomicina A j. Los estudios invitro realizados por Moreno y cois.23 demostraron 
una Inhibición no competitiva de la Catalasa por la Peroxisomicina A¿ y compuestos 
relacionados estructuralmente (Tabla 2). 

1.4 Control de Calidad de un producto de interés farmacológico: la 

Peroxisomicina 
Dado el interés farmacológico de la Peroxisomicina Aj con uso antineoplásico 

probable, una vez aislada y purificada es sometida a un estricto Control de Calidad. Dicho 
control se realiza tanto desde el punto de vista Hsicoquímico como Biológico. 

Las referencias bibliográficas informan que la valoración de un fármaco, es de 
importancia considerable. Esta operación comprende la identificación del material y la 
determinación de su calidad (pureza) y, si se encuentra alterado, conocer la naturaleza del 
adulterante. Algunos factores que afectan la calidad son la estirpe del vegetal, la época de 
recolección, los métodos de desecación y conservación utilizados1. 

Para la evaluación de la Pureza Fisicoquímica de la Peroxisomicina A¿ se 
realizan actualmente la medición del Punto de Fusión Inicial y Final que deben de ser 
constantes; otra prueba es la Pureza Espectroscópica, ésta se realiza al moni torear las 
Absorbancias a varias longitudes de onda: 222nm, 270nm, 415nm y 430 nm así como 
razones de las mismas: 430nm/415nm, 270nm/415nm, 270nm/ 222nm. Las razones se 
emplean para evitar las variaciones de Absorbancia debido a errores en el peso de la 
muestra, ya que: 

A X l ' e X í b c y A 3 L 2 = E 3 L 2 b c 

entonces A A ^ » t e X2 s constante b c 



La Pureza Cromatográfica se evalúa utilizando el análisis por CCF-FN y CCF-FR 
mediante la observación de una sola mancha de Rf establecido bajo la lámpara de luz UV a 
254 nm y 369 nm y en el Vis por observación directa. Así también se utiliza la CLAR-FR 
para observar la aparición de un solo pico de tR establecido. Se evalúa la Pureza 
Espectroscópica de dicho pico empleando un detector de arreglo de fotodiodos, por medio 
del cual se genera el espectro de absorción completo, de tal manera que a las dimensiones 
habituales de tiempo y Absorbancia, se agrega una tercera, la longitud de onda24*25 esto 
permite apreciar detalles que escapan a detectores convencionales. 

En nuestro caso se monitorean varias longitudes de onda: 269nm, 310nm y 410 
nm, y se realiza la superposición de espectros así como la gráfica de las relaciones de 

Absorbancia a las longitudes de onda antes mencionadas. 

La Pureza Biológica incluye el ensayo de la disminución de Actividad de la 
Catalasa según el método de Aebi26 y la evaluación de la Gtotoxicidad empleando el 
método desarrollado por Martínez y cois.27 que utiliza la línea de células benignas de 
hígado de Chang y la línea maligna de hepatoma HEPLC/PRF/5, a las cuales se les 
determina la CT5Q. 

Las Pruebas incluidas en el Control de Calidad de la Peroxisomicina A t . 
Pruebas Pruebas 

Fisicoquímicas Biológicas 
a) Punto de Fusión inicial g) Inhibición de 
b) Punto de Fusión final laCatalasa 
c) CCF-FN h)Citotoxicidad 
d) CCF-FR 
e) Pureza Espectroscópica 
í) CLAR-FR 

En un estudio realizado por Waksman y cois.28 que consistió en aplicar estas 
pruebas a varios lotes puros de Peroxisomicina A j y a continuación analizar los resultados 
estadísticamente, se obtuvieron los valores que nos permitirían calificar en adelante los 
lotes de Peroxisomicina A¡ tanto desde del punto de vista Flsicoquímico como Biológico. 
Los límites de tolerancia determinados en el estudio referido fueron: 



Pruebas Valores 
Fisicoquímicas 
a) Punto de Fusión inicial 179,24 ±1,54°C 
b) Punto de Fusión final 181,37 ± 1,20 °C 
c) CCF-FN Observación visual 
d) CCF-FR Observación visual 
e)PurezaEspectroscópica A430nm =1,003 ±0,003 

415nm 
f) CLAR-FR Registro de un solo pico y 

evaluación de la pureza espectroscópica. 

Prnebas Valores 
Biológicas 

g) Inhibición de Catalasa % Inhibición = 46,58 ± 1 3 2 
h) Citotoxicidad CT^ Chang = 56- 80 ̂ g/ mL 

C I ^ HEPLC/PRF/5=2>10 /íg/mL 

Al realizar estudios fitoquímicos de los extractos del fruto de K. parvifolia 
recolectada en los últimos años, se identificaron tres nuevos compuestos que presentan 
por CLAR-FR C8 y C18, t R muy semejantes a la Peroxisomicina Aj. Estos compuestos 
fueron aislados e identificados por Rivas29: un nuevo diasteroisómero de Peroxisomicina 
Aj, un isómero posicional de la Peroxisomicwa Aj y la T516 (Fig. 6). 

Debido a la identificación de isómeros nuevos de la Peroxisomicina, se optó 
utilizar una nueva nomenclatura. Se denomina Peroxisomicina a todos los 
diasteroisómeros de la T514 aislada originalemente por Dreyer, es decir, con sitio de 
unión 7, 10'; Iso-Peroxisomicina a los isómeros posicionales con unión 7-7', la 
numeración corresponde al orden de aislamiento e identificación de los mismos y 
siguiendo la nomenclatura establecida por Steglich y Glidt30 se puede denominar como 
atropoisómero de la serie A a aquellos que presentan efecto Cotton positivo en las curvas 
de Dicroísmo Circular y como atropoisómeros de la serie B a aquellos que presentan 
efecto Cotton negativo; por lo tanto, la letra A ó B está dada por el resultado experimental 
obtenido por las curvas de Dicroísmo Circular en los compuestos que fue factible hasta la 
fecha realizar. Así tenemos: 



Nomenclatura Previa 
T514 

Nomenclatura Actual 
Peroxisoraicina A j 
Peroxisomicina A2 

Peroxisomicina Ai 
Diasleroisómero 1 deT514 
Diasteroisómero 2 de T514 
Isómero Positional de T514 Iso-Peroxisomicina A i 

La Peroxisomicina A2 se separa muy bien de la Peroxisomicina A1 en CLAR FR, 
sin embargo la Peroxisomicina A3 , la Iso-Peroxisomicina Aj y la T516 al tener tR tan 
cercanos generan problemas durante la purificación de Peroxisomicina Aj 2 9 3 1 (Fig. 7). 

Para la última etapa de la purificación de la Peroxisomicina A ] se utiliza el método 
de CLAR-FR-C18, así que la posibilidad de que estos contaminantes no sean eliminados 
en su totalidad constituye una consideración importante. Su presencia podría originar que 
el fármaco no cumpla con los valores establecidos en el Control de Calidad. 

Desde este punto de vista se plantea como esencial el conocimiento del Limite de 
Detección de cada una de las pruebas incluidas en el Control de Calidad para la 
Peroxisomicina A3 , para la Iso-Peroxisomicina A j y para la T516; para lo cual debemos 
recordar que la Sensibilidad24*32 de un método analítico corresponde a la mínima 
cantidad de un analito que puede producir un resultado significativo y, el Límite de 
Detección24*32 corresponde, a la menor concentración de un analito que puede 
detectarse pero no necesariamente cuantificarse en una muestra, bajo las condiciones 
establecidas y se expresa en unidades de concentración: %, ppm, ppb32. 



1.5 Objetivos del Trabajo. 
1.5.1 Objetivo General 

Determinación del Limite de Detección en cada una de las pruebas incluidas en el Control 
de Caüdad de la Peroxisomicina A¡ en lotes de ésta conteniendo Peroxisomicina A3, Iso-
PeroxisomicinaAl o T516. 

1.5.2 Objetivos Específicos 
1.-Determinar los valores de las pruebas del Control de Calidad (excluyendo el ensayo de 
la Citotoxicidad) para la muestra de Peroxisomicina A¿ proporcionada como 
químicamente pura y biológicamente activa, que se use en el resto de proyecto. 

2.- Aislar y purificar la Peroxisomicina A3 , la Iso-Peroxisomicina A j y la T516 del fruto 
de K. parvifolia. 

3.- Determinar la Pureza Fisicoquímica de la Peroxisomicina A3 , la Iso-Peroxisomicina 
A t y la T516. 

4.- Establecer los valores para cada una de las pruebas realizadas en el Objetivo No. 1, 
cuando la Peroxisomicina A1 esté contaminada con distintas concentraciones de 
Peroxisomicina A3, Iso-Peroxisomicina Aj o T516. 

5.- Comparar y valorar estadísticamente los resultados obtenidos, para establecer los 
Límites de Detección de cada prueba para cada uno de los contaminantes naturales. 



2. MATERIAL Y METODOS 

2.1 Material Biológico. 
Se obtuvo fruto de K. parvi/olia proveniente de los municipios de: Bajosori» 

Cenx> Prieto, Guayahitos, Loretillo, El Sauz, Tobocahui en el estado de Sinaloa y 
Melchor Oc ampo Sonora, recolectado por el Ing. Rubén Luján en el año de 1992. 

2J2 Material y Equipo. 
2.2.1 Material General. 
La Peroxisomiclna Aj químicamente pura y biológicamente activa fue 

proporcionada por el personal del laboratorio de producción, del Departamento de 
Farmacología y Toxicología de la Facultad de Medicina, UA.N.L. 

Los solventes grado analítico se utilizaron para las extracciones, CCF, CC 
Gravitacional, CC de Baja Presión, CC Flash; los solventes grado espectroscópico se 
utilizaron para las mediciones espectrales y los solventes grado cromatogràfico fueron 
utilizados en el método de CLAR. 

Para la determinación del grado de Inhibición de la Catalasa se utilizó: 
-Catalasa de hígado bovino Sigma (EC. 1.11.1.6) 
-Peróxido de hidrógeno ( H ^ ) 30 % (v/v) Sigma. 
-Solución amortiguadora de fosfatos (KH2P04/iyíP04), 50mM pH=7.4. 
-Cubeta de cuarzo de 1 cm de espesor y 1 mL de capacidad. 

2.2.2 Equipo. 

Balanza Analítica: Sartorius Basic. 

Vortex: Pulse \fortexer Glass-Col 

Agitador Mecánico: Disaga. 

Molino tipo: Thomas-WILEY, LABORATORY MILL, modelo 4, malla 2 mm. 

Medidor de pH: Beckman$ 61 

Centrífuga: Beckman GFKR con controlador de temperatura 

Microcentrffnga: IECMicro-MB 

Medidor del Ponto de Fosión: Aparato Hectrothermal. 



Rota vapor: Aparato Buchi con contro] de temperatura, 

RMN: Brucker 400 MHz. 

Espectro UV-Vis: Espectrofotómetro UV-Vis Beckman DU 7500 con arreglo 
de diodos equipado con paquete de cinètica enzimàtica y 
controlador de temperatura Peltier. 

Para la realización de las Cromatografías utilizamos: 
A) CCF Fase Normal: 

Fase estacionaria: Cromatofolios AL de Silica gel 60 F254, 
espesor de capa 0.2 mm, Merck. 

Fase móvil: Benceno:Acetona 3:1 con 0.1 % de HAc. 
Observación al UV-Vis con lámpara UV: Gel man Sciences, Inc. 

Modelo No. 52438 de 253.7 y 375 nm. 

B) CCF Fase Reversa: 
Fase estacionaria: Cromatoplacas de Sílica gel RP-18F 254, Merck. 
Fase móvil: Metanol:Agua 7:3. 

C) CC Flash: 
Fase estacionaria: Sílica gel 60 para CC, tamaño de partícula 0.063-

0.200 mm, Merck. 
Fase móvil: Benceno:Acetona 3:1,2:1,1:1,0:1 con 0.1% de HAc. 

D) CC Gravitacional: 
Fase estacionaría: Sílica gel 60 para CC, tamaño de partícula 0.063-

0.200 mm, Merck. 
Fase móvil: Benceno:Acetona 12:1,10:1,8:1,7:1,5:1,3:1,0:1 con 

0.1% de HAc. 

E) CC de Baja Presión: 
Fase estacionaria: Columna Lobar Uchroprep RP-18 (0.040-0.063 

mm), Merck 
Fase móvil: Metanol:Agua9:l,Isocrático. 
Flujo: 1.3 mL/min., 

F) CLAR Preparativo: 
Se utilizó un cromatográfo Waters Prep LC 2000. 
Fase estacionaria: Columna 8 mm X100 mm Radiai, Pak™ 

Liquid Chromatography cartridge.tipo 18 M8BC lOmm. 
Fase móvil: MeOH^O-.HAc, 65:35:3.2. Isocrático, flujo de 75 

mL/min, 440 nm. 



G) CLAR Analítico: 
Cromatográfo Hewlett-Packard, modelo 1090 coo detector de 
arreglo de diodos. 
Fase Móvil: A) MeOH 

B) H20:ACN:HAc, 70:30:1.6. 
Condiciones: 

a)Columna FR ODS de 100 X 2.1 mm con tamaño de partícula de 
5 mm A-B, 6535 hasta el minuto cuatro y se incrementó en forma gradual el % de A 
hasta el 100% en el minuto seis. 

b)Columna FR MOS de 100 X 2.1 mm con tamaño de partícula de 
5 mm A-B, 50:50 hasta el minuto cuatro y se incrementó en forma gradual el % de A 
hasta el 100% en el minuto seis. 

2.3 Métodos. 
2.3.1 Control de Calidad del Lote 75 de Peroxisomicina A). 
El lote # 75, con fecha de obtención del 11 de Diciembre de 1995 fue elegido para 

trabajar durante el desarrollo experimental, por lo cual fue sometido a todas las pruebas 
incluidas en el Control de Calidad de la Peroxisomicina A j (Estrategia No. 1). 

2.3.1.1 Medkión del Punto de Fusión Inicial y Final. 
Tres muestras de Peroxisomicina A ^ del lote # 75 se desecaron por 3 hr (tiempo 

previamente establecido como suficiente para este ensayo); se determinó el Punto de 
Fusión Inicial y Punto de Fusión Final. Las mediciones fueron realizadas por triplicado. 

2.3.1.2 Evaluación de la Pureza Espectroscópica. 
Se prepararon 3 soluciones metanólicas de Peroxisomicina A¿ con una 

concentración de 3.89 X10"6 M; a estas soluciones se les hizo un barrido espectral. Las 
Absorbencias a 222 nm, 270 nm, 415 nm y 430 nm fueron determinadas. Posteriormente 
se calcularon las siguientes relaciones de Absorbancias: 430nm/415nm, 270nm/415nm y 
270nm/222nm. 

Todas las mediciones fueron efectuadas por triplicado. 

2.3.1.3 Análisis por CCF-FN. 
Se evaluó la pureza cromatográfíca del lote observando las manchas a 253.7 y 375 

nm; se realizaron por triplicado. 

2.3.1.4 Análisis por CCF-FR. 
Se evaluó la pureza cromatográfíca del lote por triplicado. 



2.3.1.5 Análisis por CLAR-FR. 
Se prepararon tres soluciones etanólicas de Peroxisomirina A1 de 2 mg/mL, se 

tomaron 100 )¿1 de esta solución que se secaron con N2 se resuspendieron en 1 mL de 
MeOH se filtraron utilizando filtros Milipore tipo HV con un tamaño de poro 0.45p,m, y 
se inyectaron 5^1. 

Se evaluó la pureza cromatográfica utilizando las condiciones a), es decir la 
aparición de un solo pico a un ^ establecido y la pureza espectroscópica por medio de la 
supeiposición de espectros y la relación de Absorbancias a las distintas longitudes de 
onda24-31. 

2.3.1.6. Ensayo de la Inhibición de la Catalasa. 
Para medir la inhibición de la actividad de la Catalasa se siguió durante seis 

minutos la disminución de la concentración del I^O^ por minuto a una X de 240 nm, 

pH=7.4 y a una temperatura de 25°C26. 

a) La determinación de la Actividad de la Catalasa. 
En una cubeto de cuarzo de 1 mL se agregaron las siguientes soluciones: 
- 950 ¡¿L de solución amortiguadora de fosfatos de potasio (50 mM), pH= 7.4. 
- 40 píL de la solución de catalasa (dilución 1:70 de la solución patrón de catalasa 

10 mg/mL en solución amortiguadora de fosfatos). 
- Se agitó y se leyó como blanco de reactivos. 
- Se inició la reacción al agregar 10 ¡IL de H202 (dilución 1:5 de solución patrón al 
30% en una solución amortiguadora de fosfatos). 

- Se mezcló y se leyó la Absorbancia del H ^ a 240 nm. 

Las determinaciones se hicieron por triplicado para obtener el valor de la media. 

La Actividad de la Catalasa se expresó como U/mL (/<M de peróxido de hidrógeno 
utitizado/min/mL). Estas mediciones fueron realizadas en el espectrofotómetro Beckman 
DU 7500. 

b) La determinación del grado de inhibición de la Actividad de 
la Catalasa. 

En una cubeta de cuarzo de 1 mL se agregaron las siguientes soluciones: 
- 930 ftL de solución amortiguadora de fosfatos 50 mM, pH=7.4. 
- 40 jaL de la solución de catalasa (dilución 1:70). 
- 20 j íL de la solución de PeroxisomicinaA, en EtOH 3,89 xlO ** M. 



- Se inició la reacción al agregar 10 ¡tL de H ^ (dilución 1:5 de la solución patrón 
al 30% en una solución amortiguadora de fosfatos). 

- Se agitó y se leyó a 240 nm durante seis minutos. 

Lo anterior se hizo por triplicado para cada caso y en base a ello se calculó el grado 
de Inhibición de la Catalasa que causa la adición de cada uno de los compuestos en 
estudio. 

2.3.2 Aislamiento y porificación de Peroxisomicina A3 , Iso-
Perosisomicina Aj y T516, 

Con el fin de encontrar el fruto de K. parvifolia que tuviese la mayor concentración 
de Peroxisomicina A3,1so-Peroxisomiciña A j y T516, se realizó el siguiente ensayo con 
frutos de K. parvifolia de diferentes lugares de colecta. (Diagrama 1). 

2.3.2.1 Aislamiento y purificación de Peroxisomicina A¿ e Iso-
Peroxisomicina A¡. 

Se utilizó la técnica de Rivas29 modificada (Diagrama 2) empleando 4063 g de 
fruto seco de K. parvifolia recolectado en Bajosori y 448.9 g en Loretillo, dando un total 
de 855.2 g de fruto; los cuales se molieron obteniendo un peso final de 7613 g. 

Se colocaron en una columna para realizar una extracción con solventes orgánicos 
por percolación: 

Io) Eter de Petróleo 
2o) Acetato de Etilo 

Posteriormente se realizaron extracciones con MeOH utlizando un agitador 
mecánico.Todos los solventes se recuperaron por destilación al vacío y a una temperatura 
menor de los 40° C. 

2.3.2.2 Aislamiento y purificación de la T516. 
Para obtener la T516 se trabajó con un extracto de raíz, pues ésta no contiene 

Peroxisomicina A j. Este extracto fue trabajado y obtenido por Benavides33 de acuerdo al 
Diagrama 3. 

2.3.3 Evaluación de la Pureza Fisicoquímica de Peroxisomicina A¿, 
Iso-Peroxisomicina A t y T516. 

Para evaluar la Pureza Fisicoquímica de los compuestos aislados según los 
Diagramas 2 y 3 se realizó lo siguiente: 



2.3.3.1 Para la Peroxisomicina A¿. 
a. Pureza Espectroscópica. 
b. Espectro de RMN 'H. 
c. Pureza Cromatográfica: -CCF-FN 

-CCF-FR 
-CLAR-FR condiciones a) 

2.3.3.2 Para la Iso-Peroxisomicina Aj. 
a. Punto de Fusión. 
b. Pureza Espectroscópica 
c. Pureza Cromatográfica: -CCF-FN 

-CCF-FR 
-CLAR-FR condiciones a) 

2.3.3.3 Para la T516. 
a. Pureza Espectroscópica 
b. Pureza Cromatográfica: -CCF-FN 

-CCF-FR 
-CLAR-FR condiciones a) 
-CLAR-FR condiciones b) 

2.3.4 Contaminación de las muestras de Peroxisomicina A r 

2.3.4.1 Preparación de soluciones de Peroxisomicina A j 
contaminadas con Peroxisomicina A 3 a distintas concentraciones 
porcentuales (p/p). 

La Peroxisomicina A1 (lote 75) se secó por 3 hr; se pesaron 3 muestras de 2 mg 
cada una. Se aforaron a 1 mL con EtOH grado espectroscópico (2mg/mL). También se 
preparó una solución etanólica de 2 mg/ mL de la Peroxisomicina A3. 

Se tomaron los j¿L necesarios de la Peroxisomicina A j y de la Peroxisomicina A 3 

para tener una solución contaminada al 5% con esta última, con un volumen final de lmL. 
De esta manera se prepararon dos soluciones contaminadas y una tercera nos sirvió como 
un control negativo. 

Una vez preparadas las soluciones contaminadas, se sometieron al igual que el 
control negativo a las pruebas que incluye el Control de Calidad de la Peroxisomicina A j. 
Todas las pruebas se realizaron por triplicado (Estrategia 2). 

Según los resultados obtenidos al contaminar con 5% de la Peroxisomicina A¿, 
procedimos a preparar soluciones con mayor o menor porcentaje de contaminación. 



2.3.4.2 Preparación de las soluciones de Peroxisomicina Aj 
contaminadas con Iso-Peroxisomicina Aj a distintas concentraciones 
porcentuales (p/p). 

La Peroxisomicina A j (lote 75) se secó por 3 hr; se pesaron 3 muestras de 2 mg 
cada una. Se aforaron a 1 mL con EtOH grado espectroscópico (2mg/mL). También se 
preparó una solución etanólica de 2 mg/ mL de la Iso-Peroxisomicina Aj. 

Se tomaron los iiL necesarios de la Peroxisomicina A j y de la Iso-Peroxisomicina 
Aj para tener una solución contaminada al 5% con esta última, con un volumen final de 
lmL. De esta manera se prepararon dos soluciones contaminadas y una tercera nos sirvió 
como un control negativo. 

Una vez preparadas las soluciones contaminadas, se sometieron al igual que el 
control negativo a las pruebas que incluye el Control de Calidad de la Peroxisomicina A 
Todas las pruebas se realizaron por triplicado. 

Según los resultados obtenidos al contaminar con 5% de la Iso-Peroxisomicina 
Aj, procedimos a preparar soluciones con mayor o menor porcentaje de contaminación. 

2.3.4.3 Preparación de las soluciones de Peroxisomicina Aj 
contaminadas con T516 a distintas concentraciones porcentuales (p/p). 

La Peroxisomicina A j (lote 75) se secó por 3 hr; se pesaron 3 muestras de 2 mg 
cada una. Se aforaron a 1 mL con EtOH grado espectroscópico (2mg/mL). También se 
preparó una solución etanólica de 1 mg/mL de la T516. 

Se tomaron los JJ.L necesarios de la Peroxisomicina A j y de la T516 para tener una 
solución contaminada al 5% con esta última, con un volumen final de lmL. De esta 
manera se prepararon dos soluciones contaminadas y una tercera nos sirvió como un 
control negativo. 

Una vez preparadas las soluciones contaminadas, se sometieron al igual que el 
control negativo a las pruebas que incluye el Control de Calidad de la Peroxisomicina A 
Todas las pruebas se realizaron por triplicado. 

Según los resultados obtenidos al contaminar con el 5% de la T516, procedimos a 
preparar soluciones con mayor o menor porcentaje de contaminación. 



2.3.5 Análisis estadístico de las maestras de Peroxisomicina A, 
contaminadas y sin contaminar. 

Las pruebas estadísticas utilizadas para analizar los resultados obtenidos fueron: 
-Prueba t de Student para diferencia de medias de dos poblaciones 
-Prueba t de Student para diferencia de proporciones de dos poblaciones. 

Con una psO,005 y valores de t = £ 2 ,81 para ensayos dedos colas34*35»36. 



DIAGRAMA 1 

Elección del fruto de K. parvifoUa con mayor concentración de 
Feroxisomicina Aa, Iso-Peroxisomicina Al y T516 
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DIAGRAMA 2 

Aislamiento y purificación de Perosdsomicina A3 y 
la Iso-Peroxisomicína Al del fruto de K.parvifofía 
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DIAGRAMA 3 

Aislamiento y purificación de la T516 
de raíz de K. parvifotia 
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3. RESULTADOS 

3.1 Control de Calidad del Lote 75 de Peroxisomicina Aj, 
3.1.1 Ponto de Fusión Inicial y Final. 

a) Punto de fusión inicial: 169,2 °C 
b) Punto de fusión final: 172,5 °C. 

3.1.2 Pureza Espectrosoeópica. 
Las relaciones de Absorbancias obtenidas fueron (Fig. 8): 

a) 430nm/415nm= 0,99 
b) 270nm/415nm= 3,55 
c) 270nm/222nm= 1,55 

3.1.3 CCF-FN. 
Rf= 030 Fluorescencias amarilla 

3.1.4 CCF-FR. 
Rf= 032 Fluorescencias amarilla-verdosa 

3.1.5 CLAR-FR. 
í r = 2,718 % Pureza Espectral 99,75 (Fig. 9). 

3.1.6 Ensayo de la Inhibición de la Catalasa. 
El resultado fue: 34,05% de Inhibición de la enzima. 

3.2 Aislamiento y purificación de la Peroxisomicina A¿, Iso-
Peroxisomicina A1y la TS16. 

3.2.1 La elección del fruto de K. parvifolia con mayor 
concentración de Peroxisomicina A3, Iso-Peroxisomicina Aj y T516. 

Los resultados del ensayo previo para la elección del fruto de K. parvifolia que 
tuviese mayor concentración de los contaminantes fueron: 

a) El fruto de Loretillo Sinaloa, contiene mayor concentración de 
Peroxisomicina A3. 

b) El fruto de Bajosori Sinaloa, contiene mayor concentración de Iso-
Peroxisomicina A,. 



3.2.2 Aislamiento y purificación de Peroxisomicina A3 e Iso-
Pero xisomicina A] del (hito de K. parvi/olia. 

AI utilizar la técnica de Rivas29 modificada obtuvimos lo siguiente: 
a) 34 mg de Iso-Feroxisomicina A j 
b) 21 mg de Peroxisomicina A3. 

3.2.3 Aislamiento y purificación de la T516 de la raíz de K. 
parvi/olia. 

A partir del extracto de raíz proporcionado por Benavides33 obtuvimos 1,20 mg de 

3J Evaluación de la Pureza Fisicoquímica de la Peroxisomicina A 
la Iso-Peoxisomicina Aj y la TS16. 

33.1 Para la Peroxisomicina A^. 
a. Pureza Espectroscópica. (Fig. 10) 
b . Espectro de RMN 'H. (Fig. 11) 
c . Pureza Cromatogràfica: 

-CLAR-FR tR = 3,607 (Fig. 12) 

3.3.2 Para la Iso-Penoxisomicina Aj. 
a . Punto de Fusión= 273-274 °C 
b . Pureza Espectroscópica. (Fig. 13) 
c . Pureza Cromatogràfica: 0 
-CCF-FN: Rf= 0,23 Fluorescencias naranja 
-CCF-FR: Rf= 0,29 Fluorescencia^negra 
-CLAR-FR tjj = 2,248 (fig. 14) 

3.3.3 Para la T516. 
a . Pureza Espectroscópica. (Fig. 15) 
b . Pureza Cromatogràfica: 
-CCF-FN: Rf= 038 Ruorescencia=verde amarillento 

la T516. 

-CCF-FN: Rf= 038 
-CCF-FR: Rf= 035 

Fluorescencia^ amarilla 
Fluorescencias amarilla-naranja 

-CLAR-FR-C8: 2,965 (Fig. 16) 
-CLAR-FR-C18: t¿= 5,085 (fig. 24) 



3.4 Análisis estadístico de las muestras de Peroxisomicina A¡ 
contaminadas y sin contaminar (control negativo). 

Se analizaron estadísticamente utilizando la prueba t de Student las dos muestras de 
Peroxisomicina A j contaminadas, las cuales no presentaron diferencia significativa. 

Posteriormente éstas se compararon con el control negativo34 3 5 36. 

3.4.1 Análisis estadístico de las maestras de Peroxisomicina A¿ 
contaminadas con Peroxisomicina A3. 

Las contaminaciones realizadas fueron del 0,80, 1,25, 1,80, 2,50 y 
5,00% p/p de Peroxisomicina A¿. 

a . En la CCF-FN y la CCF-FR no se detectó la presencia de Peroxisomicina A3 

en ninguna de las concentraciones. 

b. En la Espectroscopia UV-Vis, la Peroxisomicina A j y la Peroxisomicina A 3 

poseen espectros idénticos (Fig. 17), y lógicamente al comparar las relaciones de 
Absorbancias de las muestras contaminadas y el control negativo no encontramos 
diferencia significativa (Gráfica 1). 

c . Por CLAR-FR-C18, la Peroxisomicina A3 presenta un tR mayor que la 
Peroxisomicina Aj, y la sedal es integrada a partir de una concentración del 1,80 % (Fig. 
18). 

d . Mediante el ensayo de Inhibición de la Catalasa no se detectó la presencia de la 
Peroxi somicina A3 (Gráfica 2). 

3.4.2 Análisis estadístico de las muestras de Peroxisomicina A¿ 
contaminadas eon la Iso-Peroxisomicina A¿. 

Las contaminaciones realizadas fueron del 0,80, 1,25, 1,80, 2,50, 
5,00, 7,50 y 10,00% p/p de Iso-Peroxisomicina A r 

a . En la CCF-FN y la CCF-FR no se detectó la presencia de Iso-Peroxisomicina 
A1 en ninguna de las concentraciones. 

b . En la Espectroscopia UV-Vis, encontramos que al comparar las relaciones de 
Absorbancia de las soluciones contaminadas con Iso-Peroxisomicina A j y el control 
negativo no existía diferencia significativa. Procedimos entonces, a realizar la 
sobreposición de los espectros de Peroxisomicina A j e Jso-Peroxisomi riña A j para buscar 



longitudes de onda en las cuales hubiera diferencia en la absorción encontrando dos: 280 
nm y 437 nm (Fig. 19). Utilizamos la relación 280nm/437nm para comparar las 
soluciones contaminadas y el control negativo, encontrando diferencia significativa a 
partir de una concentración del l,25%(Gráfica3). 

e . Por CLAR-FR-C18, la Iso-Peroxisomicina A j presenta un tR menor que la 
Peroxisomicina A y la señal es integrada a partir de una concentración del 7,50% (Fig. 
20). Es importante señalar que se realizó el análisis de pureza espectral para las soluciones 
contaminadas con concentraciones < que el 5,00% de I so-Peroxi somicina A j, que se 
compararon con el control negativo; consideramos importante conocer este dato porque se 
ha comprobado que al ir envejeciendo la columna, cambia el t^ de la I so-Peroxi somicina 
Aj con respecto al de la Peroxisomicina Aj (Fig. 21), en este caso sólo el análisis de 
pureza espectral evidenciaría su presencia. De esta forma se detectó la presencia de Iso-
Peroxisomicina Aj a partir de una concentración del 1,80% (Gráfica 4). 

d . Mediante el ensayo de la Inhibición de la Catalasa, es evidente la presencia del 
contaminante a partir de una concentración del 1,80%, así mismo observamos que la 
presencia de Iso-Peroxisomicina Aj aumenta el procentaje de Inhibición de la enzima 
(Gráfica 5). 

3.4.3 Análisis estadístico de las muestras de Peroxisomicina A t 

contaminadas con T516. 
Las contaminaciones realizadas fueron del 0,50, 0,80, 1,25, 1,80, 

2,50, 5,00 y 7,50% p/p de la T516. 

a. En la CCF-FN y la CCF-FR no se detectó la presencia de laT516 en ninguna 
de las concentraciones. 

b. En la Espectroscopia UV-Vis, la Peroxisomicina A¿ y la T516 presentan 
espectros muy diferentes (Fig. 22), y al comparar las relaciones de Absorbancias de las 
muestras contaminadas y el control negativo encontramos que se detecta a partir de una 
concentración del 5,00 % utilizando la razón de Absorbancias a 430nm/415nm y a partir 
de 0,80% utilizando las razones a 270nm/415nm y a 270nm/222nm (Gráfica 6). 

c . Por CLAR-FR-C18, la T516 presenta el mismo t R que la Peroxisomicina A1 

(Fig. 7) pero al utilizar C8 como FE sí se separan (Fig. 23), observandóse mayor 
sensibilidad al utilizar 310 nm como longitud de onda de detección (Fig. 24). Utilizando 



las condiciones anteriores la T516 presenta un tR mayor que la PeroxisomicinaAj, y es 
integrada a partir de una concentración del 2,50% (Fig. 25). 

d. En el ensayo de la Inhibición de la Catalasa, encontramos evidente la presencia 
de la T516 a partir de una concentración del 2,50 %, además de ocasionar que la 
Inhibición de la enzima se incremente en forma proporcional al porcentaje de 
contaminación (Gráfica 7). 

Los resultados de las Pruebas del Control de Calidad y sus limites de Detección se 
resumen en la Tabla 3. 



4. DISCUSION 

En el presente trabajo se realizaron los experimentos necesarios para determinar los 
Límites de Detección para los tres contaminantes naturales por las pruebas empleadas en el 
Control de Calidad de la Feroxisomicina A^ 

4.1 Establecimiento de los valores de la Pruebas del Control de 
Calidad para el Lote No. 75 de la Peroxisomicina A¡. 

E2 lote 75 de Peroxisomicina Aj fue elegido para utilizarse durante el presente 
proyecto; dicho lote era el de mejor Calidad hasta la fecha de Diciembre de 1995. El lote 
fue sometido a todas las pruebas incluidas en el Control de Calidad, a excepción de la 
Citotoxicidad. Lo anterior se realizó con el fin de establecer los valores de partida de las 
pruebas Fisicoquímicas y Biológicas para usar en el resto del trabajo, y a la vez nos 
sirvieran como referencia. 

Los resultados obtenidos en la pruebas Fisicoquímicas: medición del Punto de 
Fusión Inicial y Final, análisis por la CCF-FN, la CCF-FR, la CLAR-FR y la evaluación 
de la Pureza Espectroscópica, resultaron ser satisfactorios. Por otro lado, de las pruebas 
Biológicas, la única realizada fue la medición de la Inhibición de la Catalasa, obteniendo 
valores no ideales pero sí repetitivos; por esto se decidió trabajar con él durante el resto 
del proyecto. 

4.2 La elección del fruto de K. parvifoUa con mayor concentración 
de la Peroxisomicina la Iso-Peroxisomicina Aj y la T 516. 

Se ha visto que la concentración de los compuestos de interés: la Peroxisomicina 
A3, la Iso-Peroxisomicina Aj y la T516, en los frutos de K. parvifolia es mínima, por lo 
que con el objetivo de encontrar el fruto que contuviese una concentración mayor de estos 
contaminantes y facilitar el proceso de extracción, se realizó el ensayo que se muestra en 
el Diagrama 1. 

Los frutos de K. parvifolia de distintos municipios de los estados de Sinaloa y 
Sonora fueron sometidos a la estrategia anterior, para obtener el extracto y 
posterioremente analizado por CLAR-FR. Del experimento anterior obtuvimos que la 
mejores fuentes de obtención para la Peroxisomicina A 3 fueron el fruto del municipio de 
Bajosori y para la Iso-Peroxisomicina Aj, Loretillo. Dichos frutos de K. parvifolia se 
juntaron para el proceso posterior, esto debido a que el proceso de purificación para 
ambos compuestos sigue la misma estrategia y el hacerlo en conjunto implicaba un ahorro 
en el consumo de los solventes, las fases y el tiempo dedicado a ello (Diagrama 2). 



4.3 Aislamento y purificación de Peroxisomicina A¿ e Iso-
Peroxisomicina A]t 

Según lo expresado en el párrafo anterior para obtener la Peroxisomicina A3 y Iso-
Peroxisomicina Aj se utilizó el fruto de K. parvifolia recolectado en Bajosori y Loretillo. 
Este fruto se sujetó a la estrategia presentada en el ¡Diagrama 2. La extracciones con EP y 
AcOEt se realizaron por percolación utilizando una columna, ya que se ha demostrado que 
esta técnica proporciona rendimientos semejantes a la agitación y posterior filtración. 

Esto permite ahorrar esfuerzos, tiempo y evitar accidentes de laboratorio en la 
manipulación del material. La extracción con MeOH fue realizada con el propósito de 
eliminar la mayor paite de la T496 debido a que ésta es insoluble en dicho solvente37. Así 
el extracto metanólico está enriquecido con Peroxisomicina A l t Peroxisomicina A2, 
Peroxisomicina A3 e Iso-Peroxisomicina Aj. Posteriormente se realizaron con este 
extracto varias CC Flash, eliminado de éste la Peroxisomicina y obteniendo el Ppt 2 
que contiene Peroxisomicina Aj, Peroxisomicina A3 e I so-Peroxi somicina Aj. 

El Ppt 2 se sujetó a una CC Gravitacional, con la que logramos aislar la 
Peroxisomicina A j y la I so-Peroxi somicina A ¿ (34 mg) nuestro primer compuesto de 
interés, así como una fracción que contiene la mezcla de Peroxisomicina A3 e Iso-
Peroxisomicina A J. Esta fracción fue sometida a una CLAR-FR preparativa aislando la 
Peroxisomicina A3 (21mg). La utilización de la CLAR-FR preparativa sólo en esta última 
etapa, fue por el hecho de ahorrar el consumo de fases y solventes grado cromatográfico. 

4.4 Aislamiento y purificación de la T516. 
La T516 presenta por CLAR-FR el mismo t^ que la Peroxisomicina A j obtenidas 

de los extactos de frute» de K. parvifolia lo que dificulta su separación y purificación. Por 
lo anterior, optamos trabajar con extractos de raíz de K. parvifoliay pues en esta fuente es 
conocido que la Peroxisomicina A | está ausente31'33. 

Así, para la obtención de la T516 a partir de la raíz, se siguió la estrategia planteada 
en el Diagrama 3, consistente en extracciones sucesivas y precipitación. El Ppt obtenido 
se sujetó a una CC Flash, para obtener la mezcla de la T516 y la T544. 

Esta mezcla se sometió a una CC de Baja Presión obteniendo la T516 pura (1,20 
mg)» nuestro tercer contaminante de interés. 



4.5 Evaluación de la Pureza Fisicoquímica de Peroxisomicina 
Iso-Peroxisomicina At y T516 

4.5.1 La Pureza Fisicoquímica de Peroxisomicina A¿. 
Para la evaluación de la pureza de Peroxisomicina A 3 se analizaron los máximos de 

Absorción UV-Vis, las señales características en el espectro de de RMN 'H, los valores 
de Rf y el color de la fluorescencia en la CCF-FN y la CCF-FR, así tarabén el tR en la 
CLAR-FR-C18, siendo todos los resultados obtenidos coincidentes con los reportados en 
la literatura29. 

4.5.2 Pureza Fisicoquímica de Iso-Peroxisomicina Aj. 
En el caso de la evaluación de la pureza de Iso-Peroxisomicina Aj obtuvimos 

también resultados equiparable con los reportados en ta literatura (el Punto de Fusión, los 
máximos de Absorción UV-Vis, los valores de Rf y el color de la fluorescencia en la 
CCF-FN y la CCF-FR). Solamente en el caso de la CLAR-FR encontramos que el tR de 
Iso-Peroxisomicina A j fue menor que el reportado para la Peroxisomicina A1 al utilizar 

las mismas condiciones de trabajo29. Esto es originado porque la columna C18 que 
utilizamos durante esta investigación es nueva y se ha observado que al envejecer ésta, el 
t£ de Iso-Peroxisomicina Aj cambia con respecto al de Peroxisomicina Aj, de tal manera 
que con el tiempo se presenta un fenómeno (aún no aclarado) como el se representa en la 
Rg. 21. Lo anterior origina que el tR del isómero en estas condiciones no sea un criterio 
muy constante de pureza, de aquí la importancia de utilizar el Detector de Arreglo de 
Fotodiodos como criterio de pureza (Fíg. 9). 

4.5.3 Pureza Fisicoquímica de la T516. 
En la evaluación de la pureza de la T516 obtuvimos resultados que coinciden con 

los reportados en la literatura: los máximos de Absorción UV-Vis, los valores de Rf y el 
color de la fluorescencia en la CCF-FN, así tambén el tg en la CLAR-FR-C18 y la 
CLAR-FR-C829*33. 



4.6 Evaluación estadístico de las muestras de Peroxisomicina A¡ 
contaminadas y no contaminadas. Establecimiento de los Limites de 
Detección para cada contaminante natural por las Pruebas del Control de 
Calidad de la Peroxisomicina Aj . 

Para realizar lo anteriormente expuesto se prepararon dos soluciones de 
Peroxisomicina Aj contaminadas a distintas concentraciones utilizando las distintas 
sustancias de interés (la Peroxisomicina A? la Iso-Peroxisomicina A¡ y la T516)\ 
realizamos todas las pruebas del Control de Calidad por triplicado para cada una de estas 
soluciones contaminadas, así también para una solución de Peroxisomicina A j sin 
contaminan control negativo. Los resultados obtenidos se analizaron estadísticamente no 
encontrando diferencia significativa entre las soluciones contaminadas. Posteriormente se 
compararon los resultados contra el control negativo, logrando establecer los limites de 
Detección para cada contaminante por cada prueba. 

4.6.1 Análisis estadístico de las soluciones de Peroxisomicina Aj 
contaminadas con Peroxisomicina A-j. Los Límites de Detección para la 
Peroxisomicina A3. 

Al utilizar las CCF-FN y CCF-FR no fue detectada la presencia de Peroxisomicina 
A3, comprobando que estas técnicas analíticas son poco sensibles en nuestro caso, aún 
más si es el ojo humano el detector. 

Por otro lado, al utilizar la relaciones de Absorbancias a las longitudes de onda 
previamente establecidas, tampoco fue detectada la presencia de este contaminante, ya que 
la Peroxisomicina A j y la Peroxisomicina A3 son diasteroisómeros, y presentan espectros 
UV-Vis idénticos (Fig.17). Por otro lado, al utilizar la CLAR-FR-C18, se pudo detectar la 
presencia de la Peroxisomicina A3 a partir de una concentración del 1,80%, lo cual la 
convierte en prácticamente la única prueba de las actualmente en uso que permite detectar 
la presencia de esta sustancia. 

En cuanto a la prueba de la Inhibición de la Catalasa, encontramos que no es 
detectada la presencia de la Peroxisomicina A3 en el rango de contaminaciones trabajadas. 
Cabe señalar que el porcentaje de Inhibición reportado para la Peroxisomicina A j es del 
43% y para la Peroxisomicina A3 del 37.04%, por lo que es comprensible que un 
pequeño % de contaminación de esta última no afecta si gnificati vamente los resultados23. 



4.6.2 Análisis estadístico de las soluciones de Peroxisomicina Aj 
contaminadas con Iso-Peroxisomicina A¿. Los Límites de Detección para 
la Iso-Peroxisomicina A t . 

De las pruebas Fisicoquímicas empleadas, de nueva cuenta ni el uso de la CCF-FN 
ni la CCF-FR permitió detectar la presencia de Iso-Peroxisomicina Aj por las mismas 
razones expuestas con anterioridad. En el caso de utilizar las relaciones de Absorbancias a 
las longitudes de onda fijadas previamente, encontramos que no fue posible detectar la 
presencia de esta impureza. Posteriormente utilizamos la relación de Absorbancias a 480 
nm/237nm, logrando detectar la Iso-Peroxisomicina Aj a partir del 1,25 %, lo que la 
convierte en una prueba más sensible para detectar este contaminante. 

Por la CLAR-FR-C18 se detectó a partir del 1,80%, observándose un pequeño 
hombro o desviación de la simetría del pico a concentraciones menores del 7,50%. Al 
utilizar el análisis de pureza espectral del pico, encontramos que esta impureza es 
detectada a partir del 1,80% (Fig. 21); evidentemente esta herramienta nos proprociona 
una mayor sensibilidad de la técnica de la CLAR-FR. Es necesario considerar que el 
análisis espectral en este caso es de suma importancia por lo expresado anteriormente de 
que el t£ déla Iso-Peroxisomicina A ̂  cambia al envejecer 1a columna. 

En la Prueba Biológica de la Inhibición de la Catalasa, la presencia de la Iso-
Peroxisomicina A i fue detectada a partir de una concentración del 1,80% presentando un 
aumento de la inhibición proporcional al porcentaje de contaminación. Es necesario aclarar 
que el porcentaje de Inhibición reportado para la Peroxisomicina A1 es menor que para la 
Iso-Peroxisomicina Ap lo que nos sugiere pensar en una potenciación del efecto 
inhibitorio de la solución mezcla para la Catalasa, por lo que sería conveniente estudiar 
más a fondo las propiedades de La Iso-Peroxisomicina A j (Km, Vmáx)23. 

4.6.3 Análisis estadístico de las soluciones de Peroxisomicina A j 
contaminadas con T516. Los Límites de Detección para la T516. 

De igual manera que en los casos anteriores el utlizar las CCF-FN y CCF-FR no 
fueron suficientemente sensibles para detectar las contaminaciones con las 
concentraciones trabajadas de T516. Al utilizar las relaciones de Absorbancia a las 
longitudes de onda previamente establecidas, logramos su detección; esto debido a que 
estas dos sustancias poseen un espectro de absorción UV-Vis realmente muy diferente. 



De las relaciones de Absorbancia utilizadas fueron las de 270nm/415nm y 
270nm/222nm las más sensibles (la detectan a partir del 030%) debido a que la diferencia 
mayor en sus espectros de absorción está precisamente entre los 215nm y los 300 nm 
(Rg. 22). 

Está reportado en la literatura29-3 ̂  que la T516 presenta por CLAR-FR-C18 el 
mismo tR que la Peroxisomicina Aj, así también que utilizando la CLAR-FR-C8 se 
pueden resolver perfectamente ambas sustancias.Por lo anterior al utilizar la CLAR-FR-
C8 a la longitud de onda a 300 nm, resultó ser más sensible para detectar la T516 y 
logramos evidenciar la impureza a partir del 2,50% de contaminación. 

Por último, al utilizar el ensayo de la Inhibición de Catalasa, pudimos detectar la 
T516 a partir de una concentración del 2,50% y al igual que en las soluciones 
contaminadas con la Iso-Peroxisomicína Aj existe un incremento en la inhibición de esta 
enzima proporcional a la concentración de la impureza. De la misma manera que en el caso 
anterior es necesario la caracterización de los valores de Km y Vraáx de la T51623. 

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo estamos en condiciones de 
disedar un tipo de etiqueta para identificar a los lotes de Peroxisomicina Aj, que 
especifique la concentración de cada uno de los contaminantes naturales: la 
Peroxisomicina Aj, la Iso-Peroxisomicina A¡ y la T516 (Tabla 4). 



5. CONCLUSIONES 

1.- En tas soluciones contaminadas con la Peroxisomlcina A 3 encontramos 
que, de las pruebas incluidas en nuestro Control de Calidad, sólo es detectada por 
CLAR-FR-C18 y es a partir de una concentración del 1,80%. 

2.- En el caso de la Iso-Peroxisomicina A j se puede detectar por medio de la 
Espectroscopia UV-VÍB utilizando la relación de Absorbancias a 280 un/437 nm, a 
partir de una concentración del 1,25%; por medio del CLAR-FR-C18 y el ensayo de la 
Inhibición de la Catalasa se puede detectar a partir de una concentración del 1,80%. 

3.- Asimismo la T516, es detectada por la Espectroscopia UV-Vis utilizando 
la relación de Absorbancias a 430 nm/415 nm a partir de una concentración del 5,00 % 
y relacionando las Absorbancias a 270 nm/415 nm o 270 nm/222 nm es detectada a 
partir de una concentración del 0,80 %; la CLAR-FR-C8 y el ensayo de la Inhibición 
de la Catalasapermitierondetectarlaapaítirdeuiiací«centracióndel2,50%. 

4.- Por lo tanto de las pruebas incluidas en nuestro Control de Calidad, la más 
sensible para la Peroxisomicina A¿ fue la CLAR-FR-C18; mientras que para la 
Iso-Peroxisomicina Al y la T516, fue la Espectroscopia UV-Vis. 



RECOMENDACIONES 

1.- Las soluciones de la Peroxisomicina A j contaminadas con la Iso-
Peroxisomicina Aj o la T516, mostraron un aumento la Inhibición de la Catalasa respecto 
de la solución de la Peroxisomicina A j sin contaminar; teniendo en cuenta que el grado de 
Inhibición de esta enzima producido por la Iso-Peroxisomicina A t y la T516 puras es 
menor que el reportado para la Peroxisomicina Aj, los resultados por nosotros obtenidos 
sugieren un posible potenciación de la Inhibición, lo cual debería ser estudiado con 
pruebas cinéticas más específicas23. 

2.- En la batería de pruebas que incluye el Control de Calidad de la Peroxisomicina 
Aj, la más sensible resultó ser la Espectroscopia UV-Vis de orden cero, por lo que se 
sugiere utilizar la Espectroscopia de Derivadas y/o Calibración Bivariante, con el objetivo 
de encontrar una disminución en el Límite de Detección recién establecido38*39»40. 
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APENDICE A 



Fig. 1. Estructura química de la Podofilotoxina aislada de Podophyllum 
hexandrwn y P. peltatum. 
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f i g . 2. Estructuras químicas de la Vinblastina y Vincristina aisladas 
del Cantharantus roseus. 
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Fig. 4. Compuestos antracenónicos aislados de Karwinskia 
humboldtiana por Dreyer y cois., en 1975. 
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Fig. 5. Diasteroisómero e Isòmero posìcìonal de la T 514 aislados 
de Las Karwinskia parvi/olia, K. tehuacana y K. umbellata por 
Waksman y cols., en 1990 y 1992. 
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Fig. Isómeros de la Peroxisomicina Al aislados de K. parvi/olia por 
Rivas, en 1995. 



7. Cromatograma que muestra los compuestos minoritarios presentes 
durante el proceso de purificación de la Peroxisomicina Ai . 
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Fig. 18. Cromatogramas de las soluciones de Peroxisomicina 
contaminadas con diferentes concentraciones % de Peroxisomicina A3. 
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Fig. 20. Croniatogramas de las soluciones de Peroxisomicina A1 contaminadas 
con diferentes con centraci ones % de Iso-Peroxisomicina Al. 
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. 23. Cromalograma de una mezcla de (a Peroxisomicina Al 
T516. 



Fig. 24. Cromatograma de iaT516 utilizando dos longitudes de onda de 
detección: 310 nm y 410 
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Fig. 25. Cromatogramas de las soluciones de Peroxisomicina Ai 
contaminadas con diferentes concentraciones % de T516. 



APENDICE B 



Porcentaje 
Karwinskia T514 T544 T49Í 
humboldtiana 0.70 1.60 0.80 
mollis 0.95 1.33 1.08 
umbellata 0.05 0.75 0.50 
subcordata 1.07 131 0.98 
latifolia 0.50 — 1.10 
parvifolia 1.02 — 1.58 
calderoni 0.70 0.75 2.00 
rzedowski — — 1.60 
ventervensii — ~ 0.11 
tehuacana 033 0.83 0.40 
ftfmstonii — 2.10 0.70 

No detectado 
Waktman y eoU., 1989 

Tabla No. 1. Porcentaje de toxinas en diferentes especies del género 
Karwinskia que existen en el pala. 

Compuesto 

FeroxisomicinaAj 
Peroxisomicina Pî  
FlegmacínaAj 
RegmacinaAj 
T544 
T496 
T510 
Aminotriazol 

CIseOíM) 

3.34 ± 0.99 
3.64 ± 1.10 
633 ± 2.79 
8.54 i 3.23 

40.08 ± 1.57 
99.50 ± 19.03 

120.00 ± 10.44 
4X105 

% de actividad 
(3.9 jíM) 

45.29 ±1.38 
48.06 ± 1.38 
62.05 ± 1.64 
64.62 ±1.59 

100.00 
100.00 
100.00 
100.00 

Moreno y eoU., 1995. 

Tabla No. 2. Efecto inhibitorio (CIj de compuestos antracenónicos sobre 
la Actividad de Catalasa y el porcentaje de actividad de la enzima a 
nna concentración constante de estos compuestos. 



NJ 

N 

N 

A 
S 
' 5 

M 
• • 

k J «H 

» < 

§ 
ì <§ 
S 

s e M M 

1 
S 

V) 

1 
I 

u 

I 
s 
£ 

W 
H 

Z 
g 

O 
u 

es 
.S 

i M 
I 
A. 

« 5 
6 
5 

£ » 
eu se 

V» 
H 

g •3 

o f 



Lote No. 97-4-12 de Peroxisomicina A 

Obtenido del fruto de: K. parvifolia 

Lugar y fecha de colecta: BajosorL Sin. 10 "93 

Fecha de obtención: 12-04^97 

Cantidad: 12 g 

Contiene: 
< 1,80 % p/p de Peroxisomicina A3 

< 1,25 % p/p de Iso-Peroxisomicina A 
< 0,80 % p/p de T516, 

Tabla No. 4. Diseño sugerido de la etiqueta para anexar a 
los Lotes de Peroxisomicina A, producidos. 



APENDICE C 
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