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purificada es sometida a un estricto Control de Calidad. Este incluye pruebas
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PA;. La prueba mis sensible para detectar la PA; resulté ser la CLAR-FR-C18:

1,80%; para la Iso-PA, y la T516 la Espectroscoplia de UV-Vis de Orden Cero: 1,25%

y 0,80% respectivamente. Los Ifmites establecidos en este trabajo pueden ser afinados
utilizando la Espectroscopfa UV-Vis de Derivadas y/o Calibracién Bivariante,
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1. INTRODUCCION

1.1 EIl céncer y su tratamiento.

<Céncer> es ¢l 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 formacién ripida 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. El cAncer se encuentra, en general, en todos los animales
superiores, incluyendo el hombre y también en las plantas que desarrollan excrecencias

que se asemejan al cdncerl.

La cirugfa, 1a radiaci6n, los férmacos (agentes quimioterapedticos) y recientemente
la terapia génica e inmunoterapia son las principales formas de tratamiento del cdncer, Los
agentes quimioterapetiticos pueden muchas veces proporcionsr una mejoria temporal de
los sintomas, prolongar la vida y, ocasionalmente, la curacién!.

Un antineoplésico eficaz debe matar o incapacitar las células del céincer sin
producir dailo excesivo a las células normales. Este ideal es dificil o, tal vez imposible de

conseguir y ello porque los pacientes sufren efectos colaterales cuando estdn en
tratamiento!. En la actualidad se aconseja la quimioterapia antineoplésica combinada,
teniendo en cuenta ¢l mecanismo de accién de diversos agentes, su sinergismo v la fase
celular sobre la que actian! 2,

Frecuentemente, sin embargo, la dosis eficaz de estos agentes probados resulté ser
practicamente la dosis téxica, hecho atribufdo a la poca selectividad del producto. Las
sintesis, consistentes en modificaciones de farmacos conocidos, contimian siendo un
importante campo de investigacion; sin embargo, un gran volumen de trabajo de sintesis
ha aportado pocas novedades sobre las moléculas-prototipo! 3.

Los estudios recientes sobre compuestos de origen vegetal, que actian como
inhibidores de tumores, estén proporcionando una serie de nuevas estrucuturas. Muchas
de éstas, son sumamente complejas, por lo que resulta inverosimil que tales compuestos
pudiera ser sintetizados como intento empirico de hallar nuevos firmacos! 3.4.5,



1.2 El papel de las plantas en el tratamiento del cdncer.
Indudablemente, ¢l reino vegetal posee muchas especies de plantas que contienen
sustancias de valor medicinal afin por descubrir. Un gran nimero de plantas son
analizadas constantemente en relacién a su posible valor farmacolégico (particularmente
por sus propiedades antiinflamatorias, hipotensoras, hipoglucémicas, amebicidas,

citot6xicas, antibidticas y antiparkinsonianas)!.

Como resultado de los procedimientos modernos de aislamiento y de
experimentacién farmacolSgica, drogas nuevas encuentran su camino hacia la Medicina,
en estado de sustancia purificadas, m4s que en forma de antiguas preparaciones galénicas.
La utilizacién de compuestos puros aislados, incluyendo farmacos sintéticos, no carece de
limitaciones y en afios recientes, ha renacido un inmenso interés en la Medicina hacia los

sistemas fitoterapeiiticos, tan estrechamente relacionados con los recursos vegetales! -3,

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

como modema, encontraremos que se describen plantas utilizadas contra el céincer!.

El podofilo fue utilizado desde hace mas de 2,000 afios por los chinos como
fdrmaco antitumoral; las resinas de esta planta Phodophyllum hexandrum y la especie
americana relacionada P. pelratum han dado lugar al aislamiento de diversos lignanos y

sus heterésidos, que poseen actividad antitumoral (Fig. 1)!.

El mayor éxito en plantas superiores utilizadas en la quimioterapia del céncer, lo
constituyen los alcaloides del Cantharantus roseus. Las investigaciones sobre esta planta,
fueron estimuladas por su mencién en la terapetitica popular, pero no como remedio
contra el cdncer, sino en el tratamiento de la diabetes. No se detecté actividad
hipoglucémica, pero la susceptibilidad para la infeccién bacteriana de los animales de
experimentacién 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 indélicos dimeros, que mostraron actividad antileucémica.
Dos de ellos, vinca-leucoblastina (vinblastina) y leucocristina (vincristina), se obtienen en
1a actualidad de la Vincarosea que se emplean tanto solos como en combinacién con otras

formas terapetiticas para el tratamiento del cdncer!S(Fig 2).



3

Hacia finales de 1950, comenz6 una revisién intensiva de plantas,
microorganismos y animales marinos, respecto a su actividad antitumoral, debido
principalmente, a que el Instituto Nacional del Cédncer de Estados Unidos inicié un gran

programa de detecccidn selectival 3.

Al principio se adopté un sistema de seleccién de las plantas al azar, ya que pueden
encontrarse nuevos compuestos en cualquier especie del reino vegetal o animal.
Evidentemente, este tipo de seleccién al azar por <rastreo> masificado es una operacién
muy costosa y probablemente, justificada tan s6lo en determinadas 4reas, en las cuales Ia
disponibilidad de fdrmacos es francamente inadecuada e ineficaz. El céncer puede

considerarse inclufdo en esta categorfal 3,

Actualmente, el aislamiento de componentes menores, biolégicamente activos, a
partir de un extracto crudo de planta, implica el empleo de técnicas que difieren de las

convencionales en Fitoquimica! -3,

En los estudios sistemiticas recientes, cada porciéu de la planta y cada fracciGn del
extracto se¢ ensayan bioldgicamente antes de haber sido aislado y caracterizado
componente alguno; usualmente, tan sélo las fracciones que muestran actividad bioldgica

son estudiadas posteriormente!.3.4.5,

1.3 Los estudios fitoquimicos de plantas 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 taxén perteneciente a la familia de las Rhamanceae, constituido
basicamente de arbustos y pequeiios drboles, que incluye 15 especies encontradas desde

Texas hasta Colombia? (Fig. 3). La especie més estudiada es la K. humboldtiana y los
efectos téxicos de 1a planta se conocen desde hace mucho tiempo.

En el siglo XVIII, Clavijero® registr6 los efectos t6xicos que se presentan al
ingerir fruto de X. humboldtiana. Shaver® en 1966, establecié que el compuesto
neurot6éxico se encuentra en ¢l polvo amaritlo, lo cual fue posteriormente confirmado por
Kim y Camp? en 1972. Dreyer y cols.!0 en 1975, aislaron y caracterizaron de K.

humboldtiana cuatro compuestos polifenélicos responsables de las propiedades
neurotéxicas, que de acuerdo a su peso molecular se denominan: T496, T514, T516 y
T544 (Fig. 4).



En 1981, se inici6 en el Departamento de Farmacologia y Toxicologia de la
Facultad de Medicina una linea de investigacién sobre las plantas del género Karwinskia.

Las toxinas anteriormente mencionadas fueron aisladas y purificadas por Guerrero
y cols.!1; posteriormente Bermddez y cols. 12.13 realizaron prucbas de toxicidad aguda in
vivo de diferentes especies de animales tanto del fruto de X. Aumboldtiana como de las
toxinas purificadas. En estos estudios demostraron que 1a T544 es la responsable de la
neurotoxicidad, 1a T514 es selectivamente téxica para células de higado y pulmén y la
T496 causa un cuadro diarreico.

Fue entonces que Pifieyro !4:!5 plante6 la hip6tesis de toxicidad selectiva de células
neoplésicas in vifro, confirmada inicialmente en 11 lineas celulares hunanas: 3 benignas y
8 malignas; se compararon los resultados obtenidos con los de 5 agentes antineoplésicos
conocidos. Asf report6 en su tesis doctoral que la TS514 es més téxica para las células
neoplésicas que para las benignas; dichos resultados fueron corroborados en la Repdblica
de Alemania y en el N.C.I. de E.U.A. En base a estos resultados se otorgé una patente de

uso como agente antineoplésico en la C.E.E., EU.A. y Japén!S.

Paralalelamente y debido a la necesidad de obtencién de mayor cantidad de T514 'y

para conocer més profundamente la Fitoquimica del género, Waksman y cols.!7 realizaron
un estudio exhaustivo de otras especies del género Karwinskia presentes en la Repiiblica
Mexicana. El estudio de toxicidad aguda se realiz6 con 9 especies del género (las
reportadas hasta entonces en México), resultando que las mds téxicas fueron X.
humboldtiana, K. umbeilata y K. parvifolia. El estudio quimico de los extractos
cloroférmicos por CCF-Reflectancia, report$ que las especies con mayor cantidad de
T514 fueron K. subcordata y K. parvifolia.

En estudios posteriores se concluyé que la K. parvifolia, es la mejor fuente de
T514 por el contenido menor de “contaminantes” y mayor porcentaje de T514. Esta es por

tanto la especie que actualmente se utiliza como fuente de obtencién !8 (Tabla 1).

Por otro lado, los estudios fitoquimicos de los extractos semipolares de los frutos
de K. parvifolia, K. tehuacanay K. umbellata, permitieron aislar e identificar otros 3
compuestos antracendnicos: un diasteroisémero de la T514, un isémero posicional de la
T514 y la T51019.20(Fg, §).



Entre los intentos por encontrar el mecanismo de accidn de la T514 se puede
mencionar el efecto sobre la lipidoperoxidacién microsomai hepética en experimentos
realizados por Garza?l. Aunque adn no se conoce su mecanismo de accién, ciertas
observaciones experimentales permiten sefialar que no actta sobre el nicleo de las células
como la mayoria de los antineoplésicos. Los estudios posteriores realizados por
Septilveda y cols.22 revelaron que la T514 afecta irreversible y selectivamente los
peroxisomas de las levaduras metilotréficas, por este motivo se le ha llamado
Peroxisomicina A ;. Los estudios in vitro realizados por Moreno y cols.23 demostraron

una Inhibicién 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 farmacolébgico: la
Peroxisomicina A,.

Dado el interés farmacolégico de ta Peroxisomicina A; con uso antineoplésico
probable, una vez aislada y purificada es sometida a un estricto Control de Calidad. Dicho
contro] se realiza tanto desde el punto de vista Fisicoquimico como Biolégico.

Las referencias bibliogréficas informan que la valoracién de un fArmaco, es de
importancia considerable. Esta operacién comprende la identificacién del material y la
determinacién de su calidad (pureza) y, si se encuentra alterado, conocer la naturaleza del
adulterante. Algunos factores que afectan la calidad son 1a estirpe del vegetal, 1a época de

recoleccitn, los métodos de desecacién y conservacién utilizados!.

Para la evaluacién de la Pureza Fisicoquimica de la Peroxisomicina A; se
realizan actualmente ]a medicién del Punto de Fusién Inicial y Final que deben de ser
constantes; otra prueba es la Pureza EspectroscOpica, ésta se realiza al monitorear las
Absorbancias a varias longitudes de onda: 222nm, 270nm, 415nm y 430 nm asf como
razones de las mismas: 430nm/415nm, 270nm/415am, 270nm/ 222pm. Las razones se
emplean para evitar las variaciones de Absorbancia debido a errores en el peso de la
muestra, ya que:

A';\.I"-Mbc Yy Amﬂﬁubc
entonces A,/ Ay, =¢85,/ €y, = constante bc



La Pureza Cromatogréfica se evalda ntilizando el an4lisis por CCF-FN y CCF-FR
mediante la observacitn de una sola mancha de Rf establecido bajo la 1dmpara de luz UV a
254 nm y 369 nm y en el Vis por observacién directa. Asi también se utiliza la CLAR-FR
para observar la aparicién de un solo pico de tp establecido. Se evalia la Pureza
Espectroscépica de dicho pico empleando un detector de arreglo de fotodiodos, por medio
del cual se genera el espectro de absorcién completo, de tal manera que a las dimensiones

habituales de tiempo y Absorbancia, se agrega una tercera, la longitud de onda2423 esto
permite apreciar detalles que escapan a detectores convencionales.

En nuestro caso se monitorean varias longitudes de onda: 269nm, 310nm y 410
am, y se realiza la superposicién de espectros asi como la gréfica de las relaciones de

Absorbancia a 1as fongitudes de onda antes mencionadas.

La Pureza Biolégica incluye el ensayo de la disminucién de Actividad de la
Catalasa segtn ¢l método de Aebi2% y la evaluacién de la Citotoxicidad empleando el

método desarrollado por Martinez y cols.27 que utiliza la linea de células benignas de
higado de Chang y la linea maligna de hepatoma HEPLC/PRF/5, a las cuales se les
determinala CT g

Las Pruebas inclufdas en el Control de Calidad de la Peroxisomicina A,.

Pruebas Pruebas
Fisicoquimicas Biolégicas
a) Punto de Fusién inicial g) Inhibicién de
b) Punto de Fusién final laCatalasa
¢) CCF-FN h) Citotoxicidad
d) CCF-FR
e) Pureza Espectroscé6pica
f) CLAR-FR

En un estudio realizado por Waksman y cols.28 que consisti6 en aplicar estas
pruebas a varios lotes puros de Peroxisomicina A, y a continuacién analizar los resultados
estadisticamente, se obtuvieron los valores que nos permitirian calificar en adelante los
lotes de Peroxisomicina A, tanto desde del punto de vista Fisicoquimico como Biol6gico.
Los limites de tolerancia determinados en el estudio referido fueron:



Pruebas Valores
Fisicogquimicas
a) Punto de Fusién inicial 179,24 + 1,54 °C
b) Punto de Fusién final 181,37 + 1,20 °C
¢) CCE-FN Observacion visual
d) CCF-FR Observacién visual
¢) Pureza Espectroscépica A430nm = 1,003 + 0,003
: 415nm
f) CLAR-FR Registro de un solo pico y

evaluacién de la pureza espectroscdpica.

Pruebas Valores
Biolégicas
g) Inhibicién de Catalasa % Inhibicién = 46,58 + 1,32
h) Citotoxicidad CT 5y Chang = 56- 80 g/ mL
CT gy HEPLC/PRF/5=2,5-10 ptg/mL

Al realizar estudios fitoquimicos de los extractos del fruto de K. parvifolia
recolectada en los Gitimos afios, se identificaron tres nuevos compuestos que presentan
por CLAR-FR C8y CI8, tp muy semejantes a la Peroxisomicina A . Estos compuestos
fueron aislados e identificados por Rivas?®: un nuevo diasteroisémero de Peroxisomicina
A, un isémero posicional de la Peroxisomicina A, y la T516 (Fig. 6).

Debido a la identificacién de isémeros nuevos de la Peroxisomicina, se optd
utilizar una nueva nomenclatura. Se denomina Peroxisomicina a todos los
diasteroisémeros de la TS14 aislada originalemente por Dreyer, es decir, con sitio de
unién 7, 10°; Iso-Peroxisomicina a los isémeros posicionales con unién 7-7°, la
numeracién corresponde al orden de aislamiento ¢ identificacién de los mismos y
siguiendo la nomenclatura establecida por Steglich y Glidt30 se puede denominar como
atropoisémero de la serie A a aquellos que presentan efecto Cotton positivo en las curvas
de Dicroismo Circular y como atropoisémeros de la serie B a aquellos que presentan
efecto Cotton negativo; por lo tanto, 1a letra A ¢ B estd dada por el resultado experimental
obtenido por las curvas de Dicrofsmo Circular en los compuestos que fue factible hasta la
fecharealizar. Asf tenemos:



Nomenclatura Previa Nomenclatara Actual
T514 PeroxisomicinaA
Diasteroisémero 1 de T514 Peroxisomicina A,
Diasteroisémero 2 de T514 Peroxisomicina A4
Is6mero Posicional de T514 Iso-Peroxisomicina A

La Peroxisomicina A, se separa muy bien de la Peroxisomicina A; en CLAR FR,
sin embargo 1a Peroxisomicina A 3, la Iso-Peroxisomicina A, y la T516 al tener tg tan
cercanos generan problemas durante la purificacién de Peroxisomicina A 29-*1 (Fig. 7).

Para ia ltima etapa de [a purificacién de ia Peroxisomicina A | se utiliza el método
de CLAR-FR-C18, asf que la posibilidad de que estos contaminantes no sean eliminados
en su totalidad constituye una consideracién importante. Su presencia podria originar que
el farmaco 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
Deteccién de cada una de las pruebas inclufdas en el Control de Calidad para la

Peroxisomicina A5, para la Iso-Peroxisomicina A | y para la T516; para lo cual debemos
recordar que la Sensibilidad?432 de un método analitico corresponde a la minima
cantidad de un analito que puede producir un resultado significativo y, el Limite de

Deteccién?4.32 corresponde, a la menor concentracién de un apalito que puede
detectarse pere no necesariamente cuantificarse ¢n una muestra, bajo las condiciones

establecidas y se expresa en unidades de concentracién: %, ppm, ppb32,



1.5 Objetivos del Trabajo.

1.5.1 Objetivo General
Determinacién del Limite de Deteccién en cada una de las pruebas incluidas en el Control
de Calidad de ia Peroxisomicina A en lotes de ésta conteniendo Peroxisomicina A 5, Iso-
Peroxisomicina A o T516.

1.5.2 Objetivos Especificos

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
quimicamente pura y biolégicamente activa, que se use en el resto de proyecto.

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

3.- Determinar la Pureza Fisicoquimica de 1a Peroxisomicina A 5, 1a Jso-Peroxisomicina
A, y 1aT516.

4.- Establecer los valores para cada una de las pruebas realizadas en ¢l Objetivo No. 1,
cuando la Peroxisomicina Al esté contaminada con distintas concentraciones de
Peroxisomicina A, Iso-Peroxisomicina A o T516.

5.- Comparar y valorar estadfsticamente los resultados obtenidos, para establecer los
Limites de Deteccién de cada prucba para cada uno de los contaminantes naturales.
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2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Material Bioldgico.

Se obtuvo frute de K. parvifolia proveniente de los municipios de: Bajosori,
Cerro Prieto, Guayabitos, Loretillo, El Sauz, Tobocahui en el estado de Sinaloa y
Melchor Ocampo Sonora, recolectado por el Ing. Rubén Lujén en el afio de 1992.

2.2 Material y Equipo.
2.2.1 Material General,

La Peroxisomicina A; quimicamente pura y biolégicamente activa fue
proporcionada por el personal del laboratorio de produccién, del Departamento de
Farmacologia y Toxicologia de la Facuitad de Medicina, U.AN.L.

Los solventes grado analitico se utilizaron para las extracciones, CCF, CC
Gravitacional, CC de Baja Presién, CC Flash; los solventes grado espectroscépico se

utilizaron para las mediciones espectrales y los solveates grado cromatogrifico fueron
utilizados en e] método de CLAR.

Para la determinacién del grado de Inhibicién de la Catalasa scutilizé:
-Catalasa de higado bovino Sigma (E.C. 1. 11. 1.6)
-Per6xido de hidrégeno (H,0,) 30 % (v/v) Sigma.
-Solucién amortignadora de fosfatos (KH,P0/K,HPO,), S0mM pH=7.4.
-Cubeta de cuarzo de 1 cm de espesor y 1 mL de capacidad.

2.2.2 Equipo.
Balanza Analitica: Sartorius Basic.

Vortex: Pulse Vortexer Glass-Col
Agitador Mecénico: Disaga.

Molino tipo: Thomas-WILEY, LABORATORY MILL, modelo 4, malla 2 mm.
Medidor de pH: Beckman$ 61

Centrifuga: Beckman GPKR con controlador de temperatura
Microcentrifuga: IEC Micro-MB

Medidor del Punto de Fusién: AparnatoElectrothermal.
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Rotavapor: Aparato Bochi con contro} de temperatura,

RMN: Brucker 400 MHz.

Espectro UV.Vis: Espectrofotémetro UV-Vis Beckman DU 7500 con arreglo
de diodos equipado con paquete de cinética enzimética y
controlador de temperatura Peltier.

Para Ja realizacién de las Cromatografias utilizamos:
A) CCF Fase Normal:
Fase estacionaria: Cromatofolios AL de Silica gel 60 F254,
espesor de capa 0.2 mm, Merck.,
Fase mévil: Benceno:Acetons 3:1 con 0.1% de HAc.

Observacién al UV-Vis corn ldmpara UV: Gelman Sciences, Inc.
Modelo No. 52438 de 253.7 y 375 nm.

B) CCF Fase Reversa:

Fase estacionaria: Cromatoplacas de Silica gel RP-18 F 254, Merck.
Fase mévil: Metanol:Agua7:3.

C) CC Flash:
Fase estacionaria: Silica gel 60 para CC, tamafio de particula (0.063-
0.200 mm, Merck.
Fase mévil: Benceno:Acetona 3:1, 2:1, 1:1, 0:1 con 0.1% de HAc.

D) CC Gravitacional:
Fase estacionaria: Sflica gel 60 para CC, tamailo de particula 0,063-
0.200 mm, Merck.
Fase mdvil; 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 Presion:
Fase estacionaria: Columna Lobar Lichroprep RP-18 (0.040-0.063
mm), Merck
Fase mévil: Metanol:Agua9:1, Isocréitico.
Flujo: 1.3 mi/min.,

F) CLAR Preparative:
Se utiliz6 un cromatogrifo Waters Prep LC 2000.

Fase estacionaria: Columna 8 mm X 100 mm Radial, PakT™

Liquid Chromatography cartridge,tipo 18 MBBC 10mm.
Fase mévil: MeOH:H,0:HAc, 65:35:3.2. Isocrético, flujo de 75

mL/min, A= 440 om.
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G) CLAR Analftico:
Cromatogrifo Hewlett-Packard, modelo 1090 con detector de
arreglo de diodos.
Fase Mbvil: A) MeOH
B) H,0:ACN:HAc, 70:30:1.6.

Condiciones:
a)Columna FR ODS de 100 X 2.1 mm con tamaifio de particula de
Smm A-B, 65:35 hasta el minuto cuatro y se increment6 en forma gradual el % de A
hasta el 100% en el minuto seis.
b)Columna FR MOS de 100 X 2.1 mm con tamaiic de particula de
S mm A-B, 50:50 hasta el minuto cuatro y se increment$ 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 obtencién del 11 de Diciembre de 1995 fue elegido para
trabajar durante el desarrollo experimental, por lo cual fue sometido a todas las prucbas
incluidas en el Control de Calidad de la Peroxisomicina A, (Estrategia No.1).

2.3.1.1 Medicién del Punto de Fusién 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 determiné el Punto de
Fusién Inicial y Punto de Fusién Final. Las mediciones fueron realizadas por triplicado.

2.3.1.2 Evaluacién de la Pureza Espectroscépica.

Se prepararon 3 soluciones metanélicas de Peroxisomicina A, con nna
concentracién de 3.89 X109 M; a estas soluciones se les hizo un barrido espectral. Las
Absorbancias a 222 nm, 270 nm, 415 nm y 430 am 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 Anilisis por CCF-FN.
Se evalué la pureza cromatografica del lote observando las manchas a 253.7 y 375

nm; se realizaron por triplicado.

2.3.1.4 Anslisis por CCF-FR.
Se evalué la pureza cromatogréfica del lote por triplicado.
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2.3.1.5 Anédlisis por CLAR-FR.
Se prepararon tres soluciones etanélicas de Peroxisomicina A; de 2 mg/mL, se
tomaron 100 pl de esta solucién que se secaron con N, se resuspendieron en 1 mL de
MeOH se filtraron utilizando filtros Milipore tipo HV con un tamatfio de poro 0.451m, y

se inyectaron 5 ul.

Se evalué la pureza cromatogrifica utilizando las condiciones a), es decir la
aparicién de un solo pico a un ty establecido y la pureza espectroscépica por medio de la
superposicién de espectros y la relacién de Absorbancias a las distintas longitudes de
onda24.31,

23.1.6. Ensayo de la Inhibicién de 1la Catalasa.
Para medir Ia inhibicién de la actividad de la Catalasa se siguié durante seis
minutos la disminucién de la concentracién del H,O, por minuto a una A de 240 nm,

pH=7.4 y a una temperatura de 25°C26.

a) La determinacién de la Actividad de la Catalasa.
En una cubeta de cuarzo de 1 mL se agregaron las siguientes soluciones;

- 950 uL de solucién amortiguadora de fosfatos de potasio (50 mM), pH=7.4.

- 40 pl. de la solucidén de catalasa (dilucién 1:70 de ia solucién patrén de catalasa
10 mg/ml. en solucién amortiguadora de fosfatos).

- Se agité y se ley6é como blanco de reactivos.

- Se inicid la reaccién al agregar 10 uL de H,0, (dilucién 1:5 de solucién patrén al

30% en una solucién amortiguadora de fosfatos).
- Se mezcl6 y se leyd la Absorbancia del H,0, a 240 nm.

Las determinaciones se hicieron por triplicado para obtener el valor de 1a media,

La Actividad de la Catalasa se expresé como U/mL (4M de peréxido de hidrégeno
utilizado/min/mL). Estas mediciones fueron realizadas en el espectrofotémetro Beckman
DU 7500,

b) La determinacién del grado de inhibicién de la Actividad de
1s Catalasa,
En una cubeta de cuarzo de 1 mL se agregaron las siguientes soluciones:

-930 uL de solucién amortiguadora de fosfatos SO mM, pH=7.4.
-40 uL de la solucién de catalasa (dilucién 1:70).

-20 L de 1a soluci6n de Peroxisomicina A en EtOH 3,89 x10 “6 M.
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- Se inicid 1a reaccidn al agregar 10 L de H,0, (dilucién 1:5 de la solucién patrén

al 30% en una solucién amortiguadora de fosfatos).
- Se agité y se ley6 a 240 nm durante seis minutos.

Lo anterior se hizo por triplicado para cada caso y en base a ello se calculé el grado

de Inhibicién de la Catalasa que causa la adicién de cada uno de los compuestos en
estudio.

2.3.2 Aislamiento y purificacién de Peroxisomicina A;, Iso-
Peroxisomicina A, y T516.

Con ¢l fin de encontrar ¢l fruto de K. parvifolia que tuviese la mayor concentracién
de Peroxisomicina A,, Iso-Peroxisomicina A ; y T516, se realiz6 ¢l siguiente ensayo con
frutos de X. parvifolia de diferentes Jugares de colecta. (Diagrama 1).

2.3.2.1 Aislamiento y purificacién de Peroxisomicina A3 e Iso-
Peroxisomicina A;.
Sec utiliz6 1a técnica de Rivas?® modificada (Diagrama 2) empleando 406.3 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 761.5 g.

Se colocaron en una columna para realizar una extraccion con solventes orgénicos
por percolacién;
1°) Eter de Petréleo
2°) Acetato de Etilo

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

2.3.2.2 Aislamiento y purificacién de la TS16.
Para obtener la TS516 se trabajé con um extracto de rafz, pues ésta no contiene

Peroxisomicina A . Este extracto fue trabajado y obtenido por Benavides33 de acuerdoal
Diagrama 3.

2.3.3 Evaluacién de la Pureza Fisicoquimica de Peroxisomicina A5,
Iso-Peroxisomicina A, y T516.

Para evaluar la Pureza Fisicoquimica de los compuestos aislados segiin los
Diagramas 2 y 3 se realizé lo siguiente:
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2.3.3.1 Para la Peroxisomicina A,.
a. Pureza Espectroscépica.
b. Espectro de RMN !H.
c. Pureza Cromatogrdfica:  -CCF-FN
-CCF-FR
-CLLAR-FR condiciones a)

2.3.3.2 Para la Iso-Peroxisomicina A;.
a. Punto de Fusién.
b. Pareza Espectroscdpica
c. Pureza Cromatogréifica:  -CCF-FN

-CCF-FR
LAR-FR condiciones a)
2.3.3.3 Para la T516.
a. Pureza Espectroscépica
b. Pureza Cromatogréfica:  -CCF-FN
-CCF-FR
-CLLAR-FR condiciones a)
-CLAR-FR condicicnes b)

2.3.4 Contaminacién de las muestras de Peroxisomicina A;.

2.3.4.1 Preparacién de soluciones de Peroxisomicina A,
contaminadas com Peroxisomicina A; a distiatas concentraciones
porcentuales (p/p).

La Peroxisomicina A ; (lote 75) se sec6 por 3 hr; se pesaron 3 muestras de 2 mg
cada una. Se aforaron a I mi con EtOH grado espectroscdpico (2mg/ml.). También se
prepard una solucién etan6lica de 2 mg/ mL de 1a Peroxisomicina A,

Se tomaron los pL. necesarios de )a Peroxisomicina A ; y de la Peroxisomicina A3
para tener una solucién contaminada al 5% con esta ltima, con un volumen final de 1mlL.

De esta manera se prepararon dos soluciones contaminadas y una tercera nos sirvié como
un control negativo,

Una vez preparadas 1as soluciones contaminadas, se sometieron al igual que el
control negativo a las pruebas que incluye el Control de Calidad de la Peroxisomicina A ;.
Todas 1as pruebas se realizaron por triplicado (Estrategia 2).

Segiin los resultados obtenidos al contaminar con 5% de la Peroxisomicina A,,
procedimos a preparar soluciones con mayor 0 menor porcentaje de contaminaciéa.
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2.3.4.2 Preparacién de las soluciones de Peroxisomicina A,
contaminadas cor Iso-Peroxisomicina A, a distintas comcentraciones
porcentuales (p/p).

LaPeroxisomicina A ; (lote 75) se sec6 por 3 he; se pesaron 3 muestras de 2 mg
cada una. Se aforaron a 1 mL con EtOH grado espectroscépico (2mg/mL). También se
prepar$ una solucién etandlica de 2 mg/ mL. de la Iso-Peroxisomicina A,.

Se tomaron los UL necesarios de 1a Peroxisomicina A ; y de la Iso-Peroxisomicina
A para tener una solucién contaminada al 5% con esta dltima, con un volumen final de
ImL. De esta manera se prepararon dos soluciones contaminadas y una tercera nos sirvié
como un control negativo.

Una vez preparadas las soluciones contaminadas, se sometieron al igual que ¢l
contro] negativo a las pruebas que incluye el Control de Calidad de 1a Peroxisomicina A ;.
Todas ]as pruebas se realizaron por triplicado.

Segin los resultados obtenidos al contaminar con 5% de la Iso-Peroxisomicina
A,, procedimos a preparar soluciones con mayor o menor porcentaje de contaminaci6n.

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

La Peroxisomicina A ; (lote 75) se sec6 por 3 hr; se pesaron 3 muesiras de 2 mg
cada una. Se aforaron a 1 mL con EtOH grado espectroscdpico (2mg/mL). También se
prepard una solucidn etanélica de 1 mg/mL de la T516.

Se tomaron los PLL necesarios de la Peroxisomicina A ; y de 1a T516 para tener una
solucién contaminada al 5% con esta Gltima, con un volumen final de 1ml. De esta
manera se prepararon dos soluciones contaminadas y una tercera nos sirvié 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.

Segfin los resultados obtenidos al contaminar con ¢l 5% de la T516, procedimos a
preparar soluciones con mayor o menor porcentaje de contaminacién.
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2.3.8 Andlisis estadfstico de las muestras de Peroxisomicina A,
contaminadas y sin contaminar.

Las pruebas estadfsticas 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 p=0,005 y valores de t = + 2,81 para ensayos de dos colas3433.36,



DIAGRAMA 1

Eleccion del fruto de K. parvifolia con mayor concentracion de
Peroxisomicina A3, Iso-Peroxisomicina Al y T516

5 g fruto seco
K. parvifolia
moler

extraer EP

FJ-L Residuo 1

extraer EP

Residuo 2

e

evaporar

Ppt EP

Y
CLAR
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DIAGRAMA 2

Aislamiento y purificacién de Peroxisomicina Ay y
la Iso-Peroxisomicina A1 del fruto de K. parvifolia

Fruto seco
K. parvifolia
moler
extaer EP
EEP Residuo 1
extraer AE
y
Residuo 2 EAE
evaporar
Ppt EP
¥
Residuo 3 Pptl
extraer MeOH
Y Y
Residuo 4 E
evaporar
Ppt EP

Ppt 2
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Ppt 2

CC Flash
(&1 ) 35} Fk
PA
Iso—I;Ai

TS16

CC

Gravitrcional
F1 F2 F3 F4 F5 Fé6 F7
PAl Iso-PA1 PA3
Iso-PAl
CLAR-Prep
F1 F2 F3 ¥4 F5
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DIAGRAMA 3
Aislamiento y purificacién de la T516

de rafz de K. parvifolia
Raf2 seca de
K. parvifolia
moler
extaer EP
EEP Residuo 1
extraer AE
Residuo 2 EXE
evaporar
PptEP
Y
Ppt 1
Y

-
-
O -
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3. RESULTADOS

3.1 Control de Calidad del Lote 75 de Peroxisomicina A,.
3.1.1 Punto de Fusién Inicial y Final.

a) Punto de fusién inicial: 169,2 °C

b) Punto de fusién final: 172,5 °C.

3.1.2 Pureza Espectrosocépica.

Las relaciones de Absorbancias obtenidas fueron (Fig. 8):
a) 430nm/415am= 0,99
b) 270nm/415nm= 3,55
¢) 2700m/222am= 1,55

3.1.3 CCF-FN.
Rf= 030 Fluorescencia=amarilla

31 ll4 CCF'FR-
Rf= 0,32 Fluorescencia= amarilla-verdosa

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

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

3.2 Aislamiento y purificacién de la Peroxisomicina A,, Iso-

Peroxisomicina A,y la T516.
3.2.1 La eleccién del frauto de K. parvifolia con mayor
concentracién de Peroxisomicina A4, Iso-Peroxisomicina A; y T516,
Los resultados del ensayo previo para la eleccién del fruto de K. parvifolia que
tuviese mayor concentracion de 10s contaminantes fueron:
a) El fruto de Loretillo Sinaloa, contiene mayor concentracién de
Peroxisomicina A4,
b) El fruto de Bajosori Sinaloa, contiene mayor concentracién de Iso-

PemxisomicinaAl.
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3.2.2 Aislamiento y purificacién de Peroxisomicina A, e Iso-
Peroxisomicina A, del fruto de K. parvifolia.
Al utilizar 1a técnica de Rivas29 modificada obtuvimos lo siguiente:
) 34 mg de Iso-Peroxisomicina A,
b) 21 mg de Peroxisomicina A,.

3.2.3 Aislamiento y purificacién de Ia T516 de la rafzr de X,
parvifolia.

A partir del extracto de raiz proporcionado por Benavides33 obtuvimos 1,20 mg de
laT516.

3.3 Evaluacién de la Pureza Fisicoquimice de la Peroxisomicina A,

la Iso-Peoxisomicina A; y la T516.
3.3.1 Para la Peroxisomicina A;.

a. Pureza Espectroscépica. (Fig. 10)
b. Espectro de RMN !H. (Fig. 11)

¢ . Pureza Cromatogréfica:
-CCF-FN: Rf=0,38 Fluorescencia= amarilla
-CCF-FR: Rf= 035 Fluorescencia=amarilla-paranja

CLARFR  tp = 3,607 (Fig. 12)

3.3.2 Para la lso-Peroxisomicins A;.
a. Punto de Fusién= 273-274 °C

b . Pureza Espectroscépica. (Fig.13)

c . Pureza Cromatogrifica: 0

-CCF-FN: Rf=0,23 Fluorescencia= naranja
-CCF-FR: Rf=029 Fluorescencia=negra

-CLARFR 15 = 2,248 (Fig. 14)

3.3.3 Para la TS16.
8. Pureza Espectroscépica. (Fig.15)
b . Pureza Cromatogrifica:
-CCF-FN: Rf=038 Ruorescencia=verde amarillento
-CLAR-FR-C8: tr= 2,965 (Fig. 16)
-CLAR-FR-C1& tp= 5,085 (Fig. 24)
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3.4 Andlisis estadistico de las muestras de Peroxisomicina A,
contaminadas y sin contaminar (control negativo).

Se analizaron estadfsticamente utilizando 1a prueba t de Student 1as dos muestras de

Peroxisomicine A, contaminadas, las cuales no presentaron diferencia significativa.

Posteriormente éstas se compararon con el control negativo34.35.36,

3.4.1 AnAlisis estadistico de las muestras de Peroxisomicina A,
contaminadas con Peroxisomicina A,.

Las contaminaciones realizades foeron del 0,80, 1,25, 1,80, 2,50 y
8,00% p/p de Peroxisomicina A,.

a. En la CCF-FN y la CCF-FR no se detect$ la presencia de Peroxisomicina A,
en ninguna de las concentraciones.

b. En la Espectroscopfa UV-Vis, 1a Peroxisomicina A ; y la Peroxisomicina A,
poseen espectros idénticos (Fig. 17), y l6gicamente al comparar las relaciones de
Absorbancias de las muestras contaminadas y el contro! negativo no encontramos
diferencia significativa (Gréfica 1).

¢. Por CLAR-FR-CIB, ]a Peroxisomicina A, presenta un tp mayor que la
Peroxisomicina A, y la sefial es integrada a partir de una concentracién del 1,80 % (Fig.
18).

d. Mediante el ensayo de Inhibicién de la Catalasa no se detectd la presencia de la
Peroxisomicina A5 (Grifica 2).

3.4.2 Andlisis estadfstico de las muestras de Peroxisomicina A,
contaminadas con la Iso-Peroxisomicina A,;.

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

a. En la CCF-FN y la CCF-FR no se detecté la presencia de 1so-Peroxisomicina
A, en ninguna de las concentraciones.

b. En la Espectroscopfa UV-Vis, encontramos que al comparar las relaciones de
Absorbancia de las soluciones contaminadas con Iso-Peroxisomicina A, y el control
negativo no existia difereacia significativa. Procedimos entonces, a realizar la
sobrepasicion de los espectros de Peroxisomicing A e Iso-Peroxisomicina A para buscar
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longitudes de onda en las cuales hubiera diferencia en la absorcién encontrando dos: 280
nm y 437 am (Fig. 19). Utilizamos la relacién 280nm/437nm para comparar las
soluciones contaminadas y el contro]l negativo, encontrando diferencia significativa a
partir de una concentracién del 1,25 % (Grifica 3).

¢. Por CLAR-FR-C18, 1a Iso-Peroxisomicina A ; presenta un tp menor que la
Peroxisomicina A ;, y la seiial es integrada a partir de una concentracién del 7,50% (Fig.
20). Es importante sefialar que se realiz6 el anélisis de pureza espectral para las soluciones
contaminadas con concentraciones < que el 5,00% de Iso-Peroxisomicina A , que se
compararon con el control negativo; consideramos impottante conocer este dato porque se
ha comprobado que al ir envejeciendo la columna, cambia ei ty de ]a Iso-Peroxisomicina
A; con respecto al de 1a Peroxisomicina A, (Fig. 21), en este caso sélo ¢l andlisis de
purcza especiral evidenciaria su presencia. De esta forma se detect6 la presencia de Iso-
Peroxisomicina A, a partir de una concentraci6n del 1,80% (Gréfica 4).

d. Mediante el ensayo de la Inhibicién de la Catalasa, es evidente la presencia del
contaminante a partir de una concentracién del 1,80%, asf mismo observamos que la
presencia de Iso-Peroxisomicina A; aumenta el procentaje de Inhibicién de la enzima
(Gréfica 5).

3.4.3 Andlisis estadistico de las mmestras de Peroxisomicina A,
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 detect6 la presencia de Ia T516 en ninguna
de las concentraciones.

b. En la Espectroscopfa 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
concentracién del 5,00 % utilizando 1a razén de Absorbancias a 430nm/415om y a partir
de 0,80% utilizando las razones a 270nm/41 5nm y a 270nm/222nm (Griéfica 6).

¢. Por CLAR-FR-C18, 1a T516 presenta el mismo tp que la Peroxisomicina A,
(Fig. 7) pero al utilizar CB como FE si se separan (Fig. 23), observanddse mayor
sensibilidad al utilizar 310 nm como longitud de onda de deteccién (Fig. 24). Utilizando
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las condiciones anteriores 1a T516 presenta un tp mayor que la Peroxisomicina Ay, y es
integrada a partir de una concentracién del 2,50% (Fig. 25).

d. En el ensayo de la [nhibicién de la Catalasa, encontramas evidente la presencia
de la T516 a partir de una concentracién del 2,50 %, ademds de ocasionar que la

Inhibicién de la enzima Se incremente en forma proporcional al porcentaje de
contaminacién (Gréfica 7).

Los resultados de las Pruebas del Control de Calidad y sus Limites de Deteccién se
resumen en la Tabla 3.
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4. DISCUSION

En el presente trabajo se realizaron los experimentos necesarios para determinar los
Limites de Deteccién para los tres contaminantes naturales por las pruebas empleadas en el
Control de Calidad de la Peroxisomicina A ;.

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

El lote 75 de Peroxisomicina A; 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 inclufdas en el Control de Calidad, a excepcién de la
Citotoxicidad. Lo anterior se realiz$ con ¢l fin de establecer los valores de partida de las
pruebas Fisicoquimicas y Biol6gicas para usar en el resto del trabajo, y a la vez nos
sirvieran como referencia.

Los resultados obtenidos en la pruebas Fisicoquimicas: medicién del Punto de
Fusién Inicial y Final, andlisis por 1a CCF-FN, la CCF-FR, la CLAR-FR y la evaluaci6n
de la Pureza Espectroscépica, resultaron ser satisfactorios. Por otro lado, de las pruebas
Biolégicas, 1a tnica realizada fue la medicién de la Inhibicién de la Catalasa, obteniendo
valores no ideales pero si repetitivos, por esto se decidié trabajar con €1 durante el resto
del proyecto.

4.2 La eleccién del fruto de K. parvifolia con mayor concentracién
de la Peroxisomicina A, la Iso-Peroxisomicina A, y la T 516,

Se ha visto que la concentracién de los compuestos de interés; la Peroxisomicina
A, 1a Iso-Peroxisomicina A, y la T516, en los frutos de X. parvifolia es minima, por lo
que con el objetivo de encontrar el fruto que contuviese una concentracién mayor de estos
contaminantes y facilitar el proceso de extraccién, se realizé el ensayo que se muestra en
¢l Diagrama 1.

Los frutos de X. parvifolia de distintos municipios de los estados de Sinaloa y
Sonora fueron sometidos a la estrategia anterior, para obtener el extracto y
posterioremente analizario por CLAR-FR. Del experimento anterior obtuvimos que la
mejores fuentes de obtencién para la Peroxisomicina A 5 fueron el fruto del municipio de
Bajosori y para la Iso-Peroxisomicina A, Loretillo. Dichos frutos de K. parvifolia se
juntaron para el proceso posterior; esto debido a que el proceso de purificacién 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 eflo (Diagrama 2).
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4.3 Aislamento y purificacién de Peroxisomicina Ay ¢ Iso-
Peroxisomicina A;,

Segin lo expresado en el pérrafo anterior para obtener la Peroxisomicina A5 y Iso0-
Peroxisomicina A, se utiliz6 el fruto de K. parvifolia recolectado en Bajosori y Loretillo.
Este fruto se sujet6 a la estrategia presentada en el Diagrama 2. La extracciones con EP y
AcOEt se reatizaron por percolacién utilizando una columna, ya que se ha demostrado que
esta técnica proporciona rendimientos semejantes a la agitacién y posterior filtracién.

Esto permite ahorrar esfuerzos, tiempo y evitar accidentes de laboratorio en la
manipulacién del material. La extraccién con MeOH fue realizada con el propésito de
eliminar la mayor parte de 1a T496 debido a que ésta es insoluble en dicho solvente37. Asf
el extracto metanélico estd enriquecido con Peroxisomicina A ;, Peroxisomicina A,
Peroxisomicina A, e Iso-Peroxisomicina A;. Posteriormente se realizaron con este
extracto varias CC Flash, eliminado de éste la Peroxisomicina A, y obteniendo el Ppt 2
que contiene Peroxisomicina A, Peroxisomicina A; e Iso-Peroxisomicina A;.

El Ppt 2 se sujet6 a una CC Gravitacional, con la que logramos aislar la
Peroxisomicina A, y la Iso-Peroxisomicina A ; (34 mg) nuestro primer compuesto de
interés, asf como una fraccién que contiene la mezcla de Peroxisomicina A, e Iso-
Peroxisomicina A ;. Esta fraccién fue sometida a una CLAR-FR preparativa aislando la
Peroxisomicina A3 (21mg). La utilizacién de la CLAR-FR preparativa sélo en esta dltima
etapa, fue por el hecho de ahorrar el consumo de fases y solventes grado cromatografico.

4.4 Aislamiento y purificacién de la T516.

La T516 presenta por CLAR-FR el mismo tg que la Peroxisomicina A ; obtenidas
de los extactos de frutos de K. parvifolia lo que dificulta sn separaci6n y purificacién. Por
lo anterior, optamos trabajar con extractos de rafz de K. parvifolia, pues en esta fuente es

conocido que la Peroxisomicina Ay estd ausente31.33,

Asi, para la obtencidn de 1a T516 a partir de 1a raiz, se sigui6 la estrategia planteada
en ¢] Diagrama 3, consistente en extracciones sucesivas y precipitacién. El Ppt obtenido
se sujet6 a una CC Flash, para obtener la mezcla de la TS516 y 1a T544.

Esta mezcla se sometié a una CC de Baja Presién obteniendo la T516 pura (1,20
mg), uestro tercer contaminante de interés.
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4.5 Evaluacién de la Pureza Fisicoguimica de Peroxisomicing Aj,
Iso-Peroxisomicinag A; y TS16

4.5.1 La Pureza Fisicogufmica de Peroxisomicina A;.

Para la evaluaci6n de la pureza de Peroxisomicina A 4 se analizaron los miximos de
Absorcion UV-Vis, las sefiales caracterfsticas en el espectro de de RMN !H, los valores
de Rf y el color de la fluorescencia en la CCF-FN y Ja CCF-FR, asf tambén el tp enla
CLAR-FR-C18, siendo todos los resultados obtenidos coincidentes con los reportados en

laliteratura29,

4.5.2 Pureza Fisicoqufmica de Iso-Peroxisomicina A,.

En el caso de la evaluacién de la pureza de Iso-Peroxisomicina A, obtuvimos
también resultados equiparable con los reportados en la literatura (el Punto de Fusi6n, los
méximos de Absorcién 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 tp de
Iso-Peroxisomicina A fue menor que el reportado para la Peroxisomicina A al utilizar

las mismas condiciones de trabajo2%. Esto es originado porque la columna C18 que
utilizamos durante esta investigacién es nueva y se ha observado que al envejecer ésta, el
tg de Iso-Peroxisomicina A cambia con respectoal de Peroxisomicina A, de tal manera
que con el tiempo se presenta un fenémeno (afin no aclarado) como el s¢ tepresenta en la
Fig. 21. Lo anterior origina que el ty del isémero en estas condiciones no sea un criterio
muy constante de pureza, de aqui la importancia de utilizar el Detector de Arreglo de
Fotodiodos como criterio de pureza (Fig. 9).

4.5.3 Pureza Fisicoqufmica de la TS16.

En la evaluaci6n de la pureza de 1a T516 obtuvimos resultados que coinciden con
los reportados en la literatura: los méximos de Absorcién UV-Vis, los valores de Rf y el
color de la fluorescencia en la CCF-FN, asf tambén el t; en la CLAR-FR-CI1By Ia

CLAR-FR-CR29-33,
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4.6 Evaluacion estadistica de las muestras de Peroxisomicina A;
contaminadas y no contaminadas. Establecimiento de los Limites de
Deteccién pars cada contaminante natural por las Pruebas del Control de
Calidad de la Peroxisomicina A, .

Para realizar lo anteriormente expuesto se prepararon dos soluciones de
Peroxisomicina A, 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, asf también para una solucién de Peroxisomicina A; sin
contaminar: confrolnegativo. Los resultados obtenidos se analizaron estadisticamente no
encontrando diferencia significativa entre las soluciones contaminadas. Posteriormente se
compararon los resultados contra el control negativo, logrando establecer los Limites de
Detecci6n para cada contaminante por cada prueba.

4.6.1 Anélisis estadistico de las soluciones de Peroxisomicina A,
contaminadas con Peroxisomicina A;. Los Limites de Deteccién para la
Peroxisomicina A,.

Al udlizar las CCF-FN y CCF-FR no fue detectada la presencia de Peroxisomicina
A3, comprobando que estas técnicas analiticas son poco seasibles en nuestro caso, aiin
m4s si es el ojo humano e] detector.

Por otro lado, al utilizar 1a relaciones de Absorbancias a las longitudes de onda
previamente establecidas, tampoco fue detectada la presencia de este contaminante, ya que
la Peroxisomicina A ; y la Peroxisomicina A , son diasteroisémeros, 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 A4 a partir de una concentracién del 1,80%, lo cual la
convierte en précticamente la tinica prueba de las actualmente en uso que permite detectar
la presencia de esta sustancia.

En cuanto a la prueba de la Inhibicién de la Catalasa, encontramos que no es
detectada la presencia de la Peroxisomicina A, en el rango de contaminaciones trabajadas,
Cabe sefialar que el porcentaje de Inhibicién reportado para la Peroxisomicina A ; es del
43% y para la Peroxisomicina Ay del 37.04%, por lo que ¢s comprensible que un
pequefic % de contamninacién de esta tiltima no afecta significativamente los resultados?3,
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4.6.2 Andlisis estadfstico de las soluciones de Peroxisomicina Ay
contaminadas con Iso-Peroxisomicina A;. Los Limites de Deteccién para
la Iso-Peroxisomicine A,.

De las pruebas Fisicoquimicas empleadas, de nueva cuenta mi el uso de la CCF-FN
ai la CCF-FR permitié detectar la presencia de Iso-Peroxisomicina A; por las mismas
razones cxpuestas con anterioridad. En el caso de utilizar las relaciones de Absorbancias a
las fongitudes de onda fijadas previamente, encontramos que no fue posible detectar la
presencia de esta impureza. Posteriormente utilizamos la relacién de Absorbancias a 480
nm/237nm, logrando detectar la Iso-Peroxisomicina A; a partir del 1,25 %, lo que la
convierte en una prueba més sensible para detectar este contaminante.

Por 1a CLAR-FR-C18 se detect6 a partir del 1,80%, observdndose un pequefio
hombro o desviacién de la simetria del pico a concentraciones menores del 7,50%. Al
utilizar el andlisis 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
andlisis espectral en este caso es de suma importancia por lo expresado anteriormente de
que el tp de lalso-Peroxisomicina A, cambia al envejecer la columna.

En la Prueba Biolégica de la Inhibici6én de la Catalasa, la presencia de la Iso-
Peroxisomicina A ; fue detectada a partir de una concentraci6n del 1,80% presentando un
aumento de la inhibici6n proporcional al porcentaje de contaminacién. Es necesario aclarar
que el porcentaje de Inhibicién reportado para la Peroxisomicina A, es menor que para la
Iso-Peroxisomicina A,, lo que nos sugiere pensar en una potenciacién del efecto
inhibitorio de la solucién mezcla para la Catalasa, por lo que serfa conveniente estudiar

més a fondo las propiedades de la Iso-Peroxisomicina A; (Km, Vmax)23,

4.6, Andlisis estadfstico de las soluciones de Peroxisomicina Aj
contaminadas con T516. Los Limites de Deteccién 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 deteccidn; esto debido a que
estas dos sustancias poseen un espectro de absorcién UV-Vis realmente muy diferente,
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De las relaciones de Absorbancia utilizadas fueron las de¢ 270nm/415nm y
270nm/222nm las m4s sensibles (1a detectan a pastir del 0,80%) debido a que la diferencia
mayor en sus espectros de absorcién estd precisamente entre los Z15am y los 300 nm
(Fig. 22).

Est4 reportado en la literatura?9-31.33 que la T516 presenta por CLAR-FR-C18 el
mismo t; que la Peroxisomicina A;, asf también que utilizando la CLAR-FR-CB se
pueden resolver perfectamente ambas sustancias.Por lo anterior al utilizar la CLAR-FR-
C8 a la longitud de onda a 300 nm, resulté ser més sensible para detectar 1a T516 y
logramos evidenciar la impureza a partir def 2,50% de contaminacién.

Por dltimo, al utilizar el ensayo de la Inhibicién de Catalasa, pudimos detectar la
T516 a partir de una concentracién del 2,50% y al igual que en las soluciones
contaminadas con la Iso-Peroxisomicina A existe un incremento en la inhibicién de esta
enzima proporcional a la concentracién de la impureza. De la misma manera que en el caso

anterior es necesario la caracterizacién de los valores de Km y Vmax de 1a T51623.

Con los resultados obtenidos en el presente trabajo estamos en condiciones de
diseilar un tipo de etiqueta para identificar a los lotes de Peroxisomicina A,, que
especifique la concentracién de cada uno de los contaminantes naturales: [a
Peroxisomicina A,, la Iso-Peroxisomicina A, y 1a T516 (Tabla 4).
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§. CONCLUSIONES

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

2.- En el caso de |2 Iso-Peroxisomicina A, se puede detectar por medio de la
Espectroscopfa UV-Vis utilizando ia relacién de Absorbancias a 280 mm/437 mm, a
partir de una concentracién del 1,25 % por medio del CLAR-FR-C18 y el ensayodela
Inhibicién de la Catalasa se puede detectar a partir de una concentracién del 1,80 %.

3.- As{ mismo la T516, es detectada por la Espectroscopfa UV-Vis utilizando
1a relacién de Absorbanciasa 430 nm/415 mm a partir de una concentracién del 5,00 %
y relacionando 1as Absorbancias a 270 nm/415 nm o 270 nm/222 nm es detectadaa
partir de una concentracién del 0,80%;la CLAR-FR-C8 y el ensayo de la Inhibicién
de la Catalasa permitieron detectarla a partir de una concentracién del 2,50 %.

4.- Por lo tanto de las pruebas incluidas en nuestro Control de Calidad, la mds
sensible para la Peroxisomicina A; fuela CLAR-FR-C18; mientras que para la
Iso-Peroxisomicina A, yla T516, fuc la Espectroscopia UV-Vis.
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RECOMENDACIONES

l.- Las soluciones de la Peroxisomicina A; contaminadas con la Iso-
Peroxisomicina A ola T516, mostraron un aumento la Inhibicién de la Catalasa respecto
de la solucién de la Peroxisomicina A ; sin contaminar; teniendo en cuenta que &l grado de
Inhibicién de esta enzima producido por la Iso-Peroxisomicina A, y la T516 puras es
menor que e] reportado para la Peroxisomicina A, los resultados por nosotros obtenidos
sugieren un posible potenciacién de la Inhibicién, lo cual deberfa ser estudiado con

pruebas cinéticas m4s especificas?3.

2.- En la baterfa de pruebas que incluye el Control de Calidad de la Peroxisomicina
Aj, 1a mds sensible results ser la Espectroscopfa UV-Vis de orden cero, por lo que se
sugiere utilizar la Espectroscopia de Derivadas y/o Calibracién Bivariante, con el objetivo
de encontrar ima disminucion en el Limite de Detecci6n recién establecido38.39,40,
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CH:0 o,

Fig. 1. Estructura quimica de la Podofilotoxina aislada de Podophyllum
hexandrum y P. peltatum.



Fig. 2. Estructuras quimicas de la Vinblastina y Vincristina aisladas
del Cantharantus roseus.
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Fig. 4. Compuestos antracenénicos aislados de Karwinskia
humboldtiana por Dreyer y cols., en 1975.
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Fig. 5. Diasteroisémero e Isémero posicional de la T 514 aislados
de las Karwinskia parvifolia, K. tehuacana 'y K. umbellata por

Waksman y cols., en 1990 y 1992.
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Peroxisomicina A1l

OMe OH O

OH
@ OH
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Peroxisomicina A3 T 516
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uef SO QO e
OH OH

Iso-Peroxisomicina A1

Fig. 6. Isémeros de la Peroxisomicina Al aislados de K. parvifolia por
Rivas, en 1995.
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durante el proceso de purificacién de la Peroxisomicina Al.
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Fig. 25. Cromatogramas de las soluciones de Peroxisomicina A1 -
contaminadas con diferentes concentraciones % de T516.
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Porcentaje
Karwinskia T514 TS44 T496
humboldtiana 0.70 1.60 0.80
mollis 0.95 1.33 1.08
umbellata 0.05 0.75 0.50
subcordata 1.07 1.51 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
Johnstonii - 2.10 0.70
= No detectado

Wakiman y cols., 1989

Tabla No. 1. Porcentaje de toxinas en diferemtes especies del gémero
Karwinskia que existen en el pafs.

Compuesto Clg o (gpM) % de actividad

3.9 pM)

Peroxisomicina A, 334+ 099 45.29 + 1.38

Peroxisomicina A, 364+ 1.10 48.06 + 1.38

Flegmacina A 633+ 2.79 62.05 + 1.64

Flegmacina A, 854+ 3.23 64.62 +1.59

T544 40.08 + 1.57 100.00

T496 99.50 + 19.03 100.00

T510 120.00 + 10.44 100.00

Aminotriazol 4x 10° 100.00

Moreno y cols., 1995.

Tabla No. 2. Efecto imhibitorio (Clso) de compuestos antracenénicos sobre

Ia Actividad de Catalasa y el porcentaje de actividad de la enzima a
nua concentracién constante de estos compuestos.
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97-4-12 _de Peroxisomicina A,

i Obtenido del fruto de: X, parvifolia

Lugar y fecha de colecta: Bajosori, Sin. 1079

Fecha de obtencion: 12-04797

Cantidad: 12 g

Contiene:
< 1,80 % p/p de Peroxisomicina A,
< 1,25 % p/p de Iso-Peroxisomicina A,

< 0,80 % p/p de T516.

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