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RESUMEN

El género Argemone pertenece a la familia Papaveraceae, este género tiene un latex de
blanco a amarillo, comprende alrededor de 20 especies que se encuentran en climas
templados y tropicales en América, a excepcidn de una especie nativa de Hawai, ademas
de que especies como Argemone mexicana estd ampliamente distribuida en el mundo
(Carvajal, 2007). En México se les conoce como “chicalote”, estas han sido usadas en la
medicina tradicional mexicana para el tratamiento: contra afecciones de los ojos, como
cataratas, y la piel; tos, bronquitis, asma; y por sus propiedades como sedativas,
anticonvulsivas y calmantes (Sanchez-Mendoza, Castillo-Henkel y Navarrete, 2008).
Asimismo, esta género tiene una presencia de diversos alcaloides, entre estos se
encuentran bencilisoquinolinas, benzofenantridinas, protoberberinas, protopinas y

pavinas.

En este estudio se llevd a cabo el analisis del perfil de alcaloides por HPTLC y GC-EIMS de
Argemone ochroleuca Link & Otto y Argemone platyceras Sweet. Se encontrd que, para la
primera especie, algunos alcaloides presentes son de tipo protoberberina mientras que en
la segunda hay alcaloides de tipo pavina. Ambas especies comparten alcaloides tipo
protopina. El analisis por HPTLC también demostrd la distribucidon de alcaloides en los
tejidos analizados, asi como la diferencia en la concentracion en estos. A partir de este
analisis fue posible llevar a cabo estudios de actividad bioldgica, en los cuales
encontramos que los extractos de tejido de corteza de raiz, tejido vascular de raiz y
capsula verde de Argemone platyceras, mostraron actividad inhibitoria sobre
acetilcolinesterasa; mientras que, el extracto de cépsula seca de Argemone ochroleuca

resulté tener potencial actividad inhibitoria de quorum sensing.

Asi podemos decir que la diversidad de alcaloides presentes en las especies del género
Argemone que se analizaron en este estudio, les confieren a estas, una variedad de
actividades bioldgicas diferentes dependiendo de la especie. Con los datos obtenidos por
HPTLC y GC-EIMS se puede contribuir a aumentar el acervo de informacién acerca de las

plantas de medicinales mexicanas.

vii
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ABSTRACT

The Argemone genus belongs to the Papaveraceae family, this genus has a white to yellow
latex, comprise around 20 species found in America in areas with mild to tropical weather,
except one specie that is Hawaii native, besides species like Argemone mexicana are
widely distributed worldwide (Carvajal, 2007). In Mexico are known as “chicalote”, this
plants had been use in the traditional mexican medicine for the treatment against skin
and eyes conditions, like cataracts; cough, bronchitis, asthma; and for its sedatives,
anticonvulsant and calming properties (Sdnchez-Mendoza, Castillo-Henkel y Navarrete,
2008). Likewise, this genus has the presence of several alkaloids, among this are the

benzylisoquinolines, benzophenanthridines, protoberberines, protopines and pavines.

In this study we carry on the alkaloid profile analysis of Argemone ochroleuca Link & Otto
and Argemone platyceras Sweet by HPTLC and GC-EIMS. We found that, for the first
specie, some alkaloids are protoberberine like while in the second one the alkaloids are
pavine like. Both species share protopines alkaloids. The HPTLC analysis shows the
alkaloids distribution in the analyzed tissues, as well as its concentration. With this
analysis was possible to do biological activity studies, in which we found that the root
cortex tissue, root vascular tissue and green capsule extracts of Argemone platyceras
show inhibitory activity against acetylcholinesterase; while the dry capsule extract of

Argemone ochroleuca show potential as inhibitor of quorum sensing.

We could say that the alkaloid diversity in the genus Argemone species studied here, give
them a large variety of biological activities depending on the specie. With the HPTLC and

GC-EIMS data we contribute to increase the information about mexican medicinal plants.

viii
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I. ANTECEDENTES

Productos naturales

Los productos naturales son compuestos organicos relativamente pequefios, con pesos
moleculares de hasta 2,000 Da. Son producidas por un diversos organismos vivos, como
hongos, anfibios, reptiles e incluso mamiferos, aunque se encuentran mas comunmente
en plantas. En estas Ultimas la presencia de estos compuestos varia desde la raiz hasta la
parte aérea, asi como si la muestra se encuentra seca o fresca. Suelen ser intermediarios
en procesos metabdlicos, aunque aun no se sabe con certeza si estan involucrados en el

metabolismo primario de los organismos que los producen (Cooper y Nicola, 2015).

Son encontrados en organismos especificos que pertenecen a grupos filogenéticos
limitados, o grupos de organismos. Se ha sugerido que no son producidos bajo todas las
condiciones, algunas veces se producen debido a la limitacidon de nutrientes, durante la
idiofase, como sustancias de defensa o moléculas reguladoras, en la mayoria de los casos

aun no se conoce la funcidn que estos desempenan en el organismo (Paul, 2002).

Los productos naturales o metabolitos secundarios se han organizado en tres grupos

principales: compuestos terpenoides, compuestos fendlicos y compuestos nitrogenados.

1.Compuestos terpenoides: La familia mas grande y diversa de productos naturales,
pueden ser desde estructuras lineales de cinco carbonos a policiclicas de cientos de
unidades isoprenoides. Son producto de la condensacién de unidades de cinco
carbonos Ilamadas isopreno, que se pueden unir de tres maneras diferentes ya sea a
través de la iso-terminal o el opuesto. Se clasifican en base al nimero de unidades
isoprenoides presentes: monoterpenos y sesquiterpenos, diterpenos y sesterpenos,
triterpenos y tetraterpenos (Agostini-Costa et al., 2012). Son sintetizados a partir del
acetato a través de la ruta del acido mevaldnico. A este grupo pertenecen los

esteroides, carotenoides, glicdsidos, entre otros. Es el grupo mas importante de
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compuestos bioactivos con aproximadamente veintitrés mil estructuras conocidas en
plantas, algunos son compuestos son ampliamente usados en la industria como
saborizantes, fragancias y especias.

2. Compuestos fendlicos: Son el segundo grupo mads grande de metabolitos secundarios
gue se sintetizan en plantas, dentro del cual se encuentran los flavonoides, taninos,
estilbenos, curcuminoides, entre otros. Poseen actividad antioxidante, antiinflamatoria,
anticarcinogénica, etc. Tienen una gran variedad de estructuras, pero todas coinciden
en poseer un anillo aromatico hidroxilado.

3. Compuestos nitrogenados: Los metabolitos de este grupo poseen atomos basicos de
nitréogeno, son producidos por una gran variedad de organismos, algunos son toéxicos

para otros organismos y tienen diferentes efectos farmacolégicos (Kabera et al., 2014)

El interés en los productos naturales no es Unicamente académico, sino que se ha
demostrado que tienen una gran variedad de usos como colorantes, polimeros, fibras,
pegamentos, aceites, ceras, saborizantes, perfumes y drogas. Las numerosas propiedades
bioldgicas de estos compuestos han dirigido la mirada a este campo en la bldsqueda de
nuevas drogas, antibidticos, insecticidas y herbicidas. Al mismo tiempo este creciente
interés ha derivado a la reevaluacidn de posibles funciones de estos compuestos dentro

de las plantas (Croteau, Kutchan y Lewis, 2000).

10
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Alcaloides

Los alcaloides han sido un tépico de fascinaciéon en el pasado, y en la actualidad, son
objeto de un gran interés cientifico y econdmico, especialmente en la medicina y la

industria farmacéutica (Aniszewski, 2015).

La primera persona en utilizar el término alcaloide fue W. MeiBner a principios del siglo
XIX, para nombrar compuestos naturales que reaccionaban como bases, es decir como
“alcalis”. En la actualidad no existe una definicion simple y concreta de lo que es un
alcaloide, ademas de que puede ser dificil distinguir a los alcaloides de otros metabolitos
secundarios que contienen nitrégeno, asi, la descripcion mas utilizada es que son bases
organicas heterociclicas nitrogenadas de limitada distribucién; aunque puede no ser la

mas acertada (Bruneton, 1995).

En 1803, Derosne un boticario francés aislé de la “adormidera”, Papaver somniferum, el
alcaloide ahora conocido como noscapina y en 1805 Sertiirner logré aislar la morfina de la
misma especie, aunque es a este ultimo al que se le atribuye el hecho de haber aislado el
primer alcaloide. A pesar de esto, y debido a que la estructura de la mayoria de los
alcaloides es bastante compleja, no fue sino hasta 1840 que se logré elucidar por primera

vez la estructura de un alcaloide, la coniina, la cual fue sintetizada en 1889.

Para mediados de 1940, los alcaloides ya se habian estudiado por cerca de 150 aiios, lo
gue resultaria en el aislamiento de alrededor de 800 compuestos, posteriormente, con los
avances tecnoldgicos en los 50 afos posteriores este nimero se incrementaria hasta llegar

a un aproximado de 10000 (Evans, 2009).

Los alcaloides son casi siempre heterociclicos y pueden tener bases primarias, secundarias
y terciarias, asi como grupos amonio cuaternario. Los quimicos enfatizan que los
alcaloides son cualquier grupo de compuestos heterociclicos complejos que contengan

nitrégeno, los cuales tienen una fuerte actividad fisioldgica, tienden a ser toxicos, y tienen

11
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sus propias propiedades basicas; asimismo, se debe tener en cuenta que hay algunas
excepciones a esta definicion. Los cientificos reconocen que son de vital importancia para

la biologia, medicina y quimica (Aniszewski, 2015).

Los alcaloides en plantas se encuentran en estado libre como sales o N-Oxidos,
generalmente estdn compuestos por carbono, hidrégeno y nitrégeno, y la mayoria
contienen oxigeno. Suelen tener forma cristalina, amorfa, inodora y son no volatiles, sin
embargo, algunos compuestos de bajo peso molecular y con ausencia de oxigeno en su
estructura pueden aparecer de forma liquida. Asimismo, la mayoria de los alcaloides son
incoloros, aunque existen en la naturaleza algunos alcaloides que tienen color, como el
color amarillo de la berberina y la colchicina, rojo de la betaina y la sanguinarina, naranja

de la canadina (Kukula-Koch y Widelski, 2016).

Los alcaloides pueden ser clasificados segun cuatro aspectos, los cuales se mencionan a

continuacion:

1. Por su actividad bioldgica y ecolégica

2. Por su relacién con la innovacién quimica y tecnolégica.
3. Por su estructura quimica.

4. Por su ruta biosintética.

Estas dos ultimas son las clasificaciones mas utilizadas dentro de la comunidad cientifica,

pues proveen la informacidn necesaria para el estudio de éstos.

Por su estructura quimica se produce la clasificacién mdas grande. La mayoria de los
alcaloides provienen de la biosintesis a partir de aminodacidos, como: ergots, tropanos,
imidazoles, indoles, bisindoles, indolizidinas, manzamines, oxindoles, quinolinas,
quinolizidinas, fenilisoquinolinas, feniletilaminas, piperidinas, purinas, pirrolidinas,

pirrolizidinas, pirroindoles, piridinas, tetrahidroisoquinolinas. Sin embargo, otros surgen

12
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de reacciones de aminacion de diferentes tipos de sustratos como los siguientes:

sesquiterpenos, esteroides, terpenoides, diterpenos y triterpenos.

En cambio, la clasificacidn por ruta biosintética se basa en los precursores moleculares en

comun, basados en la ruta bioquimica para formar la molécula.

Se dividen en tres tipos principales:

a) Alcaloides verdaderos, son los derivados de aminoacidos y poseen un nitréogeno
dentro de un anillo heterociclico, altamente reactivos y con actividad bioldgica
aun en dosis bajas;

b) Protoalcaloides, son compuestos en donde el 4&tomo de nitrégeno derivado del
aminodcido no es parte de un heterociclo, forman una minoria dentro de los
alcaloides;

c¢) Pseudoalcaloides, en los cuales el esqueleto de carbono no proviene de
aminodacidos, aunque puede estar conectado a sus rutas, suelen resultar de
reacciones de aminacidon o transaminacion, sin embargo, también pueden derivar

de precursores no-aminodacidos.

De todos los metabolitos secundarios, los alcaloides son las moléculas con mayor variedad
de beneficios y usos verificados, pueden ser considerados como sumamente utiles y
también como altamente peligrosos. Son abundantes en las plantas superiores, casi el

25% de estas contienen este tipo de moléculas (Aniszewski, 2015).

Dentro de las Pteridofitas y Gimnospermas los alcaloides de los géneros Lycopodium,
Ephedra y Taxus tienen interés medicinal, mientras que la distribucién en los
Angiospermas es desigual. Los érdenes de Dicotileddneas: Salicales, Fagales, Cucurbitales
y Oleales parecen no contener alcaloides. Mientras que son frecuentes en los 6rdenes
Caryophyllales, Magnoliales, Ranunculales, Rosales, Rutales, Gentiales, Tubiflorae y

Campanulales(Evans, 2009).
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Los alcaloides estan ampliamente distribuidos en plantas superiores, por ejemplo, en las
familias Apocyanaceae, Ranunculaceae, Papaveraceae, Solanaceae y Rutaceae. Se

encuentran distribuidos en diferentes 6rganos de la planta (Wansi et al., 2013).
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Tabla 1. Familias de Gimnospermas en donde se encuentran especies con alcaloides, precursores

aminoacido y ejemplos de géneros que los contienen.

Aminoacido del
que derivan sus
alcaloides

Géneros que contienen alcaloides (ejemplos)

Apocynaceae L-triptéfano Rauvaolfia, Catharanthus, Tabernaemontana, Strophanthus,
Alstonia

Asteraceae L-ornitina, L- Senecio, Jacobea, Agregantum, Verbesina, Artemisia
triptéfano

Loganiaceae L-tirosina Strychnos, Gelsemium, Fagraea

Papaveraceae L-tirosina Papaver, Chelidonium, Glaucium, Eschscholzia, Argemone

Rutaceae Acido antranilico, Dictamnus, Euxylophora, Skimmia, Pilocarpus, Zantholyum
L-histidina

Solanaceae L-ornitina Atropa, Deboisia, Datura, Capsicum, Hyoscyanus

Erythroxylaceae L-ornitina Erythoxylum

Boraginaceae L-ornitina Heliotropium, Helotrium, Anchusa, Echium, Pulmonaria

Fabaceae

L-ornitina, L-lisina,
L-triptéfano

Crotalaria, Lupinus, Cytisus, Sophora, Chronantus

Menispermaceae L-tirosina Stephania, Curare, Epinetrum, Cissampelos, Spirospermum
Berberidaceae L-tirosina Berberis, Mahonia, Nandina
Ranunculaceae L-tirosina Hydrastis, Thalictrum, Aconitum, Delphinium, Nigella
Liliaceae L-tirosina Kreysigia, Colchinium, Veratrum, Fritillaria, Paris
Rubiaceae Coffea, Theaceae, Sapinidaceae, Sterculiaceae, Waltheria
Amaryllidaceae L-tirosina Galanthus, Boophone, Zephyranthes, Pancratium, Leucojum

Elaegnaceae

L-triptéfano

Elaeagnus, Hippophae

Zygophyllaceae

L-triptofano, acido
antranilico

Peganum, Nitraia, Fagonia, Tribulus

Tomado de Aniszewski, 2015
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Tabla 2. Alcaloides representativos de familias que tienen como precursores el aminoacido L-tirosina.

Alcaloides representativos

Familia Especies representativas

Graminae Hordeum vulgare Hordenina, tiramina
Lophophora williamsii Mescalina, anhalamina, anhalonina,
Cactaceae s
anhalinidina
Corydalis spp. Salsolinol
Papaveraceae
Papaver somniferum Morfina, codeina, papaverina
Chrondrondendron Curare
tomentosum o
. Fragchinolina
Menispermaceae . .
Cissampelos pereira ) )
Dicentrinona
Stephania dinklagel

Loganiaceae

Strychnos toxifera

Turbocurarina

Berberidaceae

Berberis spp.

Berberina, berbamina, glaucina

Nandina domestica Nantenina
Hydrastis canadensis Hydrastina
Ranunculaceae
Thalictrum orientale Fuzitina

Fumariaceae

Corydalis flabellate

Dicentra spp.

Spallidamina, oxosanguinarina

Bicucullina, metiodina

Liliaceae

Kreysigia multiflora

Colchium autumnale

Autumnalina, floralmultina, kreysigia

Colchicina

Rubiaceae

Cephaelis ipecacuantha

Mitragyna speciosa

Emetina, cefalina, secolaganina

Mitraginina

Amaryllidaceae

Leucojum vernum
Lycorus radiata
Galanthus spp.

Galanthus plicatus

Pancratium sickenbergeri

Zeohyranthes citrina

Licorina, leucovernina
Licorina

Galantamina
Galantindol
Hippadina, pancracina

Maritidina, vittatina

Modificada de Aniszewski, 2015
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Familia Papaveraceae

La familia Papaveraceae pertenece al grupo de las Angiospermas, consta de

aproximadamente 40 géneros y alrededor de 900 especies (The Plant List, 2010).

Dentro de esta familia se encuentra Papaver somniferum L., la “adormidera”, de la cual se
extraen el opio y drogas como la morfina y la heroina. Se le considera una de las familias
mas importantes debido su variado contenido de alcaloides, por lo cual son ampliamente

estudiadas.

Botanicamente las plantas de esta familia son herbaceas, algunas veces lefiosas, que
poseen un latex con color, con hojas en un orden alternado, las cuales suelen estar
dispuestas en roseta basal; sus flores son solitarias, algunos géneros presentan
inflorescencias casi siempre racimosas; son hermafroditas; llegan a tener de 2 a 6 sépalos
gue pueden estar unidos en uno solo, usualmente caducos; tienen de 4 a 6 pétalos
ausentes, libres e incluso algo connados, frecuentemente caducos; estambres numerosos,
libres o con filamentos unidos en forma de dos falanges; ovario supero, unilocular, 2 o
mas carpelos, dvulos en 2 0o mds placentas parietales, algunas veces solo 1 évulo fértil,
estilo corto o largo, suele estar ausente o caedizo; fruto capsular polispermo, dehiscente

por poros o valvas, muy infrecuentemente monospermo o indehiscente (Carvajal, 2007).
Género Argemone L.

El género Argemone pertenece a la familia de Papaveraceae, este género se identifica por
tener un latex de blanquecino a amarillento. Existen poco mas de 20 especies originarias
de regiones templadas y tropicales casi exclusivamente de América, aunque la Argemone
mexicana es una planta introducida en varias partes del mundo. En México se les llama
con el nombre comin “chicalote”, ademads de que es usada para tratar afecciones de los
ojos vy la piel. Se comportan como malezas, su habitat cominmente son las parcelas de

descanso y los bordes de los caminos (Carvajal, 2007).
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Argemone ochroleuca Link & Otto

Esta especie esta reportada en la herbolaria mexicana como remedio para la tos,
bronquitis, asma, remocién de cataratas, ademds de poseer propiedades sedativas,
anticonvulsivas,  tranquilizantes, antidiabéticas y antiespasmddicas.  Algunas
investigaciones sobre la especie, sugieren la presencia de alcaloides como la sanguinarina,
queleritrina, protopina, berberina, dihidrosanguinarina, dihidroqueleritrina, a-
alocriptopina, heleritrina, queilantifolina, esculetrina, reticulina y coptisina (Sanchez-

Mendoza, Castillo-Henkel y Navarrete, 2008).

Su descripcién botdnica se refiere que es una planta anual o perenne de vida corta, glauca,
con presencia de latex de color amarillo a naranja, de 0.30 a 1.5 m de alto, con espinas
rectas, blanquecinas, espaciadas con diferentes longitudes que se encuentran en tallo,
hojas y capsula; de uno o pocos tallos, que se ramifican en las partes superiores; hojas
inferiores dispuestas en roseta basal, de oblanceoladas a elipticas, de hasta 35 cm de
ancho y aproximadamente 7 cm de ancho, las hojas superiores suelen ser de menor
tamanio, l6bulos oblongos, dentados de forma irregular, estos suelen tener una fina espina
apical, envés con pocas espinas; botones florales en forma de cilindro, cuerpo de 8 a 18
mm de largo y 4 a 22 mm de ancho; 3 o mds espinas sobre los sépalos, , cuernos apicales
divergentes; pétalos amarillos, mas frecuentemente color crema e incluso blancos,
obcuneiformes a elipticos; estambres de 20 a75, con filamentos y anteras amarillas,
estigma purpura; capsulas de 3 a 6, de 2 a 5 cm sin tomar en cuenta espinas (Carvajal,

2007). Ampliamente distribuida en México, especialmente en la altiplanicie.

En lo que se refiere a los compuestos bioquimicos presentes en la planta, los mas
estudiados han sido los alcaloides, en un estudio sobre la incidencia de glaucoma en
relacion con la presencia de alcaloides en amapolas se determind que también se hallaban
presentes berberina, coptisina y sanguinarina (Hakim, 1954). Un par de afios después,

Giral y Sotelo en 1959 en México aislaron de esta planta dos alcaloides: protopina y
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alocriptopina; mismos compuestos identificados en Argemone mexicana (Verpoorte et al.,

1983).

Una década mas tarde fueron descritos diez alcaloides, dentro de estos se encuentran los
cinco mencionados anteriormente ademas de la quelantifolina, queleritrina, la cual se
menciona en el articulo de Hakim, sin embargo, marcan como no presente, al
metohidréxido de a-canadina, metohidréxido de estilopina y metohidréxido de a-
tetrahidropalmitina (Haisova & Slavik, 1973).En 1983, se publicé un nuevo estudio sobre
sus metabolitos, esta vez agregando solo dos mas a la lista, la esculerina y la reticulina,
siendo la primera vez que se mencionan como componentes de los extractos de la planta
(Israilov, Chelombit’ko and Nazaroza, 1987). Por ultimo, se mencionan en la literatura dos
compuestos mads, la dihidrosanguinarina y la dihidroqueleretrina (Takken, Fletcher y

Blaney, 1993).

Figura 1. Argemone ochroleuca Link & Otto.
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Existe escasa informaciéon de la actividad biolégica de los componentes de Argemone
ochroleuca en la literatura. Uno de los pocos articulos referentes a esto es el de Sanchez-
Mendoza, Castillo-Henkel y Navarrete (2008), en donde se estudia el comportamiento de
tres extractos de la planta como relajantes del musculo traqueal en cuyos, reportando que
efectivamente existe esta actividad, sobre todo en el extracto que realizaron con
diclorometano; ademas de comparar dicho efecto con el de otros relajantes y la relacién
de estos con sus antagonistas, observando que en algunos casos estos ultimos no
afectaban la acciéon del extracto. De igual forma aislaron el compuesto de interés
determinando por rayos X y por comparacidon espectros de técnicas como H NMR, 13C

NMR, IRy MS, que se trataba de la berberina.

Singh y otros (2010) valoraron la inhibicién de los extractos de alcaloides ternarios y
cuaternarios a la germinacién de distintos hongos patégenos de plantas entre ellos
algunos pertenecientes a los géneros Alternaria, Helminthosporium, Fusarium, Curvularia
y Colletotrichum. En el caso de la mezcla de compuestos ternarios la inhibiciéon fue
completa a baja concentracién para Fusarium udum y Helminthosporium sp. Para los
alcaloides cuaternarios Curvularia sp. y Colletotrichum musae fueron los mas sensibles.
Todos los demds hongos también sufrieron alta sensibilidad a ambas mezclas y a sus
diferentes concentraciones. Sin embargo, en este caso no hubo identificacion de los

compuestos que estaban presentes en los extractos estudiados.

Otro de los estudios es de Hernandez y otros (2011) en donde se evalua la actividad
antimicrobiana del extracto metandlico de la planta contra trece bacterias y nueve
hongos; encontraron que existia actividad antibacterial contra cuatro bacterias Gram
positivas y dos Gram negativas, ademas de que estas ultimas eran menos sensibles que las
primeras. En el caso de la actividad antifungica solo dos especies fueron afectadas,
Candida albicans (cepa clinica) y Cryptococcus neoformans. Igualmente determinaron la
identidad del compuesto activo por IR y cristalografia de rayos X, siendo la misma

molécula que el articulo antes mencionado, la berberina.
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Argemone platyceras Sweet

Esta especie perteneciente a la familia Papaveraceae, es una maleza espinosa anual con
flores blancas. Estd distribuida en la Ciudad de México y en los estados de Michoacan,
Morelos, Puebla, Veracruz y Tlaxcala. Es una maleza muy comun en los campos de cultivo
abandonados, sobre suelos volcanicos de regiones elevadas (Martinez y Castillo, 2008).
Varias etnias mexicanas utilizan la infusién de las flores como remedio para la tos,
bronquitis y neumonia. Dentro de los compuestos reportados en esta planta se
encuentran principalmente alcaloides isoquinolinicos terciarios y cuaternarios entre los

que destacan la platycerina, munitagina, argemonina y protopina (Siatka et al., 2017).

Su descripcidon botanica indica que es una planta herbdcea anual, que tiene un latex
amarillo, de 30 a 80 cm de alto: tallo uno o pocos, que se ramifican en direccidn al apice,
el cual tiene espinas de largo similar; hojas glaucas, inferiores oblanceoladas, medianas y
superiores elipticas de aproximadamente 30 cm de largo a 13 cm de ancho, algunas veces
abrasadoras en la base, dentadas con terminacién en espina fina, haz y envés provistos de
espinas; botones florales en forma de cilindro, de 18 a 24 mm de largo y de 14 a 18 mm de
ancho, con moderada presencia de espinas; flores carentes de bracteas, pétalos blancos,
algunas veces ligeramente amarillos en su base, muy poco frecuente rosados o con el
borde rosado, obcuineiformes; estambres con filamentos amarillos claro a rojizo-morado,
anteras amarillas a moradas; estigma subsésil color purpura; capsulas de 4 a 5 carpelares,
ampliamente elipsoides, de 2.5 a 4.5 cm de largo, sin tomar en cuenta las espinas que son

abundantes, delgadas y fuertes; semillas de 2 mm de didmetro (Martinez y Castillo, 2008).

La informacidn referente a esta especie es muy poca, en comparacion con otras especies
de este género. Hay pocos articulos relacionados con la presencia de alcaloides en A.
platyceras, ademas de no ser actuales. La poca informacién disponible se presenta en
articulos o tesis que recopilan los datos de diversas especies, como la tesis “Study of the

alkaloids of Argemone ochroleuca in Saudi Arabia”. En esta tesis se menciona que algunos
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de los alcaloides encontrados en A. platyceras son: reticulina, estilopina, argemonina,
norargemonina, munitagina, platycerina, alocriptopina, protopina y berberina (Al-Hayyan,

2006).

Cabe mencionar que Unicamente hay dos articulos que hablan sobre la actividad bioldgica
qgue presentan los componentes de esta planta. En 2005, el grupo de Fernandez y
colaboradores, realizaron un estudio sobre las propiedades antiasmaticas de la especie,
asi como la identificacion del compuesto activo. Llevaron a cabo un estudio similar al
realizado por Sanchez Navarrete para A. ochroleuca, utilizando musculo traqueal de cuyo.
Sin embargo, en este estudio el compuesto al que se le atribuye el efecto relajante de

musculo traqueal es la isoquercitrina.

Posteriormente, en 2017, Siatka y colaboradores presentaron un articulo respecto a la
actividad como inhibidores de colinesterasa de algunos alcaloides aislados del A.
platyceras, pues se sabe que algunos alcaloides poseen dicha actividad. En el estudio
tuvieron resultados positivos respecto a esta actividad. Siendo la munitagina el compuesto

con mas activo, dentro de los alcaloides aislados.
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Figura 3. Argemone platyceras Sweet
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Colinesterasas

Las colinesterasas son una familia de enzimas que catalizan la hidrélisis del
neurotransmisor acetilcolina en colina y acido acético, una reaccién que permite que las
neuronas colinérgicas regresen a su estado basal después de ser activadas. Estas se

pueden dividir en dos tipos.

1. Acetilcolinesterasa: (AChE) se encuentra en diversos tipos de tejido conductivo;
como nervios, musculos, tejidos centrales y periféricos, fibras motoras y
sensoriales, y fibras colinérgicas y no colinérgicas. Aunque su actividad es mucho
mayor en neuronas motoras que en sensoriales. Esta también se encuentra en las
membranas de los gldbulos rojos, donde se constituye el antigeno Yt. Se encuentra
en diferentes formas moleculares, las cuales pueden tener propiedades cataliticas
similares, pero varian en el ensamble oligomérico y en el modo al que se adhieren
a la superficie de las células.

2. Pseudocolinesterasa: (BuChE) conocida como colinesterasa de plasma,
butirilcolinesterasa o acetilcolina acilhidrolasa es encontrada principalmente en el

higado.

Los inhibidores de acetilcolinesterasas o anticolinesterasas, evitan que la colinesterasa
lleve a cabo la hidrdlisis de la acetilcolina, aumentando los niveles de esta ultima y la
duracion de la accién iniciada por el neurotransmisor. Estos también se dividen en dos
grupos: reversibles e irreversibles. Los primeros se pueden separar a su vez en
competitivos y no competitivos, y suelen tener aplicaciones terapéuticas. Sin embargo,

a los irreversibles se les han atribuido efectos toxicos.
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Figura 5. Estructura 3D de la acetilcolinesterasa de Torpedo californica con presencia de un inhibidor del
sitio activo (Silman y Sussman, 2008).
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Figura 6. Representacion esquematica de la acetilcolinesterasa a) los sitios de unién de AChE basados en
estudios bioquimicos posteriores a la determinacion de su estructura 3D. ES, sitio estearico; AS, sitio
anidnico; ACS, sitio de union de cationes aromaticos; PAS, sitio de unidn periférico antienico; b) Hidrdlisis
enzimatica de ACh por AChE.
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Los inhibidores de aceticolinesterasa reversibles tienen un papel farmacolégico
importante en el control de dicha enzima. Estos pueden incluir compuestos que poseen
distintos grupos funcionales como carbamatos o aminas terciaras y cuaternarias,
actualmente algunos de estos han sido aplicados en el diagndstico y tratamiento de
diversas enfermedades como: miastenia gravis, Alzheimer, distencion de la vejiga,

glaucoma etc. (Colovic et al., 2013).

Alcaloides como inhibidores de acetilcolinesterasa

El sistema colinérgico tiene un papel importante en el proceso de aprendizaje y en la
memoria, por lo que la disfuncién de éste es consistente con la constante pérdida de
memoria observada en el padecimiento de Alzheimer. La hipdtesis colinérgica propone
qgue la restauracién de la neurotransmisidon colinérgica es una estrategia Util que puede
aumentar la disponibilidad de la acetilcolina sinaptica y aminorar la pérdida de memoria

en pacientes con esta enfermedad.

Los tratamientos aprobados para el Alzheimer se centran en el enfoque colinérgico de
mejorar la neurotransmisién. Estos medicamentos son: donepezil, rivastigmina vy
galantamina. Siendo este ultimo un alcaloide que se aisld por primera vez de la Galanthus

nivalis y algunas otras especies pertenecientes a la familia Amaryllidaceae.

Actualmente hay algunos inhibidores de colinesterasas que han sido aislados de diversas
fuentes naturales, sin embargo, la mayoria de estos solo ha mostrado actividad in-vitro,
siendo un porcentaje bajo el que ha sido probado en modelos animales, en donde es
importante probar su capacidad para atravesar la barrera sangre-cerebro y tener los

efectos benéficos en éste.

Dentro de estos inhibidores de colinesterasas, los alcaloides son considerados como los

mejores candidatos para su uso en el tratamiento de Alzheimer debido a sus estructuras
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gue contienen nitrégeno, puesto que en los sitios de unién de la acetilcolinesterasa

involucran la interaccién con el nitrégeno con carga positiva.

Muchos de los alcaloides que poseen actividad anticolinesterasa han sido descritos en
diferentes familias de plantas, como los alcaloides isoquinolinicos de la familia
Amaryllidaceae y Papaveraceae; esteroidales en Buxaceae; quinolizidinas en
Lycopodiaceae, y alcaloides inddlicos de las familias Apocynaceae y Rubiaceae (Konrath et

al., 2013).
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Quorum sensing

Una de las mas grandes inquietudes en salud publica en la actualidad es el surgimiento y
proliferacion de cepas microbianas que han desarrollado resistencia multiple a drogas,
debido a esto los investigadores se han dado a la tarea de buscar nuevos microorganismo
productores de antibidticos u otras alternativas que sirvan para manipular la virulencia en

patégenos.

El quorum sensing es un sistema de comunicacién célula a célula ampliamente observado
en procariontes, en donde no solo se da una interaccidn entre estos en su proximidad
cercana, sino que se toman decisiones colectivas. Este sistema es capaz de controlar la
expresion y regulacion de procesos mas alla de las respuestas celulares normales, como
puede ser la bioluminiscencia, la formacién de biopeliculas, la regulacion de genes de
virulencia, la produccién de antibiéticos, la fijacién de nitrégeno, la biocorrosion, la

formacién de esporas, etc. (Kalia y Purohit, 2011)

Debido a la variedad de procesos que regula y los efectos que tiene sobre la agricultura y
la salud, los estudios sobre el quorum sensing han aumentado notablemente en los
ultimos afios. Uno de los aspectos que mas ha llamado la atencién es la posibilidad de
utilizarlo como una herramienta terapéutica para el tratamiento de infecciones
bacterianas. Los antibidticos usados en la actualidad se centran en inhibir procesos que
son esenciales para la supervivencia de las bacterias, sin embargo, esto ha desembocado
en mutaciones selectivas de bacterias resistentes a antibidticos. Asimismo, los sistemas de
quorum sensing que utilizan algunas bacterias patégenas para regular su virulencia no son
primordiales para la supervivencia de estas, por lo que esto podria disminuir la
patogenicidad sin llevar a las bacterias a niveles en donde deban realizar mutaciones

(Galloway et al., 2011).
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gen objetivo

Figura 7. Representacion esquematica del mecanismo de comunicacion bacteriana conocido como quorum
sensing.

Figura 8. Estructura 3D de CViR de Chromobacterium violaceum unida al inhibidor clorolactona (Tomada
de Papenfort y Bassler, 2016).
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En la via regulatoria de genes por quorum sensing, las bacterias producen, intercambian,
perciben y responden a sefiales bioquimicas llamadas autoinductores; de forma que cada
célula individual dentro de una poblacién de bacterias produce una sefial, posteriormente
la concentracidn total de esta sefial en el medio serd proporcional a la densidad celular de
dicha poblacién. Asi, una vez alcanzada la concentracién umbral de los autoinductores, la
sefial puede ser percibida y la expresidon de los genes blanco es regulada (Grandclément et

al., 2015).

Los sistemas Gram-positivos tipicamente usan oligopéptidos como sefiales, estos son
secretados al exterior de la célula para posteriormente ser reconocidos por un sistema de
dos componentes (Papenfort and Bassler, 2016). Los oligopéptidos son codificados como
precursores y son diversos en secuencia y estructura, tienen un tamafio de 5 a 17
aminodcidos; al ser la membrana celular impermeable a péptidos es necesario que estos
tengan transportadores especializados para ser secretados fuera de la célula. Estas
sefiales extracelulares son detectadas mediante un sensor de cinasas de dos componentes
unido a las membranas, este sensor se autofosforila en histidinas conservadas, y se

provoca una cascada de fosforilacion que desencadena en la expresién de genes.

Asimismo, los sistemas Gram-negativos utilizan sistemas tipo Luxl/LuxR homdlogos al
primer sistema descrito de quorum sensing de la bacteria simbidtica Vibrio fischeri. Luxl es
una sintasa de autoinductores, comunmente N-acilhomoserina lactonas (AHL). Cuando el
autoinductor no esta unido a la proteina tipo LuxR esta es rapidamente degradada,
probablemente para evitar un “corto circuito” en el sistema de quorum sensing. La unién
de estos estabiliza LuxR, permitiendo un cambio en su plegamiento, permitiendo la
interaccion con el ADN, y activando la transcripcion de los genes objetivo. También se
activa la expresion de luxl, lo que se describe como un ciclo de autoinduccién por
retroalimentacion. Los homodlogos Luxl/LuxR han sido identificado en mas de 100 especies

de bacterias Gram-negativas (Rutherford y Bassler, 2012).
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Existen cuatro caracteristicas que son encontradas en casi todos los sistemas de quorum
sensing en bacterias Gram-negativas. En el primero, los autoinductores en estos sistemas
son N-acilhomoserina lactonas, y otras moléculas sintetizadas a partir de S-
adenosilmetionina, estas son capaces de difundirse libremente a través de la membrana
bacteriana. En el segundo, se unen a receptores especificos que se encuentran en la
membrana interna o en el citoplasma. En el tercero, usualmente alteran docenas de
cientos de genes que controlan varios procesos bioldgicos. En el cuarto, tienen un ciclo de
retroalimentacién que promueve la expresién de genes sincrénica en la poblaciéon

(Papenfort y Bassler, 2016).

El sistema de sefializacion de quorum sensing mas ampliamente estudiado es el que se da
a través de los autoinductores N-acilhomoserina lactonas. La biosintesis de estas involucra
a intermediarios de la ruta biosintética de los acidos grados: S-adenosilmetionina (SAM) y
una proteina acarreadora de acilos (Kalia y Purohit, 2011). Dependiendo de la especie de
bacteria, estas moléculas difieren en el tamano de la cadena acilo, de 4 a 18 carbonos.
Esta cadena puede ser insaturada y algunas veces contiene en el carbono 3 una
sustitucion con grupo oxo o hidroxilo. Se cree que estas se unen y activan a un receptor
proteinico; éste es un activador o represor transcripcional citoplasmico. LuxR es el

prototipo de estas proteinas (Koch et al., 2005).

Los receptores de N-acilhomoserina lactonas tipo LuxR son homodimeros que tienen
aproximadamente 250 residuos de aminodcidos de longitud en un plegamiento con dos
modulos funcionales. EI dominio N-terminal (NTD) contiene un sitio de unién a AHL, y el
dominio C-terminal (CTD) posee actividad de unién a ADN. Aislados, los dos sitios pueden
llevar a cabo sus respectivas funciones independientemente; cuando se encuentran
integrados en un polipéptido, los dos dominios estdn unidos mediante un linker
conformacionalmente flexible, y la unidon de AHL a NTD modula la funcién de unién a ADN

de CTD. Las proteinas tipo LuxR pueden ser activadores de transcripcidon: la presencia de
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AHL lleva a la unién de proteinas tipo LuxR con los objetivos de ADN en posiciones de

promotores de activacion transcripcional de genes controlados (Churchill y Chen, 2011).

Inhibicion de quorum sensing

La inhibicién del quorum sensing es el proceso por el cual es interrumpido o bloqueado.

Estos pueden ser interrumpidos, por:

La inhibicién de la sintesis de AHL bloqueando las proteinas sintasas tipo Luxl.

La degradaciéon enzimatica de moléculas de sefial, la cual previene la acumulacion estas
en el medio deteniendo la comunicaciéon por medio del quorum sensing.

La interferencia con los receptores de sefial o el bloqueo de la formacion del complejo
AHL/LuxR. Estas estrategias pueden ser utilizadas para lograr la inhibicion del quorum
sensing mediado por AHLs en bacterias Gram-negativas y del quorum sensing mediado

por AlIPs en bacterias Gram-positivas (Kweon, 2014).

Hay algunos compuestos sintetizados quimicamente que inhiben el quorum sensing, pero
la mayoria de los antagonistas han sido descubiertos en extractos de plantas. Un ejemplo
de éstos son las furanonas halogenadas producidas por el alga roja marina Delisea pulchra
que interfiere al sistema regulatorio de AHL en varias bacterias Gram-negativas. Ciertas
partes de plantas como los brotes de chicharo (Pisum sativum) también producen
exudados que contienen compuestos que pueden interferir con el QS (LaSarre y Federle,

2013).

34



Biotecnologia de Plantas Cinvestav-lrapuato

Il. HIPOTESIS

Los alcaloides presentes en las especies de Argemone ochroleuca y A. platyceras son

marcadores adecuados en la obtencidn del perfil fitoquimico por HPTLC.

I11. OBJETIVO GENERAL

Obtener el perfil por HPTLC de diversos extractos de dos especies del género Argemone,
confirmando su estructura por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de
masas (GC-EIMS), para conocer la variedad de alcaloides presentes en dichas plantas, asi

como para realizar ensayos de actividad bioldgica.

IV. OBJETIVOS PARTICULARES
* Optimizar el método de extraccidn para alcaloides.
* Obtener el perfil de especies y tejidos por HPTLC.
* Cuantificacién de alcaloides por HPTLC.
* Confirmacién de alcaloides por GC-EIMS.
* Ensayo de inhibicidn de acetilcolinesterasa por TLC.

* Ensayo de inhibicidon de quorum sensing por bioautografia.
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V. METODOLOGIA
Material y equipo
Material bioldgico

Los especimenes de Argemone ochroleuca se obtuvieron de los alrededores de las
instalaciones del CINVESTAV Irapuato, Guanajuato a 101°20’48” longitud oeste, 20°40’18”
latitud oeste a 1730 msnm; la muestra de Argemone platyceras se obtuvo de la
comunidad de Zacatlan, Puebla a 97°57’36” longitud oeste, 19°55’55” latitud norte a 2040
msnm. Para los ensayos de inhibicion de quorum sensing se utilizé la bacteria

Chromobacterium violaceum cepa CV026 obtenida de CINVESTAV Zacatenco.

Reactivos

Se utilizé acido sulfurico de la marca High Purity, hidréxido de amonio de la marca KEM,
metanol y etanol absoluto de la marca Karal, cloroformo de la marca J. T. Baker, acetato

de etilo de la marca Mellinckrot.
Material y equipo para cromatografia de placa fina

Para los ensayos cromatograficos en placa, se utilizaron placas TLC de aluminio recubiertas
de gel de silice Fzs4 de la marca Sigma-Aldrich y placas HPLTC recubiertas con gel de silice
60 Fis4 de la marca Merk. Para la aplicacion de muestras en TLC y HPTLC se utilizo el
Automatic TLC Sampler 4 y para la visualizacion el Visualizer y para el analisis de estas el

software visionCATS todos de la marca CAMAG.
Material para los ensayos de inhibicion

Para los ensayos de inhibicién de quorum sensing se utilizd la N-hexanoil-homoserina
lactona previamente sintetizada en el laboratorio de Fitobioquimica, ademas del

antibiético Kanamicina de la marca Sigma-Aldrich.
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Para los ensayos de inhibicion de acetilcolinesterasa se utilizd6 la enzima
Acetilcolinesterasa de Electrophorus electricus de 500 U/mg, ademds de Tris-HCl, 2-

naftilacetato y la sal Fast Blue B todos de obtenidos de Sigma-Aldrich.

Equipo para cromatografia de gases y espectrometria de masas

El andlisis de GC-EIMS se realizé con un cromatdgrafo de gases modelo 7890 A acoplado
un detector selectivo de masas modelo Hewlett Packard 5975 C con ionizacién por
impacto electrénico, un cuadrupolo simple para la separacion de iones vy
electromultiplicador de triple eje, con la columna HP-5 MS (30 x 25 x 0.25) m y una
columna J&W DB-1IMS (30 x 25x 0.25) con una fase estacionaria de 100%

dimetilpolisiloxano y helio como gas acarreador.

Métodos

Métodos de extraccion de alcaloides

Se realizaron tres diferentes métodos de extraccién para los tejidos de raiz, semillas,
capsula verde, capsula seca, tallo y hoja de A. ochroleuca, posteriormente se eligid el mas
adecuado para este estudio.En cada uno de los casos se pesaron vy trituraron 144 mg de

cada uno de los tejidos-

En el primero de ellos, método A, se agregd un volumen 20:1 p/v de una solucién de
H2S04 0.1 M y se dejé macerando por 20 h, cumplido el tiempo se filtré la mezcla y la
solucidn resultante se llevd a pH 10 con hidréoxido de amonio; para finalizar se hizo una
extraccién liquido-liquido con cloroformo, se separd la fase organica, se evapord a
sequedad para resuspender con 1 mL de metanol y se guardé en un tubo Eppendorf a 4°C

hasta su uso.

En el método B, se realizé la maceracion agregando un volumen 20:1 p/v de una solucién

de NH4OH 0.1 M y se macerd por 20 h, posteriormente se filtré la mezcla y se realizé una
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extraccién liquido-liquido con cloroformo, se separd la fase orgdnica, se evapord a
sequedad para resuspender con 1 mL de metanol y se guardd en un tubo Eppendorf a 4°C

hasta su uso.

Para el método C, Unicamente se realizd una maceracién con etanol por 24 h, se evaporé
a sequedad para resuspender con 1 mL de metanol y se guardé en un tubo Eppendorf a

4°C hasta su uso.

Posteriormente se realizaron los extractos de A. ochroleuca y A. platyceras para las

siguientes pruebas, pesando la misma cantidad de tejido para cada uno.

Perfil de alcaloides por TLC/HPTLC

Para elegir el sistema de solventes mas adecuado para desarrollar las placas de TLC se
utilizaron dos sistemas de solventes para observar el comportamiento de los compuestos
y la mejor separacioén de estos. El primero fue acetato de etilo: metanol: agua 30:10:4 y el

segundo cloroformo: metanol 8:2.

Una vez elegido el solvente adecuado se realizé una placa de HPTLC de 20x10 cm,
aplicando 1 pL de clorhidrato berberina como estandar en una concentracién de 0.1
mg/mL, ademas 5 pL de cada uno de los extractos, desarrollando la placa en una camara
previamente saturada. Al término del desarrollo, se retiré la placa de la cdmara, se
evaporaron los solventes y se hizo un registro con el Visualizer de CAMAG, para

posteriormente analizar la imagen con el software VisionCATS.

También se utilizaron placas de HPTLC para llevar a cabo la cuantificaciéon de los
compuestos presentes en los extractos. Para esto se realizd una curva de calibracién de 6
concentraciones de berberina y posteriormente se aplicaron 2 pL de cada uno de los
extractos, se desarrolld la placa y después se efectud la cuantificacion por medio del

programa VisionCATS.
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Analisis por GC-EIMS

Para el analisis por GC-EIMS se utilizé el siguiente método con una columna HP-5 MS (30
m x 0.25 mm x 0.25 ym), con El 70 eV, temperatura del inyector de 280°C, con una rampa
de temperatura inicial de 100 a 180°C a 15°C/min, manteniéndose a 180°C por 1 min, con

la siguiente rampa de 180 a 300°C a 5°C/min, con un flujo de helio de 1 mL/min.

La coleccidon de los datos de los cromatogramas se realizé con el programa MSD
ChemStation Data Analysis Application de Agilent, obteniéndose el TIC con los tiempos de
retencion, estos cromatogramas se analizaron mediante el programa AMDIS, el cual lleva
a cabo la deconvolucion de los datos obtenidos por GC-EIMS para encontrar todos los
compuestos separados, una vez que se obtiene los espectros de masas de los compuestos
estos se identificaron mediante comparacion con el NIST Mass Spectral System de la

biblioteca NIST.
Ensayo de inhibicidn del mecanismo de quorum sensing por bioautografia

La bacteria Chromobacterium violaceum cepa CV026 se activd a 37°C por 24 h,
posteriormente se procedid a sembrar en medio LB sélido con Kanamicina en una
concentraciéon de 25 pg/mL incubada a 37°C y repitiendo la siembra cada semana para su
conservacion, para el ensayo, se inoculd la bateria en un matraz Erlenmeyer con 50 mL de
medio LB liquido con Kanamicina a 25 pg/mL por duplicado, en uno de los matraces se
agregd ademas la molécula senal N-hexanoil homoserina lactona para monitorear el
crecimiento de la bacteria y verificar que no hubiera perdido la capacidad de producir

violaceina, se incubé a 37°C con agitacién horizontal durante 24 h.

Para este ensayo se aplicaron diferentes cantidades de extracto sobre placas TLC de
aluminio a 1 cm de distancia de la base y se desarrollaron con el sistema de solventes
acetato de etilo: metanol: agua (30:10:4) en una cadmara previamente saturada, el frente

del solvente se dejé a 2 cm del borde de la placa, al término del desarrollo de la placa, se
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seco la placa por completo. Posteriormente en un matraz Erlenmeyer se colocaron 150 mL
de medio LB con 1% de agar, se fundié hasta eliminar grumos, se llevé a una temperatura
de 45°Cy se agregaron Kanamicina 25 pg/mLy la N-hexanoilhomoserina lactona a 2.5 pM,
se mezcldé con los 50 mL de medio con la bacteria previamente inoculada y se vertieron
sobre la placa de TLC. Se permitid la solidificacion del medio y se colocé la placa en una
charola con agua suficiente para conservar la humedad y se cubrié con una lamina de

aluminio. Se dejé incubar por 24 h a 37°C para observar la produccion de violaceina.
Ensayo de inhibicidn de acetilcolinesterasa

Para realizar los ensayos de inhibicidn de aceticolinesterasa, primero se realizé una placa
de TLC colocando 50uL de los extractos de los tejidos de ambas especies, se eluyd en el
sistema de solventes previamente seleccionado y se dejé secar dentro de la campana

hasta la total evaporacion de los solventes.

Se prepard una solucion con la enzima acetilcolinesterasa 500 U/mg con 1mL de Tris-HCl
0.05 M a un pH de 7.8 y se adicioné el equivalente a 1 mg/mL de albumina para estabilizar
la enzima. De ésta se realizaron alicuotas de 20 pL en una concentracion de 20U/mL en
tubos Eppendorf de 0.5 mL y se mantuvieron a 20°C hasta su uso. Para realizar el ensayo
se realizaron 20 mL de solucidn de acetilcolinesterasa a 1U/mL de con las alicuotas
previamente preparadas. Esta solucidn se asperjé sobre la placa de TLC previamente
realizada, la cual se colocd en una cdmara himeda sin que esta tuviera contacto con el

agua y se llevd aincubar a 37°C por 1 h para lograr la estabilizacién.

Posterior a esto, se prepard una solucion de 2-naftilacetato en etanol (1) 2.5 mg/mLy otra
de Fast Blue B (2) disolviendo 250 mg en 4 mL de agua para posteriormente agregar 98 mL
de etanol y obtener una concentracion 2.5 mg/mL, al término de la incubacion se asperjo
la placa con la solucién 1 y se dejé secar la placa durante unos minutos, después se
sumergid la placa en la solucion 2, se evapord y se esperaron 15 min para el desarrollo de

la coloracidn.
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V1. RESULTADOS

Extraccion de alcaloides

Para seleccionar el método de extraccién mas adecuado para la obtencién de alcaloides,
se probaron tres distintos procedimientos, y posteriormente se realizaron analisis de TLC y

CG-EIMS para cada uno de ellos.

Por medio de TLC, fue posible visualizar los compuestos contenidos en el extracto a través
del bandeo que se forma al correr la placa; esto fue posible debido a que se sabe que
algunos de los alcaloides contenidos en plantas del género Argemone poseen estructuras
con mas de un anillo aromatico lo que les confiere ciertas caracteristicas que facilitan su
estudio, como lo es la fluorescencia al observarse bajo luz UV 366 nm. Por lo tanto, es
posible inferir que las bandas que presentan esta fluorescencia puedan ser compuestos de

interés.

Anterior a la comparacidon de extractos se realizaron tres pruebas para sistemas de
solventes, cada una con un sistema diferente, para evaluar el mas adecuado para este
analisis, siendo seleccionado el conformado por acetato de etilo:metanol:agua en una

proporciéon 30:10:4.

Posteriormente se llevé a cabo la comparacién de los extractos, para esto se colocd la
misma cantidad de cada uno de ellos en una placa de TLC, ademas de un estandar de
berberina, y se corrié en el sistema de solventes seleccionado, al finalizar se tomd una
fotografia con el Visualizer de CAMAG en luz visible, UV 254 nm y UV 366 nm, como se
menciond antes la luz UV 366 nm es la mas util para este andlisis, en donde se observé el

patréon de bandeo de cada uno de los extractos.

Cabe resaltar que en casi todos los extractos es visible una banda verde que parece

corresponder a la berberina en un Rf = 0.3, ademds de que debajo de esta, en un Rf 0.2,
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hay una banda amarilla que también tienen en comun la mayoria de los extractos, aunque

puede verse que se encuentra en distintas concentraciones.

Asimismo, podemos decir que el método C es el que muestra una menor cantidad de
bandas una vez desarrollada la placa, mientras que el método A posee un patrén de
bandeo mayor, lo que nos indica que, en este caso, esta opcidon permite la extraccién de
mas compuestos, aunque hay que estar conscientes de que es probable que no todas las

bandas observadas correspondan a alcaloides.

Comparacion de los métodos de extraccion

Método A Método C

Berberina
Capsula seca
Capsula Verde
Capsula seca
Talloy hoja
Capsula Verde
Capsula seca

=
@©
el
=
U
=
7}
w

Figura 9. Comparaciéon de extractos de Argemone ochroleuca obtenidos por diferentes métodos de
extraccion en TLC. Sistema de solventes para el desarrollo de la placa acetato de etilo:metanol:agua

30:10:4, vista bajo luz UV 366 nm, sin derivatizacion.
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Perfil de alcaloides por TLC/HPTLC

La elaboracion de un perfil por HPTLC es util para tener un patréon de compuestos
presentes en los extractos. Este es el objetivo del proyecto Perfil Fitoquimico de la Flora
de Mesoamérica. Se pretende que sea parte de un registro que contenga especies
mexicanas utilizadas dentro de la herbolaria tradicional, para conocer y conservar el

conocimiento, ademads conocer y registrar sus perfiles fitoquimicos.

Asimismo, es importante observar la distribucion de los alcaloides dentro de la planta para
asi saber identificar los tejidos que se deban usar si se necesita algin compuesto en
particular, donde se encuentra en mayor cantidad y asi Unicamente trabajar con los

extractos necesarios.

El perfil debe mostrar las diferencias que existen, por una parte, entre los diferentes
componentes. Por ejemplo, el perfil bajo luz UV 366 nm y por otra la presencia de los

marcadores, en este caso los alcaloides

Por lo que, una vez escogido el método de extraccidén, se utilizd para la obtencién de los
extractos de los siguientes tejidos para ambas plantas: tejido vascular de raiz, tejido de
corteza de raiz, capsula verde, capsula seca, tallo y hojas. Los extractos se realizaron

pesando la misma cantidad de muestra para cada extracto.

Una vez obtenidos los extractos y aplicados en la placa de HPTLC junto con el estandar de
berberina, se corrieron con el sistema de solventes cloroformo:metanol en una
proporcidon 80:20, posteriormente se tomaron las fotos de la placa con luz visible, UV 254

y UV 366.

Teniendo la berberina un Rf = 0.54 y observandose una banda verde claro que todos los
extractos poseen dentro de este Rf. Asimismo, se observa otra banda en comun para
todos, de color amarillo en el Rf = 0.26. Sin embargo, en el caso de los extractos de corteza

de raiz y cépsula seca de A. ochroleuca, y corteza de raiz de A. platyceras, se puede
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observar en el Rf 0.94, una banda naranja que no poseen los demas extractos. Podemos

observar que cada uno de los carriles tienen ligeras variaciones dependiendo del extracto

gue se esté observando.

Figura 10. Placa de HPTLC de los extractos de Argemone ochroleuca los carriles 1 al 6; Argemone
platyceras en carriles 7 al 12; y estandar de berberina en el carril 13. En ambos casos los extractos son
tejido vascular de raiz, tejido de corteza de raiz, capsula verde, capsula seca, tallo y hoja mostrados en ese
orden. Sistema de solventes CH3Cl:CH3OH 80:20, visto bajo luz UV 366 nm sin derivatizacion.
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Si prestamos atencion a los perfiles mas variados entre las dos especies, notamos extracto
de cdpsula seca de A. ochroleuca es el que tiene un mayor niumero de bandas, mientras

que, para A. platyceras es el extracto de corteza de raiz.

A simple vista podemos ver que los extractos poseen tienen perfiles diferentes, sin
embargo, es necesaria la confirmacidn de los compuestos presentes mediante algin otro
analisis que nos ayude a tener mas informacién sobre la identidad de estos; por lo que en
este caso utilizamos GC-EIMS. Asi, se analizaron cada uno de los extractos bajo las mismas
condiciones. En los extractos de Argemone ochroleuca Unicamente se observan cuatro
compuestos, siendo la a-alocriptopina y la protopina los alcaloides que se encuentran en
todas las muestras, los otros dos encontrados son la canadina y la muramina ambos
presentes en el extracto de cdpsula seca; la canadina es un alcaloide tipo protoberberina,
mientras que, los tres restantes son tipo protopina; uno de los indicadores que tenemos
de que efectivamente son alcaloides, es el ion molecular con nimero impar, lo cual es

propio de estructuras que contienen atomos de nitrégeno en nimero impar.

La identificacion se dio por medio de la comparacién de los espectros obtenidos
experimentalmente y los contenidos en la biblioteca NIST, para estos compuestos, todos

los espectros coincidian con lo mostrado por la biblioteca.

Cabe mencionar que sabemos por HPTLC que hay presencia de berberina en los extractos,
sin embargo, este compuesto no se identificé en GC-EIMS. Esto es debido a que tanto la
berberina como algunos otros alcaloides tipo benzofenantridina o protoberberina no se
logran volatilizar por este método, por lo que es necesario utilizar otros métodos de
espectrometria de masas, como inyeccidon directa por electrospray, en donde
efectivamente vemos la presencia de dicho alcaloide y de algunos otros que tienen el

mismo problema.
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Extracto

Tiempo de retencién

Tr

Pureza

lon molecular

Fragmentos principales
m/z

Cinvestav-lrapuato

Match
AMDIS

Compuesto

Raiz (tejido vascular) 28.097 100 369 164, 163, 149, 134, 206, 165, 91, 77, 89, 44 890 a-Alocriptopina
Raiz (tejido corteza) 28.097 68 353 148, 163, 149, 134, 91, 89, 190, 76, 165, 267 921 Protopina
Capsula verde 28.096 93 369 164, 163, 149, 134, 165, 91, 206, 89, 77, 76 885 o-Alocriptopina
Capsula verde 28.126 69 353 148, 163, 149, 134, 165, 91, 77, 76, 89, 104 841 Protopina
Capsula seca 27.806 83 339 149, 164, 339, 338, 174, 165, 121, 163, 77, 150 900 Canadina
Capsula seca 28.310 92 369 164, 163, 149, 206, 134, 165, 283, 267, 77, 104 841 a-Alocriptopina
Capsula seca 28.642 59 385 164, 172, 149, 148, 150, 165, 135, 206, 77, 91 847 Muramina
Tallo 28.096 92 369 164, 163, 149, 134, 91, 165, 206, 89, 76, 77 880 a-Alocriptopina
Tallo 28.129 70 353 148, 163, 149, 134, 165, 91, 77, 76, 104, 89 837 Protopina
Hoja 28.116 87 369 164, 163, 149, 134, 91, 165, 89, 206, 76, 77 886 a-Alocriptopina
Hoja 28.148 72 353 148, 163, 149, 134, 91, 165, 76, 89, 77, 190 855 Protopina

Tabla 3. Analisis de GC-EIMS de los diferentes extractos de Argemone ochroleuca, se presentan los tiempos de retencion observados en GC, ademas
de los fragmentos de masas de los compuestos identificados (Para mas detalle los cromatogramas se muestran en el apéndice 1).
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Figura 11. Espectros de masas de los compuestos encontrados en los extractos de Argemone ochroleuca. Se muestran los espectros

experimentales (rojo) en comparacion con los espectros de la biblioteca NIST (azul). Se muestran las estructuras de cada uno de los
compuestos.
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Si bien en los extractos de Argemone platyceras también se tiene presencia de a-
alocriptopina y protopina, estos alcaloides solo se observan en dos de los extractos, tejido
de corteza de raiz y capsula verde; en tales extractos tenemos la presencia de alcaloides
tipo pavinas, aunque estos no se encuentran registrados dentro de la biblioteca NIST, por
lo que fue necesario buscar en la literatura informacién acerca de su patrén de

fragmentacion para realizar la confirmacion de dichos alcaloides.

Cabe mencionar que hay ciertos fragmentos que se encuentran presentes en los espectros
de los distintos compuestos que hemos analizado, estos son 204, 190, 164 y 149 m/z, con
base en esto podemos asumir que son compuestos que poseen estructuras quimicas

similares, lo cual es consistente con lo que sabemos.

El compuesto con ion molecular 327 m/z, el cual podemos suponer que es un alcaloide
debido a que es un numero impar (lo cual indica presencia de nitrégeno dentro de la
estructura), corresponde a lo que el grupo de Siatka et al. reporté en 2017, en donde
mencionan que los fragmentos para este ion molecular fueron 327, 326, 190 m/z, siendo
190 m/z el ion padre. En el espectro de masas que se obtuvo experimentalmente
podemos observar el ion molecular 327 [C19H21NO4]* y 326, los cuales representan el ion
molecular con la correspondiente contribucién isotdpica; el ion principal 190 el cual
corresponde al fragmento [C11H12NOz]* con pérdida de 137 Da, otro de los fragmentos
principales encontrados que no se encuentra reportado de 175 [CioHoNO3]*,
representando una pérdida de 15 Da con respecto al fragmento antes mencionado, lo cual
equivale a un ion metilo [CHs]*. Al realizar la fragmentacion de la molécula y la
comparacion con los fragmentos reportados con los obtenidos experimentalmente,
podemos proponer que el compuesto presente en este extracto es la munitagina, la cual
es un alcaloide tipo pavina, previamente reportado en diferentes especies del género

Argemone incluida A. platyceras.

Para el compuesto con ion molecular 341 m/z también fue necesaria la busqueda de

informacién que nos pudiera ayudar a identificar esta molécula, el articulo mencionado
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anteriormente fue el mismo utilizado para obtener informacion de fragmentos
observados en espectrometria de masas de algunos alcaloides presentes en A. platyceras.
Hay reportados tres compuestos que poseen un ion molecular de 341, los cuales son
isdbmeros estructurales en donde solo cambia la posicidn de un grupo hidroxilo, estos son

isonorargemonina, norargemonina y platycerina.

Asi para el ion molecular 341 se tiene la formula [C0H23NO4]*, el articulo de Siatka
menciona Unicamente la fragmentacidon de la platycerina y la norargemonina, en la
primera se tienen 341, 340, 204 y 190 m/z, en donde 204 m/z, es el ion padre; siendo los
mismos fragmentos que los reportados para norargemonina, aunque el ion padre es 190
m/z. Al realizar la comparacion de estos fragmentos con los obtenidos
experimentalmente, podemos observar que corresponden a los reportados para
platycerina, al revisar el patrén de fragmentacién de la molécula tenemos que el ion
principal 204 es un fragmento [C12H1aNO2]* que se da después de la pérdida de un ion de
137 Da. A continuacién, se presenta el fragmento 190 [C11H12NO2]* al perderse un ion de
14 Da. Por ultimo esta el fragmento 175 [C10HoNO3]* tras la pérdida de un metilo de 15 Da.
Por lo tanto, podemos suponer que este compuesto es la platycerina, la cual también es
un alcaloide tipo pavina, y su nombre proviene de la especie con la cual se trabajé.

Tabla 4. Principales fragmentos reportados en la literatura para los compuestos platycerina,
isonorargemonina y norargemonina.

Estructura lon molecular Principales fragmentos
reportados

m/z

OH

“ :
OeO """ Isonorargemonina 341 -

Norargemonina 341 341, 340, 204, 190

Platycerina 341 341, 340, 204, 190
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Sin embargo, para el compuesto con ion molecular 399, que se presenta en los extractos
de tejido vascular de raiz y de cdpsula seca, la situacion es diferente, puesto que no se
encuentra dentro de la biblioteca NIST y no hay informacién en la literatura al respecto de
algln alcaloide dentro de las familias antes mencionadas que posea un peso molecular
que corresponda con lo observado. Se buscd en diferentes bases de datos, pero se
encontro registro de un compuesto con ese peso molecular y que mostrara el patrén de

fragmentacidn que se obtuvo.

Si bien, sabemos que por el ion molecular impar el compuesto tiene dentro de su
estructura un atomo de nitrégeno, ademas los fragmentos principales corresponden a los
anteriormente observados en compuestos como la munitagina y la platycerina, ademas el
fragmento 341 m/z[C0H23NO4]*, corresponde al peso molecular de tres compuestos tipo
pavina. Con estos datos podemos suponer este compuesto puede tener relacién con este
tipo de alcaloides, aunque no hay informacién en la literatura que soporte este hecho,
ademas como ya se menciond antes, los fragmentos 204, 190 y 175 m/z, también se

encuentran presentes en este tipo de alcaloides.

Del ion molecular 399 a 341 m/z, se tiene una pérdida de 58 Da, esta es comun y esta
reportada como una acetona de estructura CHzC(=0)CH; + H, esta se da por un rearreglo a
partir de intercambio de hidrogeno. Esto podria ser de ayuda para determinar la
estructura, sin embargo, para poder confirmar la identidad de este compuesto, seria
necesario realizar una serie de analisis mas profundos, incluyendo resonancia magnética

nuclear (RMN).
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Tabla 5. Datos de los compuestos observados por GC-EIMS de los extractos de Argemone platyceras.

Extracto

Tiempo de retencién

Pureza

lon molecular

m/z

principales Fragmentos

m/z

Cinvestav-lrapuato

Match

AMDIS

Compuesto

Raiz (tejido vascular)

No identificado

26.436 81 399 204, 190, 341, 340, 205, 262, 191, 175, 342, 163 -

Raiz (tejido vascular) 26.436 78 341 204, 190, 341, 340, 205, 191, 175, 342, 163, 326 - Platycerina
Raiz (tejido corteza) 26.449 89 341 204, 190, 341, 340, 205, 191, 175, 342, 163, 326 - Platycerina
Raiz (tejido corteza) 26.700 78 327 190, 327, 326, 191, 175, 328, 156, 312, 147, 42 - Munitagina
Raiz (tejido corteza) 28.145 91 369 164, 163, 149, 134, 165, 91, 206, 89, 76, 190 886 a-Alocriptopina
Raiz (tejido corteza) 28.164 81 353 148, 163, 149, 190, 134, 91, 165, 89, 190, 76, 77 891 Protopina
Capsula verde 26.437 74 399 204, 190, 341, 340, 205, 191, 175, 342, 163, 399 - No identificado
Capsula verde 26.678 81 327 190, 327, 326, 191, 175, 328, 156, 312, 147,42 - Munitagina
Capsula verde 26.751 71 341 190, 327, 326, 191, 175, 328, 156, 312, 147, 42 - Norargemonina
Capsula verde 28.096 67 369 164, 163, 149, 134, 165, 206, 91, 77, 76, 135 878 a-Alocriptopina
Capsula verde 28.115 64 353 148, 163, 149, 134, 165, 91, 190, 89, 77, 76 822 Protopina
Tallo 26.432 50 341 204, 190, 341, 340, 205, 191, 175, 342, 163, 326 - Platycerina
Hoja 26.431 82 341 204, 190, 341, 340, 205, 191, 175, 342, 163, 326 Platycerina
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Platycerina .,
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Figura 12. Espectro de masas experimental del pico con tiempo de retencion de 26.449 min del extracto de tejido de corteza de raiz de Argemone platyceras,
sefialando el posible patrén de fragmentacion del alcaloide propuesto.
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Munitagina ,,

H;CO OCH,
OH
OCH.
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Figura 13. Espectro de masas experimental del pico en el tiempo de retencién 26.7003 min del extracto de tejido de corteza de raiz de Argemone platyceras, con el
patrén de fragmentacion del alcaloide propuesto.
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Cuantificacion de alcaloides por TLC

Un elemento que también se debe tener en cuenta al momento de analizar la distribucién
de metabolitos dentro de una planta es la concentracidén en la que estos se encuentran en
las diferentes partes de esta, lo cual nos ayuda al momento de elegir el mejor tejido para

obtener ciertos metabolitos.

En relacidon con los alcaloides que estudiamos en este trabajo, podemos observar en las
TLC y HPTLC realizadas anteriormente que poseen una banda comun, que se relaciona con
la banda correspondiente al estandar de berberina que se ha utilizado como comparacién.
Por lo que, el estandar de berberina pudo ser utilizado para llevar a cabo la cuantificacién.
Esta se realizd por medio de HPTLC utilizando densitometria, aprovechando Ila
fluorescencia que posee en la berberina al observarse bajo luz UV a 366nm la cual

presenta un color verde facilmente identificable.

Para A. ochroleuca, se realizé una curva de calibraciéon con un rango de 0.2 a 1.2 ng de
berberina, con una desviacion estandar de 3.9471%, con un coeficiente de relacién de
0.9984; los extractos se realizaron pesando 144 mg de tejido en todos los casos, aplicando
5uL en la placa de HPTLC excepto para el caso del tejido de corteza de raiz en donde se

aplicé 1uL de muestra.

Tabla 6. Cuantificacion de berberina en extractos de tejidos de Argemone ochroleuca.

Extracto Concentracion de berberina en la Cantidad de berberina en el tejido

muestra (ug) (pg/mg)

Raiz, tejido vascular 1.155 8.082
Raiz, tejido de corteza 11.380 79.804
Capsula verde 2.531 17.724
Nervadura de hoja 1.465 10.174
Tejido verde de hoja 1.805 12.534
Tallo 1.590 10.671
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Podemos observar que el porcentaje de berberina en los extractos de A. ochroleuca va de

0.08 a 0.79 %, siendo el extracto de tejido de corteza de raiz el que presenta una mayor

concentracion de este alcaloide, esto concuerda con lo visto en la placa de HPTLC.

Figura 14. Cuantificacion de berberina por HPTLC, curva de calibracion de berberina en los carriles 1 a 6,
extractos de diferentes tejidos de Argemone ochroleuca en los carriles 7 a 12 correspondientes a tejido
vascular de raiz, tejido de corteza de raiz, capsula verde, nervadura de hoja, tejido verde hoja y tallo.
Sistema de solventes CH3Cl:CHsOH 80:20

Asimismo, para A. platyceras se realizd una curva de calibraciéon de 0.1 a 1.1 ng de
berberina, con una desviacion estdndar de 9.0995%, con coeficiente de correlacién
0.9846, los extractos se realizaron con 146 mg de tejido en todos los casos, aplicando 5uL
de muestra excepto en los casos del extracto de tejido de corteza de raiz en donde se
aplicd 1 yL y el extracto de tallo del cual se aplicaron 3 pyL de muestra, sin embargo, a
pesar de haber aplicado una menor cantidad de extracto la muestra de tejido de corteza
de raiz no se ajustd a la curva de calibracidn realizada por lo que se tuvo que realizar una

extrapolacidn para conocer su concentracion.

En los extractos de A. platyceras el porcentaje de berberina va de 0.05 a 1.72 %, un rango

mas amplio que en el caso de A. ochroleuca; ademas de que el extracto de tejido de
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corteza de raiz es el que posee una mayor cantidad de berberina entre los extractos de

ambas especies.

Tabla 7. Cuantificacion de berberina en extractos de diferentes tejido de Argemone platyceras.

Extracto Concentracion de berberina en la Cantidad de berberina en el tejido
muestra (pug) (ng/mg)
Raiz, tejido vascular 0.782 5.37
Raiz, tejido de corteza 25.853 172.353
Cépsula verde 1.519 10.773
Nervadura de hoja 1.320 9.283
Tejido verde de hoja 1.334 9.124
Tallo 3.171 20.301

Figura 15. Cuantificacion de berberina por HPTLC, curva de calibracidon de berberina en los carriles 1 a 6,
extractos de diferentes tejidos de Argemone platyceras en los carriles 7 a 12 correspondientes a tejido
vascular de raiz, tejido de corteza de raiz, capsula verde, nervadura de hoja, tejido verde hoja y tallo.
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Ensayo de inhibicion de acetilcolinesterasa

Para el analisis de la inhibicién de acetilcolinesterasa se realizd un ensayo de utilizando
TLC, en este se utilizan naftilacetato, acetilcolinesterasa y sal Fast Blue B. La
acetilcolinesterasa hidroliza el naftilacetato produciendo acido acético y a-naftol, este
ultimo reacciona con la sal Fast Blue B, teniendo como producto un compuesto azo de
color violeta; al existir inhibiciéon de la acetilcolinesterasa, se impediria la reaccion de
hidrélisis por lo que no se obtendria el color violeta, por lo que se observaron areas de

color blanco a amarillo.

OCOCH; OH
Acetilcolinesterasa \ \
oo +  CH3COOH
Naftilacetato a-Naftol
H3CO
L OCH,4
Sal Fast Blue B
\
H3CO

OH \ OH
SO matas “_”*

Tincion violeta

Figura 16. Reaccion de la acetilcolinesterasa con naftilacetato.

En esta prueba, se encontraron tres extractos con actividad, los cuales provenian de la
especie A. platyceras, correspondiendo a tejido vascular de raiz, corteza de raiz y capsula

verde. Las bandas que poseen la actividad se encuentran en el Rf 0.8, sobre la banda de
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berberina, la cual podria tratarse de un alcaloide o de algin otro compuesto presente en

el extracto.

Figura 17. Ensayo de inhibicion de acetilcolinesterasa sobre TLC. Extractos de A. ochroleuca tejido vascular de raiz,
tejido de corteza de raiz, capsula verde, capsula seca, tallo y hoja (carril 1-6); y extractos de A. platyceras tejido
vascular de raiz, tejido de corteza de raiz, capsula verde, tallo y hoja (carril 7-11).

x10 6 |+ TIC Scan B3REAp.D
1.94

1.8 33860

8§ 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 2 27 28 29 30 31 3 33 34 35 36 37 3B 39 40 41

Counts vs. Acquisition Time (min)
Figura 18. Cromatograma de la banda en el Rf 0.8 aislada por placa preparativa del extracto de tejido vascular de raiz
de A. platyceras.
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Figura 19. Cromatograma de la banda en el Rf 0.8 aislada por placa preparativa del extracto de tejido de corteza de
raiz de A. platyceras.
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Figura 20. Cromatograma de la banda en el Rf 0.8 aislada por placa de preparativa del extracto de capsula verde de A.
platyceras.

Para determinar qué tipo de compuestos que mostraron actividad se realizé una placa
preparativa y se realizé el aislamiento de la banda previamente identificada, para realizar
analisis por GC-EIMS para obtener la identificacion de los compuestos presentes. En los
tres extractos se observd un solo pico predominante con un tiempo de retencién de
aproximado de 33.8, para la identificacion del compuesto se realizé la comparacion del
espectro de masas con la base de datos NIST, en los tres casos se tratd del mismo

compuesto, protopina, el cual tiene una masa molecular promedio de 353.359 Da.
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Ensayo de inhibicion sobre quorum sensing

Para realizar el andlisis de inhibicidn sobre el quorum sensing, se llevd a cabo la técnica de
bioautografia, en la cual se hizo una placa de TLC con 75 uL de cada uno de los extractos y
se eluyd como previamente ya se ha explicado en este trabajo, y sobre esta se vertio el
medio que contenia las bacterias y el autoinductor. La prueba positiva se observé al ver un
halo incoloro, o blanco sobre la placa lo que indica que no pudo llevarse a cabo la

comunicacion entre las bacterias.

Al observar la placa podemos precisar que en el carril del extracto de capsula seca de A.
ochroleuca se encuentra un halo de color blanco de tamaiio significativo, indicador de que
en ese lugar existe inhibicién, ademas de que en Rf cercanos en otros extractos se ven

ligeras lineas de inhibicion, aunque no tan significativas como la otra.

Se realizé la comparacion con la foto de luz UV 366 nm realizada al terminar la corrida
para observar cual era la banda que poseia actividad, se pudo determinar que era seccién
sobre la banda de berberina, por lo que se puede deducir que esa banda contiene otros

alcaloides o compuestos que pueden derivar en la actividad.

Para determinar qué tipo de alcaloides son los que se encuentran ahi se realizé una placa
preparativa y se realizd el aislamiento del drea previamente identificada, para realizar

analisis por GC-EIMS para obtener la identificacidn de los compuestos presentes.

En el cromatograma se presenta Unicamente un pico predominante con un tiempo de
retencién de 33.837 min, al obtener el espectro de masas en este tiempo de retencién
después de analizarlo con el programa de deconvolucion AMDIS, y realizando una
comparacion con el espectro depositado en la biblioteca NIST, se identific6 como
protopina, el mismo compuesto que mostré actividad en el caso de la inhibicion de
acetilcolinesterasa, sin embargo, en este caso solo un extracto tuvo actividad por lo que

esto se discutird mas adelante.
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Figura 21. Placa de TLC para el ensayo de bioautografia bajo luz UV 366 nm. Extractos de A. ochroleuca de tejido
vascular de raiz, tejido de corteza de raiz, capsula verde, capsula seca, tallo y hoja (carril 1-6); y extractos de tejido
vascular de raiz, tejido de corteza de raiz, capsula verde, tallo y hoja.

Figura 22. Placa de TLC del ensayo de bioautografia bajo luz visible. Extractos de A. ochroleuca de tejido vascular de
raiz, tejido de corteza de raiz, capsula verde, capsula seca, tallo y hoja (carril 1-6); y extractos de tejido vascular de
raiz, tejido de corteza de raiz, capsula verde, tallo y hoja.
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Figura 23. Cromatograma de la zona aislada en el Rf 0.7 del extracto de capsula seca de A. ochroleuca.
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Otro de los aspectos importantes que se deben considerar al realizar las pruebas de
inhibicién es confirmar que la actividad que estamos observando efectivamente sea
inhibicién y no un efecto bactericida del extracto sobre la bacteria, ya que como se
menciond antes, el objetivo de esta inhibicién es que la bacteria siga viva Unicamente

evitando la comunicacion entre estas para evitar la patogenicidad.

Por lo que para asegurar ese aspecto se llevé a cabo una cinética de crecimiento de la
bacteria, agregando volumenes diferentes del extracto para verificar si el crecimiento de
la bacteria se veia afectado. Se midié la densidad dptica para cada una de las muestras, y

con estos datos se realizo la gréfica de la cinética.

Al observarla podemos notar que tanto el control como las muestras que contenian
extracto presentaron una cinética de crecimiento casi idéntica, sin mencionar que en las
mediciones realizadas no existen diferencias significativas entre las muestras con distintos
volumenes de extracto, con lo que podemos asegurar que los extractos no tienen efecto

bactericida sobre Chromobacterium violaceum.
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Cinética de crecimiento chromobacterium violaceum
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Figura 24. Cinética de crecimiento de Chromobacterium violaceum con diferentes cantidades del extracto
de capsula seca de Argemone ochroleuca.
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VII. DISCUSION

Hay una gran variedad de plantas en la herbolaria mexicana existen entre tres mil y cinco
mil especies dentro de la flora medicinal mexicana que poseen algin potencial
terapéutico. En un atlas realizado por diversos grupos étnicos fueron compiladas
alrededor de tres mil especies. Aunque solamente el 1% de plantas medicinales han sido
estudiadas profundamente para conocer sus propiedades y la composicién quimica de
estas (Esquivel-Gutiérrez et al., 2012). A pesar de esto no hay un documento que integre y

aumente la informacidn que se tiene.

Sin embargo, hay ejemplos como la Farmacopea China, en donde se recopilan las plantas
utilizadas en la medicina tradicional de este pais, sus usos y los principios activos de éstas.
Un instrumento de este tipo seria de suma utilidad para recopilar la informacidn sobre las
plantas mexicanas y asi ampliar el conocimiento sobre éstas, sus usos y los compuestos
que los integran. Para lograr esto, es necesario conjuntar los datos necesarios sobre estas

plantas, desde su localizacién y usos medicinales tradicionales, hasta su perfil fitoquimico.

Una herramienta sumamente Util para el andlisis del perfil fitoquimico de una planta es el
analisis por HPTLC, ya que es una manera sencilla y efectiva de realizar analisis cualitativos
y cuantitativos, relativamente sencilla y de bajo costo que permite el estudio de diversas
muestras simultaneamente, facilitando la comparacién entre estas. Ademas, con la ayuda
de diferentes métodos de derivatizacidon es posible realizar la identificacién de grupos

funcionales o diversos tipos de compuestos como metabolitos secundarios.

El primer paso para llevar a cabo el andlisis por HPTLC fue obtener las extractos de las
especies a trabajar, Argemone ochroleuca y Argemone platyceras; debido a que se sabe
gue los principales metabolitos secundarios presentes en estas plantas son alcaloides, se
decidio realizar una extraccién dirigida a la obtencidn de estos compuestos, para lo cual se
probaron tres métodos diferentes. Después de llevarlos a cabo se realizé una placa de TLC,

con esto se hizo la seleccién del método mas apropiado segun el bandeo observado.
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El método seleccionado fue el A, en donde se realizd como primer paso la maceracién en
una solucién acida. Esto permitié que los alcaloides encontrados en la muestra formaran
sales miscibles en el medio acuoso, permitiendo la liberacién de éstos en el medio. Esta se
realizé por un tiempo prolongado para asegurar su dptima obtencidn. Posteriormente se
llevd a cabo la alcalinizacién de la solucidén con el objetivo de devolver los alcaloides a su
forma basica, de esta manera, los alcaloides son mas afines a solventes inmiscibles con el
agua como lo es el cloroformo, por lo que se procedié a hacer una extraccién liquido-
liquido. Por lo que, al final, inicamente se realizd la concentracion de este extracto para

poder trabajar.

Si bien, es comun que estas extracciones se realicen solo con solventes como metanol,
etanol, etc., un proceso dirigido a la extraccién de metabolitos especificos a veces es
necesaria para tener mas control sobre el analisis que se desea hacer, en este estudio, los
alcaloides son la base para el perfil fitoquimico que se hara de estas especies, debido a

gue son los metabolitos representativos de este género.

Al haber seleccionado el método de extraccidn que mejor se adaptd a las necesidades de
este estudio se procedié a obtener los extractos de los tejidos de ambas especies para
poder comenzar con el andlisis de HPTLC. Para esto, se pesaron cantidades iguales de los
tejidos, a manera de tener una comparacion visual de la cantidad y concentracién de los
compuestos presentes en estos; asi, a pesar de ser un andlisis simple, nos da las bases

para conocer su distribucion en la planta ademads de observar cambios entre éstas.

Asimismo, en el laboratorio se cuenta con el estdndar de berberina, alcaloide
ampliamente reportado como presente en estas especies. Con éste fue posible hacer una
comparacion con los compuestos encontrados en los extractos. Al realizar la placa de
HPTLC, Figura 9, observamos que en el Rf 0.5 se encuentra la banda de berberina, la cual
emite fluorescencia al ser vista bajo luz UV 366 nm, esta banda de color verde fue
observada en todos los extractos, sin embargo, la concentraciéon tiene una amplia

variacion entre tejidos, aunque no tanto entre especies, siendo el extracto de tejido de
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corteza de raiz de A. platyceras el que muestra una mayor concentracion de berberina,
esto basandonos Unicamente en la fuerte fluorescencia que se observa en comparacién a

las bandas en el mismo Rf de otros extractos.

Otra banda que es facilmente visible es la presente en los extractos de tejido de corteza
de raiz de ambas especies, que se encuentra sobre el frente del solvente y es de color
anaranjado. Segun algunos reportes (Monforte-Gonzalez et al., 2012; Xool-Tamayo et al.,
2017), la sanguinarina se observa como una banda anaranjada bajo la luz UV 366 nm,
ademas de que aparece en un Rf mas alto que el de la berberina, sin embargo, no es
posible realizar una comparacion entre los Rf ya que no se utilizé el mismo sistema de

solventes.

Con el andlisis por GC-EIMS pudimos corroborar la presencia de los alcaloides en los
extractos, ademas de definir su identidad, encontrando que para la especie A. ochroleuca
los alcaloides presentes son del tipo protoberberina y protopina (Tabla 3), siendo estos
compuestos polares con presencia de aminas terciarias, ademas de poseer estructuras
muy similares. Estas caracteristicas concuerdan con lo visto en los cromatogramas, en
donde los picos obtenidos se encuentran muy cercanos o en algunos casos, no se
encuentran bien resueltos; razén por la que se usé el programa AMDIS para su correcto
analisis. De igual forma estas caracteristicas pueden ser la causa de que algunos
compuestos como la berberina no se hayan podido identificar. Cabe mencionar que
existen estrategias para cambiar la polaridad de los compuestos o hacerlos mas volatiles,
dentro de estas se encuentra la derivatizacién, método que se ha utilizado previamente
en el laboratorio al intercambiar un hidrégeno disponible por un grupo trimetilsilano, sin
embargo, estas moléculas no tienen en su estructura ningun hidrégeno que pueda ser

derivatizado; por lo que no se pudo ocupar esta técnica.

Como se menciond anteriormente, en los extractos de A. ochroleuca se observaron cuatro
compuestos, protopina, a-alocriptopina, canadina y muramina, los dos primeros

compuestos se encontraron en todos los extractos. Asimismo, en esta especie no habia
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sido reportada la presencia del alcaloide muramina; éste es un alcaloide tipo protopina el
cual tiene como caracteristica la presencia de cuatro sustituyentes metoxilo dentro de su
estructura. La muramina ha sido poco estudiada, aunque este afo se publicé un articulo
en donde se muestra que este alcaloide posee actividad inhibitoria de la excitabilidad de

neuronas (Huang et al., 2018).

Al observar los extractos de A. platyceras también podemos ver la presencia de berberina
(Rf 0.5) en todos los extractos, para el extracto de tejido de corteza de raiz de A.
platyceras la concentracidon de berberina, basandonos en la fluorescencia, es mucho mas

elevada que para los demas extractos incluidos los de A. ochroleuca.

Ademas, este extracto muestras una mayor cantidad de bandas visibles bajo luz UV 366
nm. Esta caracteristica se atribuye a que es probable que las estructuras de los
compuestos observados posean varios anillos aromaticos, aunque estos compuestos
pueden ser o no alcaloides. También, la banda observada en el Rf 0.3 muestra una
concentracion mayor. Podemos observar que la banda por encima del Rf 0.3 no es visible

en otros extractos, asi como las bandas cerca del Rf 0.6.

Igualmente, los extractos de A. platyceras fueron analizados por GC-EIMS para identificar
los compuestos presentes. De manera similar a lo ya visto en la placa de HPTLC, estos
extractos tuvieron una mayor diversidad de compuestos. En cuatro de los extractos se
tuvo la presencia del alcaloide platycerina, llamado asi en referencia a esta especie. Este
alcaloide no fue identificado por la biblioteca NIST, sino a través de su patrén de
fragmentacion. La platycerina es un alcaloide tipo pavina que posee una amina terciaria,

tres grupos metoxilo y un hidroxilo.

Asimismo, se encontraron otros alcaloides del mismo tipo como la munitagina en el tejido
de corteza de raiz y cdpsula verde. Este alcaloide solo se diferencia de la platycerina en un
grupo metoxilo que es cambiado por un hidroxilo. En el extracto de capsula verde también

se encontro la norargemonina, un isdmero de la platycerina. Ademas de los alcaloides que
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a-alocriptopina y protopina que también fueron encontrados en los extractos de A.

ochroleuca.

No es posible descartar la presencia de algin otro alcaloide, ya que nuevamente no
observamos la berberina que sabemos que estd presente por HPTLC. Por lo que no
podemos tener la certidumbre de que los compuestos identificados sean los Unicos

presentes en el extracto.

Es posible que el estudio por inyecciéon directa mediante alguna otra técnica de
espectrometria de masas sea posible la identificacion de los compuestos no volatiles y
altamente polares que estén presentes en los extractos y que no pudieron observarse

mediante el método que se utilizd para este estudio.

Como se menciond en los resultados, se encontré un compuesto con peso molecular de
399 m/z que posee algunos de los fragmentos caracteristicos que tienen los alcaloides que
hemos visto hasta ahora. Pero, no fue posible su identificacion. Con base en los
fragmentos observados podriamos decir que este compuesto tiene una estructura tipo
pavina, sin embargo, no podemos confirmar con seguridad su estructura. Ademdas de que

no hay reportes de este tipo de alcaloides con ese peso molecular.

Otro andlisis que se realizé utilizando HPTLC fue la cuantificacién de berberina mediante
densitometria, en donde se corroboré lo observado anteriormente, que los extracto de los
tejidos de corteza de raiz de ambas especies son los que tienen un mayor contenido de
berberina; sin embargo, el de A. platyceras es el que supera en concentracién a los demas
extractos. En contraste, los extractos de tejido vascular de ambas especies también son
los que contienen la menor cantidad de este alcaloide, mientras que para los demas

tejidos la concentracién no sufre variaciones significativas.

Uno de los aspectos importantes de los resultados de los andlisis por HPTLC, GC-EIMS y la
cuantificacién de berberina, es la concentracién y variedad de compuestos en los

extractos de tejidos como la corteza de raiz y la capsula seca. Es sabido que algunos
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alcaloides son producidos en la raiz de las plantas que los contienen, por lo que esto
concordaria con lo que hemos observado. Sin embargo, el transporte de dichos alcaloides
a otros tejidos de la planta deberia de ser a través del tejido vascular (xilema o conductos
laticiferos), lo que no corresponde a lo que observamos pues dicho extracto posee una
concentracion baja de berberina. Una de las causas de la presencia de alcaloides en la
corteza de raiz, es que probablemente la planta use éstos como defensa de organismos
que se encuentren en el suelo, debido a esto los alcaloides pueden acumularse en la

corteza de la raiz.

Para los extractos de cdpsula seca la situacién es diferente, si bien, la cdpsula tiene
alcaloides desde que es verde y cuando las semillas estdn en desarrollo, el hecho de que la
variedad de alcaloides aumente cuando esta se seca una vez que expulsé las semillas es
interesante. Este hecho marca el inicio de la senescencia de las plantas de Argemone, ya
que éstas en general son plantas anuales. Por lo que la presencia de alcaloides en este
tejido es mas dificil de explicar que en el caso de los alcaloides de la raiz. Sin embargo, en
los ultimos afios se ha planteado la teoria de que los alcaloides estan involucrados algunos
procesos bioldgicos como la activacidn o represidn de genes. Esta teoria podria ser la que
explique la variacién de alcaloides entre la capsula verde y la capsula seca, teniendo éstos
algln papel en la desecacién de la capsula o en la liberacidn de las semillas. Si bien, no
podemos hacer afirmaciones sobre este hecho, es probable que realizando anilisis de
biologia molecular sobre las capsulas y los cambios que sufren podriamos estar mas cerca

de conocer que ocurre con los alcaloides en este tejido.

Ya que conocemos cuales son los alcaloides que se encuentran en los extractos de los
diferentes tejidos de A. ochroleuca y A. platyceras, se decidid llevar a cabo algunas
pruebas bioldgicas con ayuda de técnicas realizadas en TLC, como lo son ensayos de
inhibicidn. En este caso debido a los antecedentes de A. platyceras, se hicieron ensayos de
inhibicidon de acetilcolinesterasa. Ademas, debido al auge en el interés de nuevas formas
de atacar infecciones bacterianas, se incluyd el andlisis de inhibicion sobre quorum

sensing.
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En los ultimos afios el despunte en investigacién sobre drogas que traten los sintomas del
Alzheimer ha abierto la posibilidad de estudiar diversas plantas consideradas como
medicinales u otras que se ha encontrado que contienen una variedad de compuestos

interesantes.

En el 2017, el grupo de Siatka, llevé a cabo un estudio respecto a los alcaloides contenidos
en extractos de A. platyceras, encontrando que la munitagina es un potencial inhibidor de
acetilcolinesterasa, con este antecedente, se decidid realizar un estudio de inhibicidon de

acetilcolinesterasa con los extractos de las dos especies con las que se trabajo.

Los alcaloides son fuertes candidatos como inhibidores de acetilcolinesterasa, pues se
sabe que tienen actividades bioldgicas muy variadas y estas estdn ampliamente
comprobadas. Un ejemplo de esto es la Galantamina, un alcaloide que inhibe a la
acetilcolinesterasa proveniente de la especie Galanthus nivalis L., el cual se usa en el

tratamiento del Alzheimer y que ha sido aprobado por la FDA.

Previo al uso de la galantamina y otros actuales medicamentos, existian algunos otros
utilizados para este padecimiento, sin embargo, algunos de estos fueron retirados debido
a los efectos secundarios que presentaban, como la tacrina, que afectaba al sistema
gastrointestinal y que también presentaba efectos de hepatotoxicidad (Colovic et al.,
2013), lo que hace que cada dia se busquen nuevas alternativas, ya sea en nuevos
compuestos o en la modificacion de los existentes, para mejorar su accién sobre la enzima

de interés y disminuir los dafos colaterales que afecten otros érganos.

Como ya se menciond en el apartado de resultados, Unicamente los extractos de tejido de
corteza de raiz, tejido vascular y raiz y capsula verde de Argemone platyceras mostraron
actividad como posibles inhibidores de acetilcolinesterasa; por lo que ademas se realizd
un andlisis de GC-EIMS de las bandas que mostraron actividad para asi identificar el
compuesto que poseia la actividad, en donde se encontré que era la protopina, sin
embargo, como se vio anteriormente este alcaloide esta presente en todos los extractos

de ambas especies, por lo que, tedricamente todos los extractos deberian poseer esta
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actividad, sin embargo, no es asi. Una de las formas de explicar esto es que el compuesto
que la causa (alcaloide o no) no se haya detectado GC-EIMS por diversas razones como las

gue ya se explicaron en el caso de la berberina.

La forma en que los alcaloides inhiben a la enzima acetilcolinesterasa es relativamente
sencilla. La acetilcolinesterasa tiene una triada catalitica en la cual estd presente el sitio de
unién del grupo amonio de la acetilcolina, en este el residuo Trp841 es clave para la
interaccion entre la enzima y la molécula de interés, por lo que es posible que sea en este

sitio en donde se une el alcaloide a la enzima produciendo la inhibicion.

Sin embargo, hay que tener en cuenta que hay otros sitios en donde se puede llevar a
cabo la unidn de los inhibidores. Se ha observado, por ejemplo, en el caso de inhibidores
de acetilcolinesterasa tales como agentes nerviosos, estos inhibidores permanentes de
acetilcolinesterasa se unen al sitio estedrico dentro de la triada catalitica. Otro ejemplo
puede ser la tacrina, un inhibidor que se retiré del mercado por sus efectos secundarios,
este se une al residuo Ser200 en el locus anidnico. Ademads, algunos otros no se limitan a

la interaccion con la triada si no que se unen a secciones del sitio anidnico periferal.

Otro de los temas de mayor interés en este momento es la problematica que se tiene con
las bacterias que han adquirido resistencia a una gran variedad de antibidticos, por lo que

cada vez se desarrollan mas mutantes a estos, conocidas como super bacterias.

Esta circunstancia ha hecho que la comunidad cientifica dirija sus investigaciones a
encontrar una nueva manera de atacar las patologias bacterianas evitando el desarrollo
de resistencia, uno de estos enfoques es realizando la inhibicion del desarrollo de los

agentes patdgenos, dentro de este enfoque encontramos la inhibicién de quorum sensing.

El quorum sensing es un sistema de comunicacion bacteriana a través de autoinductores
que deriva en la activacién de diferentes genes enfocados ya sea a formacién de

biopeliculas, antibidticos, etc. Este sistema es de gran interés ya que, al no afectar la
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supervivencia de la bacteria, esta no se ve en la necesidad de desarrollar algun tipo de

mutacion que desencadene resistencia a las sustancias utilizadas.

Como es sabido, los alcaloides son moléculas capaces de modificar su estructura cuando
se encuentran en diferentes condiciones ambientales dentro y fuera de la célula, siendo
moléculas que pueden atravesar de manera sencilla la membrana celular, por lo que, es
probable que al igual que los autoinductores, estos puedan transportarse de manera

simple desde el medio hacia dentro de la célula.

Asimismo, se sabe que el mecanismo de comunicacion de las bacterias gram negativas
involucra dos o mas proteinas encargadas tanto de la sintesis de los autoinductores como
del reconocimiento y unién a estos, ademas de la interaccién con el ADN, funcién que

permitira la activacion de los genes necesarios para la respuesta a dicha comunicacion.

Se sabe que en Chromobacterium violaceum, las proteinas involucradas en este proceso
son Luxl y LuxR, en donde Luxl es la encargada de la sintesis del autoinductor N-
hexanoilhomoserina lactona, molécula identificada como la sefial de este sistema de
comunicacion en esta bacteria. Mientras que LuxR es un factor de trascripcidon que se une

al ADN para la activacién de genes especificos.

El sistema que permite que LuxR se una al ADN es un cambio en la conformacién de esta
proteina, alterandose su plegamiento, al unirse con la homoserina lactona. Cuando no se
encuentra en asociacidon con el inductor, los sitios de union a ADN del homodimero se
encuentran separados a una distancia aproximada de 60 A, al unirse con la sefal esta
conformacidon cambia y los sitios quedan juntos a 30 A permitiendo la correcta unién al

ADN.

La bacteria utilizada para realizar el ensayo de bioautografia, C. violaceum cepa CV026, no
tiene la capacidad de producir la sefial N-acilhomoserina lactona, por lo que no es posible

que la inhibicién se haya dado a través de la interaccion con la enzima Luxl, sino con LuxR.
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La hipdtesis mas probable de lo que ocurre al interaccionar los alcaloides con la enzima
LuxR es que ocupan el lugar de la homoserina lactona, uniéndose por medio del
fragmento acilo, al no ocupar el espacio correcto, la proteina es incapaz de cambiar de

configuracion evitando la transcripcion de genes para la produccién de violaceina.

Por medio de una placa preparativa, se aislé la zona en donde se observd la actividad y
posteriormente se llevd a cabo el andlisis por GC-EIMS, para determinar la identidad del
compuesto que presentd la actividad inhibitoria. Como en el caso del ensayo de

acetilcolinesterasa, el compuesto identificado fue la protopina.

Sin embargo, como ya se explicé antes, es probable que este no sea el compuesto
responsable de dicha actividad, ya que este alcaloide se presenta casi en todos los
extractos y no en todos se tuvo actividad inhibitoria. Puede ser probable que el
compuesto que posee la actividad no se observe por GC-EIMS, o que la presencia de algun
otro compuesto en la banda y sus interacciones sean lo que causa la inhibicion que se

observa en el ensayo de bioautografia.

Asimismo, se realizé un analisis sobre el crecimiento bacteriano de C. violaceum, debido a
gue se espera que los extractos y sus componentes no afecten la supervivencia de la
bacteria, sino que Unicamente inhiba la comunicacion por quorum sensing. Vimos que,
efectivamente, a pesar de la presencia de los extractos en el medio, las bacterias crecieron
a un ritmo normal. Esto es un buen indicador, ya que como se ha mencionado, el interés
en encontrar inhibidores de quorum sensing radica en que este elimine o disminuya la

resistencia bacteriana.

En resumen, podemos decir que se obtuvo un perfil de alcaloides por HPTLC y por GC-
EIMS de las especies estudiadas, Argemone ochroleuca y Argemone platyceras. Sin
embargo, no podemos asegurar que todos los alcaloides se presenten siempre en la
misma forma en diferentes muestras ya que hay diversos factores que afectan su variedad

y concentracion dentro de la planta. No obstante, podemos distinguir que, segun la
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especie, los tipos de alcaloides que encontramos van cambiando, lo cual permite que

exista diversidad respecto a la actividad bioldgica que estos poseen.
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VIIl. CONCLUSIONES

El perfil de alcaloides por HPTLC muestra diferencias entre los extractos de los tejidos de

Argemone ochroleuca y Argemone platyceras.

Los extractos de ambas especies contienen alcaloides tipo protopina (alocriptopina y
protopina), mientras que en extractos A. ochroleuca se observan alcaloides de tipo
protoberberinas y en A. platyceras se encuentran en mayor proporcién alcaloides tipo

pavinas.

El alcaloide muramina presente en el extracto de capsula seca de A. ochroleuca no habia

sido reportado antes dentro de los alcaloides de esta especie.

Un compuesto con peso molecular de 399 Da fue observado en los extractos de A.
platyceras, sin que haya podido ser identificado, puesto que no hay reportes de algun

alcaloide de tipo pavina con ese peso molecular.

El extracto de tejido de corteza de raiz de A. platyceras es el que posee mayor
concentracion de berberina en relacidn con los otros extractos de ambas especies,

ademas de que tiene una mayor diversidad de alcaloides.

Los extractos de tejido vascular y corteza de raiz, y capsula verde de A. platyceras poseen

actividad inhibitoria sobre la enzima acetilcolinesterasa.

La protopina fue identificada como el compuesto responsable de la actividad inhibitoria

de acetilcolinesterasa.

El extracto de capsula seca de A. ochroleuca tiene actividad inhibitoria sobre el quorum

sensing en C. violaceum CV026.

La protopina presente en el extracto de capsula seca de A. ochroleuca posee la actividad

de inhibir el quorum sensing.
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Figura 25. Cromatograma de gases del extracto de tejido vascular de raiz de Argemone ochroleuca.

100 148
50
134 193
15 26 4251 63 76 8 404 119 3 | | 177 190 209 203 237 252 267 281 295 300320 334 353
: — frrprtei ‘ : e
4251 63 76 gg 104 118 134 ‘ 177 190 209 223 237 252 267 281 295 309320 336 353
163
50
1
007 148

T T T

T T T T T T T T T T T T T AT
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360

Figura 26. Espectro de masas experimental del pico con tiempo de retencion 28.097 min en rojo, comparado con el

espectro de masas de la biblioteca NIST de la protopina en azul.
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Figura 27. Cromatograma del extracto de tejido de corteza de raiz de Argemone ochroleuca.
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Figura 28 Espectro de masas experimental del pico con tiempo de retencion 28.097 min en rojo, comparado con el
espectro de masas de la biblioteca NIST de la alocriptopina en azul.
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Figura 29. Cromatograma de gases del extracto de capsula verde de raiz de Argemone ochroleuca.
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Figura 30. Espectro de masas experimental del pico con tiempo de retencion 28.096 min en rojo, comparado con el
espectro de masas de la biblioteca NIST de la alocriptopina en azul.
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Figura 31. Espectro de masas experimental del pico con tiempo de retencion 28.126 min en rojo, comparado con el
espectro de masas de la biblioteca NIST de la protopina en azul.
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Figura 32. Cromatograma de gases del extracto de capsula seca de raiz de Argemone ochroleuca.
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Figura 33. Espectro de masas experimental del pico con tiempo de retencién 27.806 min en rojo, en comparacion con
el espectro de masas de la biblioteca NIST de la canadina en azul.
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Figura 34. Espectro de masas experimental del pico con tiempo de retencién 28.310 min en rojo, en comparacion con
el espectro de masas de la biblioteca NIST de la alocriptopina en azul.
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Figura 35. Espectro de masas experimental del pico con tiempo de retencion 28.642 min en rojo, en comparacion con
el espectro de masas de la biblioteca NIST de la muramina en azul.
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Figura 36. Cromatograma de gases del extracto de tallo de raiz de Argemone ochroleuca.
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Figura 37. Espectro de masas experimental del pico con tiempo de retencion 28.096 min en rojo, en comparacion con
el espectro de masas de la biblioteca NIST de la alocriptopina en azul.
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Figura 38. Espectro de masas experimental del pico con tiempo de retencién 28.129 min en rojo, en comparacion con
el espectro de masas de la biblioteca NIST de la protopina en azul.
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Figura 39. Cromatograma de gases del extracto de hoja de Argemone ochroleuca.

100 164
50
6 o 184 206
1526 d 63 7HL i, 1%} 11 ‘h ol 7 19\0 Jy. 223 27 2?\2 2? 283295 309 325 338 354 369
A L “ T 77 190 T 225237 250 267 gy 297 311 325 338 354 369
5 oot e 121
134
50 149
1007 164
]

T T T

T T T T T T T T T T T T T AT
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380

Figura 40. Espectro de masas experimental del pico con tiempo de retencién 28.116 min en rojo, en comparacion con
el espectro de masas de la biblioteca NIST de la alocriptopina en azul.
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Figura 41. Espectro de masas experimental del pico con tiempo de retencion 28.148 min en rojo, en comparacién con
el espectro de masas de la biblioteca NIST de la protopina en azul.
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Figura 42. Cromatograma de gases del extracto de tejido vascular de raiz de Argemone platyceras.
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Figura 43. Espectro de masas experimental del pico con tiempo de retencion 28.435 min.
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Figura 44. Espectro de masas experimental del pico con tiempo de retencion 28.435 min.
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Figura 45. Cromatograma de gases del extracto de tejido de corteza de raiz de Argemone platyceras.
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Figura 46. Espectro de masas experimental tiempo de retencién 26.449 min (izq.) y 26.7003 min (der.)
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Figura 47. Espectro de masas experimental del pico con tiempo de retencién 28.145 min en rojo, comparado con el espectro de
masas de la biblioteca NIST de la alocriptopina en azul (izq.). Espectro de masas experimental del pico con tiempo de retencién
28.1636 min en rojo, comparado con el espectro de masas de la biblioteca NIST de la alocriptopina en azul (der.)

89



Biotecnologia de Plantas Cinvestav-lrapuato

x106 [+ TIC Scan CVApHPS.d

17
16
15
14
13
12
11

1
09
08
07
06
05
04
03

26678

32541 36.197 38462

14913

021 3197 6745 124% L 680 A0 g
I s ho |

0

IEREEREEEREEEEREEEEEEEE R EE R EE R E R EE R EEE R
Counts vs. Acquisition Time (min)

Figura 48. Cromatograma de gases del extracto de capsula verde de raiz de Argemone platyceras.
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Figura 49. Espectro de masas experimental tiempo de retencidn 26.436 min (izq.) y 26.677 min (der.) arriba y tiempo
de retencién 26.7506 min abajo.
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Figura 50. Espectro de masas experimental del pico con tiempo de retencion 28.096 min en rojo, comparado con el
espectro de masas de la biblioteca NIST de la alocriptopina en azul (izg.). Espectro de masas experimental del pico con
tiempo de retencion 28.115 min en rojo, comparado con el espectro de masas de la biblioteca NIST de la alocriptopina
en azul (der.)
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Figura 51. Cromatograma de gases del extracto de tallo de raiz de Argemone plactyceras.
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Figura 52. Espectro de masas experimental tiempo de retencion 26.431 min
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Figura 53.. Cromatograma de gases del extracto de hoja de raiz de Argemone platyceras.
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Figura 54. Espectro de masas experimental tiempo de retencion 26.430 min
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