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Resumen

La medicina tradicional es la suma total de los conocimientos, capacidades y
préacticas basadas en las teorfas, creencias y experiencias propias de diferentes cultu-
ras, utilizadas para mantener la salud, prevenir, diagnosticar y mejorar enfermedades
fisicas y mentales. El presente trabajo tuvo como finalidad llevar a cabo la cuanti-
ficacién de metales pesados, identificacién de oligoelementos y estudio fitoquimico
de dos plantas medicinales, provenientes del estado de Zacatecas. Las especies vege-
tales estudiadas fueron: Phoradendron villosum y Croton dioicus. Se llevé a cabo el
tamizaje fitoquimico de extractos en agua, alcohol etilico, alcohol-agua y aceite de
pepita de uva de cada especie vegetal y se analizd el contenido de plomo, arsénico,
cobre y niquel por medio de fluorescencia de rayos X. Se constaté que Phoradendron
villosum y Croton dioicus, no poseen estudios cientificos que validen su uso como
tratamiento en diabetes mellitus, por lo cual estan siendo usadas. En el analisis de
metales pesados, no se detecté plomo. Por otra parte, el arsénico en las plantas se
mantiene bajo el limite permitido segiin la Organizacion Mundial de la Salud. El
niquel sale de los limites permitidos para Phoradendron villosum y el cobre exce-
de los parametros permitidos en ambas plantas. En los extractos de Phoradendron
villosum y Croton dioicus, el arsénico, niquel y cobre fueron absorbidos en una can-
tidad muy pequena evitando posible toxicidad al ser ingeridos. Las pruebas quimicas
dieron positivo para flavonoides en todos los extractos, negativo para carbohidratos
y negativo para los extractos de alcohol etilico, alcohol-agua y aceite para Cro-
ton dioicus. Estos resultados fueron corroborados por espectrofotometria UV-Vis,
encontrando mas metabolitos dependiendo del extracto. La presencia de distintos
antioxidantes genera expectativa de los usos y efectos protectores en patologias tales
como diabetes mellitus lo cual justifica su uso como tratamiento alternativo en dicho
padecimiento.
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Summary

Traditional medicine is the total sum of knowledge, skills and practices based on
the theories, beliefs and experiences of different cultures, used to maintain health,
prevent, diagnose and improve physical diseases and mental. This work was intended
to carry out the quantification of heavy metals, trace elements and phytochemicals
study of two medicinal plants, from the state of Zacatecas. The plant species studied
were: Phoradendron villosum and Croton dioicus. We carried out the phytochemicals
screening of extracts in water, ethyl alcohol, alcohol-water and grape seed oil of each
plant species and analyzed the content of lead, arsenic, copper and nickel by means
of X-ray fluorescence. It was found that Phoradendron villosum and Croton dioicus,
do not possess scientific studies that validate their use as treatment in diabetes
mellitus, for which they are being used. In the analysis of heavy metals, no lead
was detected. On the other hand, the Arsenic in the plants is maintained under
the limit allowed according to the World Health Organization. The nickel leaves the
limits accepted for Phoradendron villosum and the copper exceeds the parameters
accepted in both plants. In the extracts of Phoradendron villosums and Croton
dioicus, the arsenic, nickel and copper were absorbed in a very small amount avoiding
possible toxicity when ingested. The chemical tests were positive for flavonoids in all
extracts, negative for carbohydrates and negative for the extracts of ethyl alcohol,
alcohol-water and oil for Croton dioicus. These results were corroborated by UV-
Vis spectrophotometry, finding more metabolites depending on the extract. The
presence of different antioxidants generates expectation of the uses and protective
effects in pathologies such as diabetes mellitus which justifies its use as an alternative
treatment in this condition.
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Capitulo 1

Introduccion

La diabetes mellitus (DM) es un sindrome heterogéneo originada por la interac-
cién genético-ambiental, caracterizada por una hiperglicemia crénica consecuencia
de un déficit en la secrecién o accion de la insulina. La mayoria de los casos de DM
se divide en 2 categorias etiopatogénicos amplias:

= La DM tipo 1, cuya causa es la deficiencia absoluta de la secrecién de insulina.
Es un proceso autoinmune.

= La DM tipo 2, causada por una combinacion de resistencia a la insulina y una
respuesta de secrecion compensatoria de insulina inadecuada. Puede ocurrir a
cualquier edad pero es mas comun en la adultez. Representa el 90-95 % de los
casos de DM [1].

En la actualidad la diabetes mellitus, se esta convirtiendo en un problema de salud
global. La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) establece que en menos de 20
anos las cifras se han triplicado [3]. Una mejorfa en el cuidado de la diabetes au-
mentaria la esperanza de vida, por lo que serd necesario aplicar los conocimientos
existentes o desarrollar tecnologias capaces de prevenir la aparicién de la enferme-
dad y de sus complicaciones, lo que contribuird a reducir la carga econémica que
origina en la sociedad, que se concentra sobre todo en los gastos de hospitalizacién
provocados por las complicaciones.

Se calcula que en el mundo existen mas de 347 millones de personas con diabetes,
y es probable que esta cifra aumente a mas del doble para 2030. En 2012, 1.5 millones
de muertes se debieron a diabetes, de las cuales alrededor de 80 % ocurrieron en
paises de ingresos bajos o medios [3]. En México la DM ocupa el primer lugar en
nimero de defunciones por ano. Las tasas de mortalidad muestran una tendencia
ascendente en ambos sexos con mas de 70 000 muertes anuales. En incidencia y
prevalencia la tendencia es ascendente, mas de 400 000 casos nuevos al afo [1, 3].

El descontrol metabdlico y las consecuentes complicaciones se agravan cuando
en los servicios de salud no se realiza una detecciéon oportuna y un seguimiento de
grupos con factores de riesgo eficiente, aunado a que en la poblaciéon hay una per-
cepcién inadecuada y desconocimiento del riesgo para desarrollar diabetes. Se debe
senalar la asociacién de altas tasas de comorbilidad que inciden en la gravedad de
diabetes y la presencia cada vez mayor de complicaciones micro y macrovasculares
por la falta de diagndstico, tratamiento oportunos y de seguimiento a los pacientes.
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La DM es una enfermedad multifactorial, por lo que los pacientes requieren trata-
miento integral que incluya cambios en el estilo de vida, modificacién de hébitos
y plan individualizado de alimentacién, actividad fisica adecuada, control mediante
monitoreo de glucosa y tratamiento farmacolégico constante.

Aunque la gran mayoria de los medicamentos actualmente registrados son ob-
tenidos por sintesis quimica, muchos proceden de la naturaleza, en concreto de las
plantas. Entre ellos destacan ciertos corticoides, antitumorales (Taxol), asi como
la aspirina y la morfina, por lo cual el empleo de plantas medicinales estd aumen-
tando de forma exponencial tanto para mejorar el estado de salud general como
para tratar DM [19, 20, 21]. Desde una perspectiva etnofarmacolégica es impor-
tante entender que esta enfermedad se encuentra en la interfaz del tratamiento
convencional biomédico y local o tradicional. En todo el mundo se han estudiado
varias plantas utilizadas tradicionalmente para el manejo de la diabetes por su ac-
tividad hipoglucémica, lo que refuerza el argumento de que las plantas medicinales
podrian desempenar un papel en el descubrimiento de nuevos compuestos. India,
Asia, Marruecos, Israel y Sudafrica han demostrado avances en el estudio de plantas
regionales con resultados positivos [19, 23, 24, 25, 26] usando las familias con mayor
efecto hipoglucémico: Leguminoseae, Lamiaceae, Liliaceae, Cucurbitaceae, Astera-
ceae, Moraceae, Rosaceae, Euphorbiaceae y Araliaceae [22, 23].

En México se dispone de datos sobre el uso de plantas con o sin medicacion
biomédica y, en algunos casos, los pacientes usaron estos tratamientos en lugar de
los medicamentos convencionales, y se produjeron complicaciones graves incluyendo
aumento de hospitalizaciones, cetoacidosis e hiperglicemia aguda [12]. Actualmente
se tienen pocos ensayos que evalien eficacia y seguridad y, normalmente, tienen
deficiencias metodoldgicas y poco tamano muestral para poder obtener conclusiones
fiables. Por lo tanto, datos tan importantes como dosis eficaces, efectos adversos y
contra indicaciones no estén totalmente dilucidados [11].

Existen estudios farmacologicos y fitoquimicos de plantas usadas como trata-
miento alternativo en México para DM 2, donde se analizo el potencial para el desa-
rrollo de fitomedicamentos con un perfil validado de actividad: Cecropia obtusifolia
Bertol [12, 13, 14, 15|, Equisetum myriochaetum Schlecht [12, 16, 17], Acosmium
panamense [12, 14, 18] todas con efecto hipoglucémico notable. En este contexto
es importante recordar que el medicamento moderno metformina (una biguanida)
es un derivado de un producto natural activo de la planta Galega officinalis L. y
es de importancia obtener los principios activos de diversas plantas utilizadas en el
tratamiento de DM 2 para monitorear los efectos de los compuestos obtenidos.

1.1. Objetivos

Objetivos generales

Caracterizar toxicologia por metales pesados e identificar los principios activos
en los extractos de hoja, tallo y flor de Croton dioicus Cav. y Phoradendron villosum
Nutt.
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Objetivos particulares

= Determinar compuestos predominantes y contenido de metales pesados en las
plantas Croton dioicus y Phoradendron villosum.

= Obtener extractos madre en agua, alcohol etilico, alcohol-agua y aceite de
pepita de uva a partir de hoja, tallo y flor de Croton dioicus y Phoradendron
villosum.

» Identificar metales pesados que pasan a los extractos madre.

s Identificar metabolitos secundarios en los de extractos de Croton dioicus y
Phoradendron villosum.
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Capitulo 2

Marco Teorico

2.1. Diabetes Mellitus

La DM representa un conjunto de trastornos metabdlicos con una alternacion
comun, niveles elevados de glucosa en sangre conocidos como hiperglucemia, condi-
cién que puede ocasionar dano crénico en diferentes érganos y culminar en compli-
caciones graves que aumentan la mortalidad y disminuyen la calidad de vida de los
pacientes. La hiperglucemia ocurre cuando el organismo pierde la capacidad para
producir suficiente cantidad de insulina o ésta no es utilizada de forma efectiva. La
insulina es una hormona que se produce en las células beta del pancreas y su accion
permite la captacion celular de la glucosa. En un inicio se pensaba que las dietas
bajas en carbohidratos y altas en grasas eran adecuadas para disminuir el exceso
de azicar en sangre y orina. Otros médicos pensaban que las dietas altas en car-
bohidratos eran necesarias para recuperar los que se perdian en la orina . El tipo de
diabetes depende con frecuencia de las circunstancias y caracteristicas al momento
de su diagnéstico. Los principales son la tipo 1, 2 y gestacional, sin embargo existen
otros tipos menos comunes, de origen genético y la llamada prediabetes, en la cual
hay alteraciones de la homeostasis de la glucosa pero sin llegar a cifras que indican
la enfermedad.

2.1.1. Diabetes tipo 1

La DM 1 se debe a destruccién de las células beta del pancreas, de tal manera
que al inicio hay una deficiencia de insulina que mas tarde evoluciona hacia una
carencia total de la hormona. Constituye entre el 1 y 10 % de la poblacién con DM
en el mundo. La velocidad de destrucciéon de las células beta es variable y determina
la intensidad del cuadro clinico. En los lactantes y ninos progresa con rapidez y en
los adultos es mas lento. Este tipo de pacientes presentan episodios de hipo e hiper-
glucemia y su sensibilidad a la insulina es normal en la mayoria de los casos [2]. Este
tipo de diabetes puede ser autoinmune (DM1A) o idiopatica (DM1B). La primera
se debe a la destruccion de las células beta mediada por procesos autoinmunes y la
idiopatica se refiere a que no hay etiologia conocida. No se sabe con exactitud cémo
se produce el proceso de autodestruccion de las células beta pero se sugiere que
existe fallo en la tolerancia mediada por el complejo de histocompatibilidad mayor
[2]. La ausencia absoluta de insulina obliga a los pacientes con DM 1 a depender

5
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de la aplicacion de insulina exdégena para mantener la homeostasis de la glucosa y
evitar, complicaciones graves .

2.1.2. Diabetes tipo 2

Esta forma de DM, antes conocida como DM del adulto o diabetes mellitus no
insulinodependiente, es la forma mads frecuente, se calcula una incidencia de 97 a 98 %
en México [3]. Inicia con frecuencia entre la cuarta y quinta década de la vida, y el
riesgo de padecerla aumenta con la edad, obesidad, falta de ejercicio, sedentarismo y
en mujeres que hayan padecido previamente DMG. Los sintomas aparecen de manera
insidiosa, lo que habitualmente hace que se retarde el diagnéstico, la mayoria de los
pacientes (80 %) son obesos y tiene resistencia a la insulina. El conocimiento reciente
en la fisiopatologia de DM, no sélo muestra que tienen defectos en la sensibilidad
a la insulina y pérdida de la funcién de las células beta, sino que también tienen
disfuncion de las células del pancreas, aumento de la expresion del trasportador de
glucosa y sodio a través del tiubulo contorneado proximal de la nefrona, alteraciones
en el sistema de neurotransmisores cerebrales y aumento en la produccion hepatica
de la glucosa, lo que hace a este tipo de DM una enfermedad compleja y con mucha
frecuencia dificil de controlar. Al principio los pacientes no requieren de insulina para
su control, pero la historia natural de DM 2 ha ensenado que, con el paso del tiempo,
la mayoria de estos enfermos requeriran insulina para mantener concentraciones de
glucemia dentro de lo aceptable.

2.1.3. Diabetes gestacional

La diabetes gestacional es la intolerancia a los hidratos de carbono de severidad
variable, que comienza o se diagnostica por primera vez durante el embarazo. A
diferencia de los otros tipos de diabetes, la gestacional no es causada por la carencia
de insulina, sino por los efectos bloqueadores de las otras hormonas en la insuli-
na producida, una condicion denominada resistencia a la insulina, que se presenta
generalmente a partir de las 20 semanas de gestacion. La respuesta normal ante
esta situacién es un aumento de la secrecién de insulina, cuando esto no ocurre se
produce la diabetes gestacional. En muchos casos los niveles de glucosa en sangre
retornan a la normalidad después del parto. Su prevalencia global se sitia entre 1 a

3% [4].

2.1.4. Estructura y sintesis de la insulina

La insulina es una hormona polipeptidica que es sintetizada y secretada por las
células beta de los islotes de Langerhans en el pancreas. Estas células corresponden
al 65 % de la totalidad de las células de los islotes. Quimicamente, la insulina es una
molécula pequena, que contiene 254 adtomos de carbono, 337 de hidrégeno, 65 de
nitrégeno, 75 de oxigeno y 6 de azufre. Consta de dos cadenas polipeptidicas, una
cadena A y una cadena B de 21 y 30 aminodacidos respectivamente, las dos cadenas
estan unidas por un par de enlaces disulfuros; un enlace intracatenario conecta los
aminodcidos 6 y 11 (Leu -Leu) de la cadena A y otros dos enlaces intracatenarios
conectan los aminodcidos 7-7 (Cys-Cys) y 19-20 (Cys-Cys) de las cadenas A y B.
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Biol6gicamente, la insulina es una de las hormonas anabdlicas mas importan-
tes, es necesaria para: 1) El transporte de glucosa y aminoécidos a través de las
membranas celulares. 2) La formacién de glucégeno en el misculo esquelético. 3) La
sintesis de lipidos. 4) Sintesis de dcidos nucleicos y 5) La sintesis de las proteinas.
Su principal funcién metabdlica consiste en aumentar la velocidad del transporte de
la glucosa hacia el interior de las células musculares y adiposas.

Sintesis de la insulina

El gen que codifica para la insulina se encuentra localizado en el brazo corto del
cromosoma 11, locus 11p 15. E1 ADN aporta el patrén para su transcripcion en ARN
mensajero (ARNm) con todas las instrucciones para la sintesis de la insulina, esto
sucede en el nicleo de la célula. Posteriormente el ARNm es exportado al citoplasma
y en el reticulo endoplasmatico rugoso ocurre la traduccion de este a preproinsulina.
El prefijo <pre> de la preproinsulina hace referencia a un péptido senal de 16
aminoacidos que se escinde de la cadena, por una reaccién proteolitica que ocurre
en las cisternas del reticulo endoplasmatico. La molécula resultante recibe el nombre
de proinsulina, que es realmente la molécula precursora de la insulina. La proinsulina
se libera a través de la membrana del reticulo endoplasmatico al Aparato de Golgi,
pero antes de su liberacion, la pro-insulina se pliega para formar los enlaces disulfuros
que estan presentes en el dimero de la insulina. El termino <pre>>> se refiere a un
péptido de conexién o péptido C que une las cadenas A y B del dimero de la insulina.
La membrana del Golgi se engloba y encapsula la molécula de proinsulina en una
vesicula o granulo secretor que recorre los discos aplanados del complejo de Golgi, en
este recorrido se evaliia que la molécula esté correctamente sintetizada y que su juego
de aminoacidos sea el dictado por el codigo genético del ARNm. Una vez verificada
la secuencia de la molécula, la proinsulina se almacena en granulos secretores sobre
el Aparato de Golgi. Durante este proceso de concentracién, dos tipos de enzimas
desdoblan el péptido C: una endoproteasa dependiente de Ca2+ con actividad similar
a la tripsina y una exopeptidasa con actividad similar a la de la carboxpeptidasa B.
Estas enzimas cortan los enlaces peptidicos que unen los aminodcidos 30-31 (Ala-
Arg) y 63-1 (Arg-Gly) de la estructura de la proinsulina, y producen la insulina.
La insulina y el péptido C desdoblado se concentran juntos en los granulos y alli
permanecen esperando el estimulo para la liberacién de cantidades equimolares de
insulina y péptido C hacia la sangre. La insulina puede permanecer estable en los
granulos, como hexdmeros formados por tres unidades diméricas de insulina, gracias
a la presencia intracelular del zinc. Existe la hipdtesis de que una deficiencia de zinc
podria afectar negativamente la produccion y secrecién de insulina, sin embargo al
respecto existe aun controversia.

Las alteraciones en la sintesis de la preproinsulina o en su procesamiento a insu-
lina son algunas de las causas de diabetes mellitus. Asi, por ejemplo, en la diabetes
insulino dependiente o tipo I, la disminucion en la sintesis de esta hormona esta
relacionada con la destruccion de las células beta del pancreas, inducida por virus o
por linfocitos citotéxicos; mientras que en un tipo de diabetes insulino resistente, la
hormona es sintetizada pero con errores en su estructura lo que disminuye o anula
su funcionalidad, estos errores en el proceso de sintesis se deben generalmente a la
presencia de mutaciones en el gen que codifica para la insulina y que se traducen
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en una estructura primaria defectuosa en la cadena B o una hiperproinsulinemia
que puede ser de dos tipos, a saber: a) Proinsulinemia B- C, que corresponde a una
mutacién en el lugar de excisién entre la cadena B y el péptido de conexién C; b)
Proinsulinemia A- C, corresponde a una mutacién entre la cadena A y el péptido de
conexion C.

Secrecion de la insulina

Los granulos secretorios de insulina que se encuentran disponibles en el citoplas-
ma de la célula beta son traslocados a la membrana gracias a una serie de reacciones
que empiezan con la entrada de la glucosa a la célula a través del transportador Glut
2. Inmediatamente la glucosa es fosforilada a glucosa 6-fosfato, reaccién que es cata-
lizada por una enzima glucocinasa, este proceso ocurre con el fin de que la glucosa
permanezca en el citosol de la célula a y pueda ser utilizada en el metabolismo
energético. En el citosol la glucosa 6-fosfato es oxidada en dos moléculas de piru-
vato, produciéndose también dos moléculas de ATP y de NADH. El conjunto de
reacciones involucradas en este proceso es denominado glucodlisis, la cual se ha divi-
dido en dos etapas; en la primera, la célula debe hacer una inversion de energia; en
la segunda, se da una recuperacion y produccion de energia. En la etapa de inversion
de energia se hidrolizan dos moléculas de ATP en ADP por cada molécula de glucosa
que se metaboliza, la energia liberada por esta hidrélisis hace posible las reacciones
endergonicas acopladas.

La primera reaccién de la glucélisis comprende la fosforilacion de la glucosa en
glucosa 6-fosfato, reaccién que como ya se menciond, es catalizada por la glucoci-
nasa. Esta es una enzima clave en el proceso de secreciéon de la insulina y se ha
comprobado que una disminucién en su actividad esta relacionada con la diabetes
mellitus insulino resistente postrecepcion. El piruvato, producto de la glucdlisis, es el
sustrato para la sintesis de Acetil CoA, un intermediario del metabolismo energéti-
co de la célula. La sintesis de Acetil CoA es catalizada por el complejo enzimatico
piruvato deshidrogenasa y requiere de la presencia de las siguientes coenzimas: Tia-
mina pirofosfato, acido lipoico, Coenzima A, FAD+ y NAD+. El Acetil CoA es
transportado a la matriz mitocondrial, donde es utilizado completamente en una
serie ciclica de diez reacciones oxidativas conocidas como el ciclo del acido citrico
(CTA). El producto final de este ciclo son los equivalentes de reduccién NADH y
FADH, (3 NADH y 1 FADH) y una molécula de GTP, por cada Acetil CoA. Los
equivalentes de reduccion transfieren sus electrones a un complejo enzimatico que
se encuentra localizado en la membrana mitocondrial interna y que es denomina-
do la cadena trasportadora de electrones, el cual funciona de la siguiente forma:
Los electrones del NADH son transferidos al Complejo I (Complejo NADH deshi-
drogenasa), mientras que los electrones del FADH son transferidos al Complejo 11
(flavoproteina succinato deshidrogenasa), para ser luego transferidos a la Coenzima
Q, el Complejo 1T (citocromos bel), el citocromo ¢ y finalmente a la citocromo oxi-
dasa o Complejo IV (citrocromos ala3), el oxigeno molecular es el aceptor final de
electrones, produciéndose agua.

Durante el transporte de los electrones se genera un gradiente de protones en
el espacio intermembranal de la mitocondria, provenientes de la matriz del érgane-
lo y que fueron transportados a través de los complejos I, IIT y IV. El gradiente
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de protones, junto con el potencial de membrana, constituye la base del mecanis-
mo de acoplamiento que impulsa la sintesis de ATP. En este proceso los protones
son devueltos a la matriz de la mitocondria por la enzima F1F0-ATPasa que es-
ta embebida en la membrana mitocondrial interna, en un proceso conocido como
fosforilacion oxidativa.

La ganancia de neta de ATP a partir de la oxidaciéon completa de la glucosa en
la célula beta del pancreas es de 38 moléculas. La elevacién del radio ATP/ADP en
la célula beta es el disparador de los eventos moleculares que activan la traslocacion
de los granulos de insulina hacia la membrana citoplasmatica y la secrecién de la
hormona. E1 ATP inhibe los canales de K+ sensibles a este, lo que ocasiona la des-
polarizaciéon de la membrana y apertura de los canales de calcio voltaje dependiente.
Las altas concentraciones de ATP y Ca2+ intracelular activan al citoesqueleto, pro-
moviendo la formacion de los cilios contractiles que permiten la traslocacién de los
granulos secretorios de insulina desde el aparato de Golgi hasta la membrana celular
donde se fusionan a esta y mediante exocitosis liberan la hormona hacia la circula-
cién. Adicionalmente, la entrada de glucosa a la célula beta incrementa los niveles
de AMP ciclico (¢cAMP), por un mecanismo que parece no involucrar la activacién
de la adenil ciclasa; el cAMP activa a través de la proteina cinasa A, la fosforilacion
y activacion de ciertas proteinas claves en el incremento de los procesos de traslacién
y trascripcién del mRNA de la insulina.

En algunos pacientes con diabetes mellitus insulino resistente la sintesis de la
hormona ocurre normalmente pero existen danos a nivel del receptor Glut 2 de las
células beta lo que interfiere con la secrecién de niveles de insulina que permitan
superar la resistencia.

Cascada de senalizacién de la insulina

Antes de hablar de los mecanismos de accién de la insulina deberiamos tener
conocimiento sobre los receptores insulinicos, encargados del reconocimiento de la
hormona. Estos son proteinas tetramericas, conformados por dos cadenas alfa y dos
cadenas beta unidas entre si por puentes disulfuro. Los receptores poseen una re-
gién extracitoplasmatica conformada por las dos cadenas alfa y el extremo amino
terminal de las cadenas beta. Ademas, posee otra regién intracitoplasmatica forma-
da exclusivamente por las cadenas beta en la cual hay tres dominios caracteristicos,
uno de ellos es el dominio Tirosina cinasa (TK). La insulina liberada por el pancreas,
como respuesta al aumento en los niveles de glucosa en sangre, es transportada en la
circulacién hacia las células diana en donde es reconocida por la porcion extracelu-
lar del receptor insulinico. Esta interaccion produce un cambio conformacional en el
dominio TK del receptor, promoviendo su auto fosforilacion, este proceso activa una
cascada de eventos moleculares que lleva a la fosforilacién de la proteina IRS-1 (sus-
trato del receptor de la insulina 1). Este punto de la cascada es de gran importancia,
por que a partir de él se activan las rutas implicadas en la traslocasion del Glut—4,
proteina integral de membrana encargada de transportar la glucosa desde la sangre
hacia el citosol de las células insulino dependientes. La cascada de senalizacién de la
insulina activa también importantes procesos anabdlicos, mecanismos de crecimien-
to y diferenciacién celular, en cuyo paso inicial esta involucrado la fosforilacién del
dominio TK.
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Interrelaciénes metabdlicas en la DM

En la digestion, los carbohidratos que provienen de la dieta son transformados
en glicidos de seis d&tomos de carbono (principalmente glucosa) mediante procesos
mecanicos y quimicos; estos ultimos corresponden a reacciones de hidrolisis cataliza-
das por las amilasas (salival y pancredtica) y la amilo 1,6-glucosidasa. La elevacién
de la glicemia, después de la digestion de alimentos ricos en carbohidratos, estimula
la secrecién de insulina en el pancreas, la cual al unirse a su receptor en las células
adiposas y de musculo esquelético activa la cascada de senalizaciones que permite
la entrada de glucosa a estas células, normalizando los niveles en sangre.

En el individuo no diabético, la glucosa es utilizada para la sintesis de glicogeno
hepatico y muscular mediante un proceso es denominado glicogénesis, una de las
enzimas claves de esta ruta es la glicogeno sintetasa, la cual es regulada positiva-
mente por la insulina. Cuando los niveles de glucosa disminuyen a nivel plasmatico,
el glicogeno es utilizado para la sintesis hepatica de glucosa, la cual es liberada a
la circulacién para restablecer la glicemia. Este proceso se denomina glicégenolisis
y es activado por la hormona glucagon, secretada por las células a del pancreas.
El glucagén, a través del cAMP activa al enzima glicogeno fosforilasa e inhibe al
glicogeno sintetasa, lo que promueve la glicégenolisis. En los estados de ayuno tem-
prano la glucosa proveniente de la glicégenolisis hepatica ingresa a las células que la
requieren como fuente primaria de energia. Una de estas células son los eritrocitos,
a ellos ingresa la glucosa a través del transportador Glut 1 y es utilizada para la
sintesis de ATP mediante la glicdlisis, en este proceso se genera lactato y NAD+. El
lactato es liberado a la circulacién sanguinea e ingresa a los hepatocitos donde puede
ser transformado nuevamenteen glucosa por medio de gliconeogénesis. Esta glucosa
puede ser almacenada en forma de glicégeno, utilizada en la sintesis de aminoacidos
glucogénicos o para la sintesis de lipidos por medio de la lipogénesis.

Diabetes mellitus insulino dependiente

En los individuos que padecen diabetes mellitus tipo I, la insulina es deficiente
como consecuencia de la destruccion de las células beta. Debido a que las células alfa
del pancreas son funcionales en estos pacientes, ellos pueden producir el glucagon y
por tanto realizar glicogenolisis. Los pacientes no presentan problemas para hacer
sintesis de glucosa por medio de la gliconeogénesis. Sin embargo, la baja produccion
de insulina trae como consecuencia una disminucién del nimero de transportadores
de glucosa Glut 4 en el musculo esquelético y en las células adiposas. El resultado es
entonces una hiperglicemia persistente después de la ingestién de alimentos ricos en
carbohidratos. El organismo del diabético responde ante los bajos niveles de glucosa
en las células dependientes de insulina, como si estuviera en un estado de ayuno
prolongado o inanicion, movilizando sus reservas de lipidos y proteinas para obtener
la glucosa, lo cual agrava la hiperglicémia.

En el caso del tejido adiposo este empieza a movilizar sus lipidos, los acidos gra-
sos vy el glicerol liberados se unen a lipoproteinas plasméticas y son transportados
al higado. El metabolismo incrementado de los acidos grasos y la disminucién de
la lipogénesis, como producto del déficit de NADPH, da origen al incremento de
la sintesis de los cuerpos cetonicos acido a-Hidroxibutirato, acetoacetato y acetona,
a partir del Acetil CoA. Las altas concentraciones de cuerpos ceténicos consumen
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progresivamente las reservas alcalinas, desencadenando una acidosis metabdlica. De-
bido a que la insulina interviene en la captacién de los triglicéridos en las células,
una secrecion deficiente de esta hormona se relaciona con la hipertrigliceridemia
caracteristica en estos pacientes.

Adicionalmente, la ausencia de insulina disminuye la entrada de los aminodci-
dos a las células musculares, lo que incrementa el catabolismo de sus proteinas. Los
aminoacidos glucogénicos liberados por la proteolisis quedan disponibles para la glu-
coneogénesis hepatica lo que genera un balance negativo del nitrégeno, que conduce
al agotamiento de las proteinas y al desgaste tisular.

Diabetes mellitus insulino resistente

En este tipo de diabetes, el paciente puede sintetizar la insulina en forma normal,
sin embargo no puede utilizarla para la regulaciéon del metabolismo de la glucosa,
aminodcidos y lipidos. Esta situacién puede ser consecuencia de: a) defectos en la
estructura de la insulina, b) disminucién en el nimero de receptores de la insulina
y/o en su afinidad por la hormona, ¢) Produccién insuficiente de insulina por las
células b que pueda superar la resistencia.

La resistencia a la insulina es muy comun en individuos obesos; se ha demostrado
que el nimero de receptores para la insulina esta disminuido en personas obesas.
Por otra parte, el aumento de la grasa visceral se ha relacionado con el aumento
de la produccion de la resistina y de citoquinas pro-inflamatorias como el Factor de
Necrosis Tumoral alfa (TNF-«), estos pueden bloquear la cascada de senalizacién
de la insulina, disminuyendo el ntimero de transportadores de la glucosa Glut 4.
La respuesta del organismo frente a estos eventos es aumentar la secrecién de la
insulina, es por esto que estos pacientes suelen presentar hiperinsulinemia. En los
individuos con diabetes mellitus tipo II, la glucosa proveniente de la glicégenolisis
hepatica no puede ser utilizada por las células musculares y adiposas, esto debido
a la resistencia a la insulina. El metabolismo hepatico favorece la sintesis de lipidos
a partir del glicerol y de los acidos grasos que provienen de la dieta y/ o de las
reservas del tejido adiposo, lo que favorece el desarrollo de un higado graso. Los
triglicéridos, que son liberados a la sangre en forma de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), se van acumulando lo que favorece la hipertrigliceridemia.

2.1.5. Homeostasis de la glucosa

La homeostasis de la glucosa estd determinada por la carga exdgena que entra
al organismo proveniente de la dieta y por la glucosa de origen endégeno produ-
cida por la gluconeogénesis y glucogendlisis. El aumento en las concentraciones de
glucosa sérica actiia como secretagogo de la insulina. La insulina es una hormona
que suprime la produccion de glucosa hepatica e incrementa su captacion en teji-
dos periféricos, principalmente en musculo, para la sintesis de glucégeno y en tejido
adiposo para la sintesis de triglicéridos. Estos efectos metabdlicos permiten que las
concentraciones de glucosa se mantengan normales. En los diabéticos, la respuesta
de las células beta se encuentra alterada, motivando falla en la accién de la insulina.
Los tejidos periféricos y el higado se hacen resistentes a la acciéon de la hormona.
En etapas tempranas de la DM 2 los pacientes usualmente tienen concentraciones
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de insulina normales o ligeramente elevadas en ayuno. Esto se debe principalmente
al hiperinsulinismo compensatorio secundario a la resistencia a la insulina. Cuando
existe hiperglucemia sostenida, con valores mayores de 250 mg/dl, se altera la fun-
cion de las células beta, esto conduce a disminucion de los niveles de insulina. La
disminucién de la secrecion de insulina o su falta de acciéon origina un incremento
en la produccion hepatica de glucosa que contribuye a una mayor hiperglucemia,
acentuada por la disminucién en la utilizacion de glucosa dentro de las células y
directamente por la disminucién de la insulina. Finalmente, la glucotoxicidad soste-
nida por estas alteraciones produce un deterioro mayor de las células beta y defectos
a nivel del receptor de la insulina, lo que incrementa atin maés la resistencia a la in-
sulina. Este ciclo de acontecimientos convierte a la DM en una enfermedad crénica
degenerativa.

2.1.6. Medicamentos

Actualmente existen diferentes clases de medicamentos orales: secretagogos de
insulina, sensibilizadores de insulina e inhibidores de a-glucosidasa, cada uno con
mecanismo de accién diferente. La eleccién del medicamento debe individualizarse
y depende de factores como la edad, peso, de los niveles de hiperglucemia, presencia
de otras enfermedades, aceptacion y educacion del paciente.

Secretagogos de insulina

= Sulfonilureas: Ayudan a reducir la hiperglucemia al mejorar la sensibilidad de
las células beta pancredticas a los niveles de glucosa en sangre, con lo cual
aumenta la secrecién de insulina. Se absorben via gastrointestinal y alcanzan
un nivel adecuado en plasma aproximadamente entre 2 y 4 horas después de
tomarla. A este grupo pertenecen la Tolbutamida, Clorpropamida, Glibencla-
mida, Glipicida, Glimepirida y tienen como efectos adversos la hipoglucemia
y el aumento de peso de aproximadamente de 2 a 5 kg.

= Meglitidinas: Son hipoglucemiantes orales a partir de aminoacidos. Estimulan
a las células beta pancreaticas, cerrando los canales de potasio sensibles al ATP
en la membrana, permitiendo la apertura de canales de calcio para activar el
proceso de exocitosis de los granulos de insulina. Forman parte de este grupo
la repaginida y nateglinida, los cuales son de accion corta, por lo tanto su uso
es para corregir hiperglucemia posprandial.

Sensibilizadores de la Insulina

= Biguanidas: Estos medicamentos no se unen a proteinas plasmaticas, no re-
quieren biotransformacion y se eliminan por via renal. La metformina forma
parte de este grupo y se considera el medicamento de elecciéon para pacientes
con DM 2 que muestran el sindrome de resistencia a la insulina.

» Tiazolinedionas o ciglitazonas: Son medicamentos sensibilizadores a la insulina
que disminuyen a la vez la resistencia a la insulina a nivel muscular y de tejido
adiposo. En este grupo se encuentran la pioglitazona y rosiglitazona.
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Inhibidores de la a-glucosidasa

Los inhibidores de la a-glucosidasa deben administrarse con los alimentos, ya
que retrasan la digestion de oligosacaridos y disacaridos en un proceso lento.

Terapia con insulina

Las acciones de la insulina son complejas, al igual que sus mecanismos de accién,
aun no completamente dilucidados. El desarrollo de algunos de sus efectos, se lleva a
cabo, en solo algunos minutos (oxidacién de la glucosa), mientras que otras acciones
necesitan varias horas, como la incorporaciéon de la timidina al DNA, estimulo de
la sintesis proteica. Las acciones de la insulina, pueden clasificarse en dos grandes
grupos: a) acciones de crecimiento (estimulo de la sintesis de DNA), y b) Acciones
metabdlicas. También pueden clasificarse estas acciones, en aquellas que significan
: a) Estimulo al transporte de nutrientes (aminodcidos, glucosa, iones), a través de
las membranas celulares y b) Modulacién de la actividad de enzimas intracelulares
que intervienen en los procesos metabdlicos mas importante.

2.2. Etnofarmacologia

La etnofarmacologia surgié en la década de los 60’s en el ambito de los agentes
psicoactivos. En 1983 Holmstedt y Brunh definen a la etnofarmacologia como ”La
exploracion interdisciplinaria de los agentes biolégicamente activos tradicionalmente
empleados por el hombre”. Schultes (1991) vierte una nueva definicién como: ”La
observacion, identificacion, descripcién e investigacién experimental de los efectos
de las drogas utilizadas en la medicina tradicional”. Con este enunciado se puntua-
lizé el estudio de la etnofarmacologia, asi como cada uno de los aspectos que debe
comprender un estudio completo. La Etnofarmacologia es una ciencia interdiscipli-
naria, ya que abarca las observaciones en campo, asi como también la descripcion
del uso y preparacién de los remedios, la determinacion botanica del material ob-
tenido, también engloba los estudios fitoquimicos que son muy importantes para
aislar los compuestos presentes en las plantas, asi como los estudios farmacologicos.
Algunos de los productos botanicos altamente utilizados incluyen canela, Gymnema
sylvestre, alholva, melon amargo, ginseng, nopal y aloe vera.

2.2.1. Uso de plantas medicinales

La OMS estructur6é en 1985 un Programa de Medicina Tradicional Herbolaria,
reconociendo la existencia de 119 sustancias de origen vegetal que pueden conside-
rarse farmacos importantes, utiles en mas de 60 categorias terapéuticas y obtenidas
principalmente de 91 especies. El estudio de las plantas medicinales més utilizadas
por la poblacién y su evaluacién con métodos cientificos actuales sus efectos farma-
coldgicos y toxicos han permitido su incorporacién a la llamada medicina moderna,
estos medios tradicionales con verdadera efectividad, han ido ganando prestigio en
la practica médica actual [51]. El 75% de la poblacién mundial utiliza las plantas
medicinales, y el uso tradicional fundamental es en forma de coccién de las plantas
enteras o de sus partes y no de sus principales componentes aislados o purificados.
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Se estima en 5 mil el numero de especies vegetales estudiadas exhaustivamente para
una posible aplicacion médica, que es una pequena fraccién del total estimado en
3 millones de especies [52]. La utilizacién de extractos totales de las plantas ejerce
en muchos de los casos un efecto més beneficioso sobre el organismo humano que
la accién del compuesto aislado y produce menos efectos secundarios indeseables.
Este postulado constituye el fundamento de la Fitoterapia, que tantos adeptos gana
actualmente en el mundo entero [52]. La OMS ha insistido en que el uso de plantas
medicinales puede ser de gran aplicacion en la atencién primaria de los sistemas
de salud, pero sobre bases cientificas que sustenten seguridad, efectividad y calidad
requeridas para su administracién en humanos [53]. Los efectos hipoglucemicos de
algunas plantas usadas como remedios antidiabéticos se ha confirmado en las po-
blaciones rurales que las usan, y los mecanismos de la actividad hipoglucémica de
estas plantas se ha comenzado a estudiar . Estos remedios son aparentemente efec-
tivos, producen efectos secundarios minimos o no los producen y son de bajo costo
comparados con los agentes hipoglucémicos sintéticos orales [53].

2.2.2. Tratamiento etnobotanico para DM

Los primeros tratamientos registrados para la DM implican el uso de plantas.
Mas de 400 tratamientos tradicionales se han registrado, pero s6lo un pequeno nime-
ro de estos han recibido evaluacién cientifica y médica para evaluar su eficacia. Los
tratamientos tradicionales desaparecieron en las sociedades occidentales desde la
disponibilidad de la insulina, pero algunos son prescritos por profesionales de la me-
dicina alternativa o tomadas por los pacientes como suplementos [27]. Las plantas
antidiabéticas tradicionales pueden proporcionar una fuente til de nuevos compues-
tos hipoglucémicos orales para el desarrollo como entidades farmacéuticas, o como
simples complementos dietéticos para las terapias existentes. Al usar Cinnamomum
cassia con 60 personas durante 40 dias los niveles de glucosa en sangre disminu-
yeron de 209 a 157 mg/dL en promedio, con una dosis de 1 gr/d [30]. La planta
Equisetum myriochaetum Schlecht tiene efectos hipoglucemicos a los 90 minutos de
ser administrada en ratones diabéticos, sin mostrar cambios en los niveles de in-
sulina, aun asi la glucosa disminuy6 de 209 a 157 mg/dL en promedio, con una
dosis de 1 gr/d [12]. Acacia arabica muestra efectos hipoglucemicos solo en ratas
normales [19]. Algunas de estas terapias estan restringidas por sus propiedades far-
macocinéticas y efectos secundarios acompanantes [28]. Mientras que sus modos de
accion compensan parcialmente las alteraciones metabdlicas en diabéticos, pero no
corrigen necesariamente las lesiones bioquimicas fundamentales.

2.2.3. Croton dioicus Cav.
Sinonimia popular

Suapatle, zorrillo tlate, kanda kankja.

Origen y descripcion botanica

Planta de 15 a 50 cm de altura, de olor desagradable y apariencia aterciopelada.
Las hojas son angostas, de color verde-blanquecino. Las flores se encuentran en
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racimos a veces abundantes o escasos. Los frutos son pubescentes y tienen unas
semillas de color café. Originaria de México. Habita en climas semiseco y templado
desde los 2000 a los 2400 msnm. Asociada a matorral xeréfilo, bosque espinoso,
pastizal y bosque de encino.

Figura 2.1: Planta Croton dioicus.

Composicién quimica de la planta

Contiene aceites esenciales, acidos grasos, resinas, principios amargos, principios
pécticos, principios albuminoides, acido tanico y gomas.

Uso popular de la planta

Con las hojas, se prepara una infusion que se toma muy diluida contra el vomito
y las hinchazones. Se dan banos con el cocimiento de esta planta, junto con eucalipto
(Eucaliptus sp.), para aliviar el cansancio de las coyunturas. La raiz molida con agua
se bebe como purgante. La planta reposada en alcohol, se amarra a la cintura para
aliviar el dolor.

Usos farmacoloégicos y terapéuticos

El Instituto Médico Nacional de México la describe como: anestésico, emeto-
catartico, antisifilitico y para la hidropesia.

Efectos toxicos de la planta en estudio

Los principios téxicos que contiene la planta son los glucésidos y resinas. Genera
pérdida de control muscular, espasmos, violentos, salivacién excesiva, pulso variable
e irritacion de las mucosas en ganado.
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2.2.4. Phoradendron villosum Nutt.
Sinonimia popular

Injerto de encino

Origen y descripcion botanica

Registrado en municipios con altitudes de 2,000 a 2,600 m. En bosques de en-
cino, bosque de Juniperus-encino y bosque de encino-pino. Es un arbusto dioico
hasta de 80 cm de alto, densamente aterciopelado-tomentoso, de color verde o verde-
amarillento, ramas desprovistas de catafilos, tallos por lo comun rollizos; hojas ova-
das, obovadas o lingiiiforme, apice y base obtusos, de 1 a 5 cm de largo y de 0.5 a
2.7 cm de ancho; inflorescencias agrupadas en las axilas de las hojas, de 1 a 2.8 ¢cm
de largo; flores de 2 a 2.5 mm de didmetro; fruto globoso, blanco en fresco, blanco-
verdoso, al deshidratarse de color morado, de 2.5 a 3.5 mm de ancho, con el apice
pubescente.

4 R 20N
(a) Phoradendron Villosum parasitando en- (b) Phoradendron Villosum.
cino.

Figura 2.2: Planta Phoradendron villosum.

Composicién quimica de la planta

Se reporta contenido de alcaloides, carotenoides, terpenos y flavonoides.

Uso popular de la planta

El principal uso que se le da a esta planta es en problemas del rinén, pulmonares,
dolor de espalda, dolor de pecho y diabetes.

Usos farmacolégicos y terapéuticos

No se cuenta con antecedentes del uso medicinal ni estudios quimicos o farma-
coldgicos que convaliden su efectividad.
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Efectos toxicos de la planta en estudio

Las plantas del género Phoradendron contienen abundante cantidad de fenoles
toxicos. La ingesta directa de frutos puede provocar gastroenteritis aguda y a veces
transtornos circulatorios y respiratorios.

2.2.5. Elementos escenciales y beneficiosos en las plantas

Los elementos esenciales para las plantas son 17 incluyendo O, H y C prove-
nientes de HyO, CO, y aire, los demas corresponden a los nutrientes minerales, los
cuales, seguin la cantidad absorbida por la planta, se clasifican en macronutrientes
y micronutrientes. Los macronutrientes son nitrégeno, fésforo, potasio, calcio, mag-
nesio, azufre, los cuales se encuentran en el tejido de las plantas en concentraciones
superiores a 0,1 %, con base en la masa seca. Los micronutrientes son requeridos
en los tejidos de las plantas en concentraciones menores a 100 pg/g de masa seca.
Con estos elementos y la luz del sol, las plantas son capaces de sintetizar todos los
compuestos que necesitan. Sin embargo, otros elementos minerales, son considera-
dos beneficiosos porque son esenciales para algunas especies de plantas bajo ciertas
condiciones.

Macroelementos primarios

= Nitrégeno: El nitrégeno es absorbido por las raices de las plantas, preferente-
mente, en forma de nitrato (NO3) o de amonio (NHJ). Una de las funciones
mas importantes del nitrégeno es la de tener una acciéon directa sobre el incre-
mento de la masa seca porque favorece el desarrollo del tallo, el crecimiento
del follaje y contribuye en la formacién de frutos y granos. Un exceso de este
elemento provoca un crecimiento excesivo del follaje, un escaso desarrollo en
el sistema radical y un retardo en la formacion de flores y frutos.

s Fésforo: El fosforo es absorbido predominantemente como anién monovalen-
te fosfato (HoPOy) y en menor cantidad como anién divalente (HPOy). El
fésforo juega un papel importante en el metabolismo energético de la planta,
porque hace parte de las moléculas ADP y ATP. Forma parte de los acidos
nucleicos ADN y ARN vy, ademads, participa en la fotosintesis, la respiracién y
la sintesis de almidon. La deficiencia de fésforo afecta el desarrollo debido a
que la produccion de proteinas es muy baja y la sintesis de almidon, celulosa
y sacarosa se reducen.

» Potasio: Este nutriente mineral es el més abundante en el citoplasma, y su
importancia fisiologica radica en el papel que juega en el metabolismo de los
carbohidratos y las proteinas. Por otra parte, contribuye a la economia del
agua porque regula la apertura estomatal, importante para la absorcién de
COg vy el control de la transpiracion. La deficiencia de este nutriente produce
un estancamiento en el desarrollo de la planta.
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Macroelementos secundarios

= Azufre: Las raices de las plantas absorben el azufre en forma de aniones de
sulfato y su contenido en los tejidos vegetales es variable. El azufre forma parte
de proteinas y vitaminas como la tiamina y la biotina, y es componente de
numerosas enzimas, ademas, es componente de los sulfolipidos, los cuales son
constituyentes de la membrana y ayudan a regular el transporte de iones.

» Calcio: Es un elemento esencial porque interviene en la estabilidad de la mem-
brana plasmatica y en la integridad de la célula, ya que es componente bésico
de la lamina media de la pared celular, en forma de pectatos de calcio. Estos
pectatos le confieren consistencia y cierto grado de rigidez a la pared celu-
lar. Una deficiencia de calcio puede provocar mayor absorciéon del magnesio,
provocando sintomas de fitotoxicidad.

= Magnesio: Es absorbido por las plantas como un cation divalente, su absorcion
puede ser afectada por relaciones altas de Ca/Mg, en cuyo caso las plantas
absorben menos magnesio. La deficiencia de magnesio puede acentuarse con
dosis altas de potasio. El magnesio tiene funciones importantes dentro de la
planta: es el &tomo central de la molécula de la clorofila, interviene en la sintesis
de proteinas, en el metabolismo del fésforo, en la respiracién y en la activacion
de varios sistemas enzimaticos en las plantas.

Macroelementos primarios

= Nitrégeno: El nitrogeno es absorbido por las raices de las plantas, preferente-
mente, en forma de nitrato (NO3) o de amonio (NHJ). Una de las funciones
mas importantes del nitrégeno es la de tener una acciéon directa sobre el incre-
mento de la masa seca porque favorece el desarrollo del tallo, el crecimiento
del follaje y contribuye en la formacién de frutos y granos. Un exceso de este
elemento provoca un crecimiento excesivo del follaje, un escaso desarrollo en
el sistema radical y un retardo en la formaciéon de flores y frutos.

s Fésforo: El fosforo es absorbido predominantemente como anién monovalen-
te fosfato (HoPOy) y en menor cantidad como anién divalente (HPOy). El
fosforo juega un papel importante en el metabolismo energético de la planta,
porque hace parte de las moléculas ADP y ATP. Forma parte de los acidos
nucleicos ADN y ARN vy, ademas, participa en la fotosintesis, la respiracion y
la sintesis de almidén. La deficiencia de fésforo afecta el desarrollo debido a
que la produccion de proteinas es muy baja y la sintesis de almidén, celulosa
y sacarosa se reducen.

» Potasio: Este nutriente mineral es el més abundante en el citoplasma, y su
importancia fisiolégica radica en el papel que juega en el metabolismo de los
carbohidratos y las proteinas. Por otra parte, contribuye a la economia del
agua porque regula la apertura estomatal, importante para la absorcién de
COg y el control de la transpiracion. La deficiencia de este nutriente produce
un estancamiento en el desarrollo de la planta.
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Microelementos

= Boro: Este elemento es béasicamente transportado por el xilema, lo que im-
plica que su distribucion en las plantas estd determinada principalmente por
la transpiracion ya que es un elemento poco mévil. El papel de boro en la
nutricion de las plantas es de los menos comprendidos. Sin embargo, es cono-
cido que la deficiencia de boro inhibe la elongacién de la raiz y la sintesis de
ADN. Igualmente, la deficiencia de boro induce la acumulacién de fenoles que
al ser activados por la luz producen radicales superdxidos que pueden danar
las membranas.

= Cloro: El cloro es facilmente tomado por las plantas en su forma de ion
inorganico y es altamente mévil dentro de la misma. Este elemento esta in-
volucrado en la fotosintesis, ya que es requerido para la fotdlisis del agua,
ademas, juega un papel importante en la regulacién estomatica, sirviendo de
anién acompanante al potasio en su entrada y salida de las células guardas.

= Cobre: El cobre es un catién divalente que junto con el hierro y el manganeso
interviene en la sisntesis de la clorofila. En las plantas deficientes de cobre se
presenta marchitamiento en las hojas jovenes, lo cual resulta de dificultades
en el transporte del agua, debido a una insuficiente lignificacién en las células
del xilema. Es importante en la fotosintesis, por lo que su deficiencia repercute
en bajas tasas fotosintéticas y, por lo tanto, bajos niveles de carbohidratos.

» Hierro: Es un elemento asociado con el desarrollo de los cloroplastos, la sintesis
de ferredoxina y de la clorofila. Actia en varios procesos metabdlicos como la
fotosintesis y la reduccién del nitrégeno.

= Manganeso: El manganeso es importante en el proceso fotosintético, ya que
junto con el cloro, participa en la fotélisis del agua. Por otra parte, la presencia
de este elemento en el fotosistema favorece la fotofosforilaciéon, la reduccion del
COs, y la reduccion del nitrito y del sulfato. Ademds, parece ser constituyente
estructural de los ribosomas. Por tal razon, su deficiencia podria ocasionar una
fuerte reduccién de la tasa fotosintética.

= Molibdeno: La importancia del molibdeno radica en que es un constituyente
esencial de las enzimas que tienen que ver con la fijacién bioldgica de nitrogeno
y con la reduccién de nitrato a amonio; estas enzimas son la nitrogenasa y
la nitrato reductasa respectivamente . Por estas razones, las deficiencias de
molibdeno estan correlacionadas con el metabolismo del nitréogeno

» Zinc: El zinc es absorbido por la planta como cation divalente o quelato via
radical o foliar. Este micronutriente se requiere para el mantenimiento de las
biomembranas, donde forma complejos con grupos fosfolipidos y sulfidrilos,
protegiendo los lipidos de membrana y proteinas frente a danos oxidativos,
por lo tanto, su deficiencia ocasiona un aumento en la permeabilidad de las
membranas.
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= Niquel: Su importancia radica en que hace parte de la enzima ureasa que
disocia la urea en CO, y NH;. En plantas con deficiencia de niquel, la con-
centracién de urea aumenta en las hojas hasta niveles toxicos.

Elementos esenciales beneficiosos

Estos elementos estimulan el crecimiento y el desarrollo en las plantas pero no
se consideran esenciales porque no cumplen con los criterios de esencialidad. Sin
embargo, se ha encontrado que algunos de estos minerales son esenciales para ciertas
especies de plantas, bajo condiciones especificas. Este criterio se aplica especialmente
al sodio, al silicio y al cobalto, aunque el selenio y el aluminio podrian ser beneficiosos
para algunas plantas.

= El sodio es considerado un elemento beneficioso por tres aspectos: es esencial
para ciertas especies, puede reemplazar funciones del potasio en las plantas y
tiene un efecto positivo en el desarrollo vegetal. En cuanto a las funciones del
sodio y el potasio, algunas plantas pueden aumentar su masa seca con sodio
aunque existan deficiencias de potasio.

= Kl silicio evita la toxicidad que pueda causar el manganeso, redistribuyendo-
lo en el tejido foliar, evitando la formacién de puntos necréticos en las hojas
causados por el manganeso. En forma general, el silicio mejora la resistencia
contra patogenos y parasitos, y protege contra pérdidas de agua por transpi-
racion cuticular.

= El cobalto es necesario para la fijacion del nitrogeno en las leguminosas y es
un mineral esencial para los rumiantes ya que es constituyente de la vitamina
B12. Se ha demostrado que en ambientes pobres de cobalto la fijacion del
nitrogeno es escasa. La disponibilidad del cobalto aumenta en medios acidos
y disminuye con la presencia de 6xidos cristalinos de manganeso.

= El selenio forma proteinas al igual que el azufre, pero las proteinas que tienen
selenio no son funcionales. Pese a que no se reportan otros beneficios, este es
un elemento esencial para animales y humanos.

= Kl aluminio es beneficioso en bajas concentraciones para las plantas con alta
tolerancia al aluminio. Sin embargo, son més conocidos los efectos negativos en
condiciones de pH bajo porque precipita el fésforo e inhibe la division celular.
Ademas, disminuye la absorcién de fésforo, calcio, magnesio, potasio, hierro y
boro.

2.3. Principios activos de las plantas medicinales

Los principios activos son sustancias que se encuentran en las distintas partes
u o6rganos de las plantas y que alteran o modifican el funcionamiento de 6rganos
y sistemas del cuerpo humano y animal. La investigacién cientifica ha permitido
descubrir una variada gama de principios activos, de los cuales los mas importan-
tes desde el punto de vista de la salud, son los aceites esenciales, los alcaloides, los
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glucésidos o heterdsidos, los mucilagos y gomas, y los taninos. Existen en las plan-
tas otros principios activos relevantes denominados nutrientes esenciales, como las
vitaminas, minerales, aminoacidos, carbohidratos y fibras, azicares diversos, acidos
organicos, lipidos y los antibidticos. Actualmente se considera como una referencia
indispensable para determinar la calidad para el empleo de las mismas, especial-
mente cuando van a ser empleadas en medicamentos fitoterapicos o especialidades
farmacéuticas. Asi mismo, es una herramienta muy ttil para determinar absorciéon
de sustancias toxicas por las plantas, residuos de plaguicidas, y las posibles conse-
cuencias derivadas de procesos de contaminacion atmosférica, de las aguas o de los
suelos. En taxonomia vegetal, permite la identificacién quimica de especies y quimio-
tipos. Dichos metabolitos, dadas sus propiedades curativas han sido los cimientos
de la medicina, incrementando su arsenal terapéutico cada dia, utilizados en la ela-
boracion de farmacos o fitofarmacos. Entre los metabolitos secundarios principales
se encuentran:

= Los alcaloides son compuestos heterociclicos que contienen nitrégeno basico,
generalmente intraciclico, muchos de ellos son insolubles o poco solubles en
agua, y reaccionan con los acidos para formar sales. Existen sustancias re-
lacionadas con los verdaderos alcaloides, pero cuyo nitrégeno es alifatico y se
llaman protoalcaloides. Estos compuestos no representan un grupo homogéneo
de compuestos, sea desde el punto de vista quimico, bioquimico, ecolégico o
fisiolégico [35]. Las plantas producen los alcaloides mediante un proceso me-
tabdlico y constituyen sustancias de reserva capaces de proveer nitrégeno [36].
Se pueden clasificar de la siguiente manera: a) Alcaloides derivados de laor-
nitina y la lisina.; b) Alcaloides derivados de la tirosina y la fenilalanina; c)
Alcaloides derivados del triptéfano; d) Alcaloides derivados del dcido nicotini-
co; e) Alcaloides derivados de la histidina.
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Figura 2.3: Estructura quimica de algunos alcaloides conocidos de interés médico y
psicofarmacolégico.

= Los fenoles, nombre popular de los hidroxibencenos, comprende aproximada-
mente 8000 compuestos, con uno o mas grupos hidroxidos, incluyendo deri-
vados funcionales (entre ellos ésteres, metil ésteres y glucdsidos), su origen
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es en el mundo vegetal y estdn presentes en el reino animal por ingestién de
éstos. La naturaleza de los polifenoles varia desde moléculas simples, como los
acidos fenodlicos, hasta compuestos altamente polimerizados, como los taninos.
La forma maéas comun de encontrarlo en la naturaleza es en forma de glucési-
dos, siendo solubles en agua y solventes organicos. Los azicares asociados a
los polifenoles pueden ser monosacéridos, disacaridos o incluso oligosacéridos.
También pueden encontrarse unidos a acidos carboxilicos, acidos organicos,
aminas, lipidos y a otros compuestos fenélicos [37]. Entre los principales gru-
pos de compuestos fendlicos se encuentran a) los fenoles simples que son poco
frecuentes y se encuentran en las plantas en forma de heterdsidos, b) dcidos
fendlicos, compuesto de un anillo fendlico y una funcién orgénica de acido car-
boxilico y puede estar unidos a aztcares, ¢) los taninos que poseen un amplio
grupo de compuestos hidrosolubles con estructura polifendlica; d) las cuma-
rinas que son derivados de la benzo-a-pirona, muchas de ellas son fendlicas,
por lo que se incluyen dentro de los derivados fendlicos, e) los lignanos que
son compuestos que poseen una estructura constituida por dos unidades de
fenilpropano. f) las quinonas que son compuestos arométicos con dos grupos
cetona, son dicetonas insaturadas que por reduccion se convierten en polifeno-
les; g) los flavonoides que constituyen un grupo amplio de fenoles naturales, se
encuentran tanto como agliconas libres o en forma de heterésidos. Estos com-
puestos reducen el riesgo de muchas enfermedades, incluyendo enfermedades

cronicas como la enfermedad cardiovascular, hipertension, cancer y diabetes
38].

OH OH

Figura 2.4: Estructura quimica del fenol.

Los taninos son compuestos fendlicos secundarios de elevadas masas molecu-
lares (500 a 20000 uma). En la naturaleza pueden encontrarse dos tipos de
taninos: condensados e hidrolizables, segiin su estructura quimica. Los tani-
nos condensados o pro-antocianidinicos, liberan tras una hidrélisis acida una
antocianidina. Quimicamente se trata de polimeros de flavanoles. Sin embar-
go, los taninos hidrolizables son més pequenos que los taninos condensados
y son hidrolizados con mas facilidad. La mayoria tiene una, masa molecular
entre 600 y 3000 uma después de una hidrolisis acida se liberan acido galico o
acido eldgico. Se denominan galotaninos y elagitaninos, respectivamente. Los
elagitaninos estan estructurados como moléculas lineales de glucosa enlazadas
a las funciones carboxilo de los grupos hexahidroxidifénicos del acido eldgico,
mientras que los galotaninos estan constituidos por ntcleos de glucosa en for-
ma ciclica que forman enlaces con la funcién acida del acido galico. En ambos
casos se trata de estructuras de una complejidad relativa [39]. Los taninos son
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bioactivos como antioxidantes y antimicrobianos. También se utilizan como
antisépticos y astringentes [40]. Sin embargo, son considerados indeseables de-
bido a que precipitan proteinas, inhiben las enzimas digestivas y afectan la
utilizacion de vitaminas y minerales. Por lo que la importancia del monito-
reo de la dosificacion de las cantidades de taninos hidrolizables y condensados
presentes en alimentos es importante por estos efectos [41].

= Los flavonoides son de naturaleza fendlica y se caracterizan por poseer dos
anillos aromaticos bencénicos, unidos por un puente de tres atomos de car-
bono, con la estructura general C6-C3-C6. Los flavonoides naturales suelen
presentar, al menos, tres hidroxilos fendlicos y se encuentran, generalmente,
combinados con azicares en forma de glucosidos, aunque también se presentan
con relativa frecuencia como agliconas libres. Varios subgrupos de flavonoides
son clasificados de acuerdo con la sustitucion del anillo C. En esta clasificacion
son de suma importancia el estado de oxidacién del anillo heterociclico y la
posicién del anillo B [42, 43]. En los tipos de flavonoides se encuentran: a) Las
flavonas y los flavonoles estan presentes en muchos vegetales y son los flavonoi-
des més comunes. Los flavonoles se caracterizan por poseer un grupo hidroxilo
en la posicion C-3 que puede estar metilado o glicosilado de este grupo, son los
més comunes los derivados de la quercetina.; b) Las flavanonas y los flavanono-
les, estos compuestos existen en muy pequenas cantidades comparados con los
otros flavonoides. Por su baja concentracion y su caracteristica incolora, ellos
han sido grandemente desatendidos. En cambio sus glucésidos son bien conoci-
dos, como son la hesperidina y naringina de la corteza de los frutos citricos.; ¢)
Los antocianos siempre se encuentran como glucésidos, después de la clorofila,
son el grupo mas importante de pigmentos en las plantas, son visibles al ojo
humano y proporcionan los colores malva, rosa, violeta y azulado a numerosas
flores y frutos, constituyen hasta aproximadamente 30 % de su masa. Tienen
unido el grupo —OH en posicién 3 pero, ademas, poseen un doble enlace entre
los carbonos 3 y 4 del anillo C.; d) Los isoflavonoides tienen el anillo B en la
posicién 3 a diferencia de los flavonoides que lo tienen en la posicién 2.; e)
Las isoflavonas son todas coloreadas y estan mucho menos distribuidas en las
plantas; de hecho estan casi restringidas a las leguminosas y se destacan por
su papel como fitoalexinas.; f) Las chalconas y las dihidrochalconas son poco
abundantes, pues se convierten en flavanonas en medio acido y la reaccién es
facilmente observable in vitro, ya que las chalconas son mucho mas coloreadas
que las flavanonas, particularmente en medio béasico donde son anaranjadas-
rojizas.; g) Los Sulfatos de flavonoides son bisulfatos, aunque pueden aparecer
como sales.; h) Los Biflavonoides son dimeros de flavonoides, raramente encon-
trados como glucésidos, y tienen una distribucién muy restringida, aparecen
predominantemente en las gimnospermas [44].

Estas moléculas se caracterizan por ser esencialmente medicamentos para la
insuficiencia venosa situandose su accion a nivel de las pequenas venas o de
los capilares donde disminuye la permeabilidad y aumenta la resistencia de los
capilares (accién vitaminica P). Ademads, algunos flavonoides tienen un efec-
to ténico sobre el corazon, potenciando el musculo cardiaco y mejorando la
circulacién, rol atribuido fundamentalmente al flavonoide quercetina, aunque
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aparece en menor intensidad en otros como genisteina y luteolina [44]. Otras
muchas propiedades son atribuidas a los flavonoides, tales como: antialérgi-
ca, antiulcérica, antiinflamatoria, antiagregante plaquetaria (sobre todo anto-
ciandsidos y derivados de flavonas y flavonoles) y diurética.
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Figura 2.5: Estructura de los principales flavonoides. La diferencia entre ellos radica
principalmente en el grupo —OH y en el grado de saturacién que presenta el anillo C.
En la imagen se muestran en A) la estructura general de flavonoides, B) Isoflavonas,
C) Flavanos, D) Flavonoles, E) Flavanoles y F) Antocianidinas.

= Las saponinas, la palabra proviene del latin sapo que significa jabén, son com-
puestos glucosidicos, coloidales hidrosolubles que producen espuma cuando se
agita la solucién acuosa y son excelentes agentes emulsionantes. Muchos de es-
tos glucésidos tienen la férmula general (C,, H25,,_sO10), poseen una estructura
que contiene dos partes: glucona y aglucona. La parte glucona esta compuesta
por azucares simples de 1 a 5 unidades; mientras que la parte aglucona, cono-
cida como sapogenina, la cual tiene un esqueleto de tipo triterpénico (C30) o
de tipo esteroidal (C27). La diferencia entre ellos estd en que el tipo esteroi-
dal ha eliminado 3 de sus radicales metilos y presenta un sistema policiclico
caracteristico de esterano; y algunos de los triterpénicos no poseen el esterano
y conservan los radicales metilo en su estructura. Por lo general, las saponinas
ejercen una poderosa accién hemolitica porque interaccionan con el colesterol
de la membrana de los eritrocitos [45]. El poder hemolitico es caracteristico
de las saponinas tipo triterpénicas, pero varia segin los sustituyentes de la
estructura. Si la parte glucona es monodesmosidica (el aziicar o azticares se
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unen por una unica posicién a la sapogenina), la saponina es hemolitica, pero
si es bidesmosidica (el aziicar o azicares se unen por dos puntos a la genina)
no lo es. Las saponinas con alto poder hemolitico resultan muy toxicas si se
administran por via intravenosa, porque contactan directamente con la sangre,
mientras que por via oral su toxicidad es muy baja. Es importante resaltar que
la mayorfa de las saponinas hemoliticas son ictiotéxicas [46].

Las saponinas presentan actividades biol6gicas como: antimicrobiana, antican-
cerigenas, antifungica, antiinflamatoria, analgésica, adrenocorticotrépica, anti-
ulcerante, hemolitica, espermicida, hipoglicemiante, insecticida, contraceptiva,
cardiovascular, cicatrizante, citotoxicidad, espasmolitica, expectorante [46]. Se
les atribuye un efecto protector del cancer de estomago e intestino. También,
las saponinas son capaces de captar y combinarse con el colesterol alimenta-
rio en el intestino, e impedir asi que pueda llegar a la sangre. Ademas puede
captar los dcidos biliares primarios y facilitar su eliminacién del cuerpo [47].

» Los glucésidos cianogénicos (GC) estructuralmente estdn formados por un
azucar, un grupo ciano y un derivado carbonilico (aldehido o cetona). Casi
todas las sustancias ciandgenas son cianohidrinas unidas a un aztcar cuya
hidrélisis enzimatica libera un cianuro; este proceso también se conoce como
cianogénesis [48]. La cianogenesis estda considerada como un mecanismo de
proteccion a la planta contra depredadores e inclusive herbivoros. Estos prin-
cipios activos tienen la capacidad de almacenar nitrogeno reducido y aztcar,
utilizado en su metabolismo primario cuando sea exigido. La mayor parte de
ésta se lleva a cabo por la hidrélisis de la S-glucosidasa, dando lugar a la pro-
duccién de aztcares y una cianhidrina que se degrada facilmente a HCN con
una cetona u aldehido. La toxicidad de los glucésidos cianogénicos se debe a la
produccién de HCN, desencadenando procesos de intoxicacién por cianuro y de
varias enfermedades crénicas. Este HCN es altamente fitotoxico y alelopatico,
inhibe la respiraciéncelular en plantas y animales e interfiere en otros procesos
intimamente relacionados con el crecimiento [49]. Este proceso puede llevarse
a cabo en cualquier parte de la planta como raices, hojas, flores, frutos, etc.
y/o en algin estado fenoldgico en particular. Eyjélfsson (1970) clasificé los
glucésidos cianogénicos en cuatro grupos en funcion de la estructura quimica
de la aglicona: Glucésidos derivados de la 2-hidroxi-2-fenilalanina o derivados
de ésta. Se trata de compuestos que tienen sustituyentes o grupos hidroxi o
alquilo en el anillo aromético, como es el caso de la amigdalina. Glucésidos
derivados de las agliconas alifaticas saturadas. Glucésidos con la aglicona que
contiene un doble enlace en posicién alfa o beta al grupo nitrilo. Glucésidos con
la aglicona aliciclica insaturada, como por ejemplo la ginocardina. Se conocen
aproximadamente 25 glucésidos cianogénicos diferentes, de los cuales la amig-
dalina, la durrina, la linamarina, la lotaustralina, la prunasina y la taxifilina
son los de mayor importancia en las plantas comestibles [50].

2.3.1. Reacciones colorimétricas

Las pruebas colorimétricas o pruebas rapidas se utilizan en el andlisis de metabo-
litos para obtener una indicacion de presencia o ausencia en la muestra en cuestion.
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El color obtenido en cada prueba particular puede variar en funcion de las condi-
ciones del ensayo, la cantidad de sustancia presente y los materiales extranos que
contenga la muestra. Una reaccién colorimétrica es una técnica quimica en la que en
una solucion acuosa, un sustrato, reacciona con un reactivo para generar un cambio
de color.

Para efectuar una prueba colorimétrica se coloca una pequena cantidad de la
muestra en la cavidad de una placa de gotas, se anade una pequena cantidad del
reactivo de que se trate y se observa si se produce algin cambio de color. Los reacti-
vos de las pruebas colorimétricas deben ponerse a prueba con sustancias conocidas
cuando se preparan, y al efectuar la prueba de la muestra debe ejecutarse también
un ensayo en blanco para excluir los falsos positivos. Muchas de las pruebas colo-
rimétricas son inespecificas y sirven para comprobar (o excluir) la presencia de una
amplia variedad de compuestos. Sin embargo, otras reacciones colorimétricas pueden
ser mas especificas y demostrar la presencia o ausencia de ciertos grupos funcionales.
Aplicando una serie de pruebas colorimétricas diferentes a la muestra de una sus-
tancia desconocida, se puede descartar posibilidades y aproximarse asi a la posible
identidad del compuesto o los compuestos presentes. En fitoquimica es una técnica
comun utilizada para descubrir si una planta o algunas de sus estructuras presenta
o no algiin metabolito secundario.

2.4. Extractos de plantas

Los principios activos contenidos en las plantas pueden ser extraidos mediante di-
versas técnicas extractivas o bien pueden ser administrados tal y como se encuentran
en la planta desecada o en la planta fresca. A lo largo de la historia la fitoterapia, a
través de la fitoquimica, ha desarrollado diversos métodos de extraccion para el me-
jor aprovechamiento de las virtudes terapéuticas de las plantas tratadas, los cueles
son el proposito de esta investigacion. El método de extraccion utilizado depende
del tipo de planta que se va a emplear, concentraciéon de principios activos y de
sus propiedades farmacolégicas. Cuando se utiliza el agua como vehiculo extractivo
reciben el nombre genérico de tisanas: son preparaciones acuosas en las que se apro-
vecha el poder de extraccién que el agua posee. Manteniendo el agua en contacto
con la planta ésta cede parte de sus principios activos a la misma, cede aquellas
sustancias que son solubles en agua. Ocurre un fenémeno de difusion celular. Una
vez que la planta ha sido inhibida, es decir, impregna el agua, vuelve a reconstruir el
estado que tenia la planta fresca. En la planta seca los protoplasmas celulares estan
retraidos hacia las paredes celuldsicas de rigidez indeformable, con lo cual se llenan
de finas peliculas de aire, el cual es expulsado por el fenémeno de la imbibicién
y sustituido por agua. La difusion celular y, por tanto, la extraccién de principios
activos durara mientras no se alce un equilibrio osmotico entre protoplasma celular
y liquido extractivo, en este caso agua. Segun la textura o los componentes de la
planta, existen varios procedimientos extractivos: Infusién, decoccion, maceracién,
digestion, lixiviacion y didlisis.

Otra forma, radicalmente distinta de extraccién de principios activos, son los
zumos o jugos, que pueden ser acuosos o grasos. Asi se tiene, zumo de naranja,
aceite de oliva, resinas de coniferas, bédlsamos diversos e, incluso jugos animales.
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Normalmente, se emplean para este tipo de extraccién prensas hidraulicas, calor o
diversos artilugios mecanicos, como licuadoras. El agua tiene un poder extractivo
relativamente pequeno, comparada con otros disolventes también empleados. Uno
de ellos y el més usado es el alcohol etilico en diversas graduaciones. Muchas de las
preparaciones extractivas se realizan con este disolvente. Otros disolventes utiliza-
dos pueden ser: éter, cloroformo, acetona o propilenglicol. La destilacién se emplea
cuando los principios activos que se quiere obtener sean particularmente volatiles ya
que en los métodos anteriores gran parte de estas esencias se pierden por ser evapo-
radas al aplicar calor. Existe una destilacion seca, empleada para obtener sustancias
como el metanol o dcido acético, en la cual no se moja en ningin liquido la materia
de la cual se van a extraer esas sustancias. La destilacion tipica es llamada desti-
lacién himeda, en la cual se anade a la planta agua o alcohol como proceso previo
antes de la propia destilacion. Algunas destilaciones se hacen en un medio donde
previamente se hace el vacio, con lo cual las esencias se evaporan a temperaturas
inferiores, evitandose oxidaciones y la descomposicién de la esencia. Se puede elevar
la concentracion de principios activos por medio de la evaporacién del disolvente,
sea alcohol o sea agua. Dado que esta evaporacién danaria y alteraria los principios
activos, debera siempre hacerse al vacio. Existen diversos aparatos para tal efecto,
segun sea el resultado que se quiera conseguir:

» Concentraciones a vacio.
s Nebulizadores.

s Liofilizadores.

2.5. Analisis Elemental

El analisis elemental es un proceso en el que se investiga una muestra de suelo,
agua potable, minerales o compuestos quimicos para determinar su composicion
elemental e isotopica, este puede ser cualitativo y cuantitativo.

2.5.1. Espectroscopia de rayos x

La espectroscopia de rayos x es un conjunto de técnicas espectroscopicas para la
determinacion de la estructura electrénica de materiales mediante el uso de excita-
cién de rayos x. Los rayos x interaccionan con la materia a través de los electrones
que la forman y que se estan moviendo a velocidades mucho menores que la de la
luz. Cuando la radiacién electromagnética x alcanza un electréon cargado éste se
convierte en fuente de radiacién electromagnética secundaria dispersada.

Segun la longitud de onda y de las relaciones de fase de esta radiacion disper-
sada, nos podemos referir a procesos elasticos, o inelasticos (dispersion Compton),
dependiendo de que no cambie, o cambie, la longitud de onda, y de coherencia o
incoherencia segin que las relaciones de fase se mantengan en el tiempo y en el
espacio, 0 no.

Los intercambios de energia y momento que se producen pueden incluso dar lugar
a la expulsion de un electron fuera del a&tomo, seguido de la ocupacion del nivel de este
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electron por electrones de niveles superiores. Todos estos tipos de interacciones dan
lugar a diferentes procesos en el material como pueden ser: refraccién, absorcion,
fluorescencia, dispersién Rayleigh, dispersiéon Compton, polarizacién, difraccién y
reflexion. El indice de refraccién de todos los materiales, con relacion a los rayos
X, es proximo a la unidad, por lo que el fenémeno de la refraccién de rayos X es
despreciable.

La interaccién de los r-X con la materia esencialmente ocurre mediante dos pro-
Cesos:

= Algunos fotones del haz incidente son desviados sin pérdida de energia, cons-
tituyen la radiacién dispersada exactamente con la misma longitud de onda
que la radiacién incidente (origina el fenémeno de la difraccion).

= Los fotones pueden sufrir una serie de choques ineldsticos al incidir sobre un
blanco y su energia incrementa la temperatura de la muestra o da lugar al
fenémeno de fluorescencia.

Los rayos dispersados estaran completamente en fase si esa diferencia de fase es
igual a un numero entero n de longitudes de onda esta relacion se conoce como Ley
de Bragg y establece la condicion esencial que debe cumplirse para que ocurra la
difraccion. Aunque fisicamente no es un proceso de reflexién los términos planos de
reflexion y rayo reflejado se usan con frecuencia para referirse a los planos de difrac-
cién o rayos difractados respectivamente. Puesto que los atomos estdn dispuestos
periédicamente en una red los rayos dispersados por ellos tienen unas relaciones de
fase definidas entre ellos; estas relaciones de fase son tales que en la mayoria de las
direcciones se produce una interferencia destructiva pero en unas pocas direcciones
se produce una interferencia constructiva y se forman rayos difractados.

2.5.2. Fluorescencia de rayos x

Para que se dé el proceso de fluorescencia de rayos X, primero tiene que ocurrir
la absorciéon fotoeléctrica por el elemento. La absorcién fotoeléctrica por la muestra
sucede cuando un fotén altamente energético proveniente de una radiacion de rayos
X interactia con la materia. Cuando los atomos de la muestra a analizar absorben
esta alta energia, un electron de los més cercanos al ntcleo de las capas internas K
o L es expulsado del atomo. En este proceso de absorcién, parte de la energia del
foton incidente de rayos X es utilizada para romper la energia de enlace del electron
interno del elemento y la energia restante acelera el electrén expulsado Después de
que el electron es expulsado, el dtomo queda en un estado altamente excitado y por
lo tanto muy inestable. Para que se reestablezca la estabilidad, los electrones de las
capas adyacentes llenaran el espacio vacante, al pasar un electrén de otra capa y
con una energia diferente al del electron saliente hay una diferencia de energia, la
cual se emite en forma de radiacion de rayos X. Precisamente, este proceso de emitir
rayos X es conocido como fluorescencia de rayos X. El fotén de rayos X emitido
tendra una energia especifica igual a la diferencia entre las dos energias de enlace
de un electrén de las capas interna y adyacente, y esta energia es unica para cada
elemento.
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2.5.3. Esquema del equipo

Al identificar la longitud de onda o energia de cada una de las radiaciones carac-
teristicas, podemos conocer los elementos que componen la muestra, y si podemos
medir sus intensidades, podemos conocer sus respectivas concentraciones. El equipo
instrumental que se utiliza para este fin es el espectrometro de fluorescencia de ra-
yos X, llamando asi porque el espectro de fluorescencia policromatico emitido por la
muestra al ser excitada por un haz de radiacion producido por un tubo de rayos X,
es descompuesto en sus componentes monocromaticas en funcién de sus longitudes
de onda, al difractarse en un monocristal de espaciado conocido. El haz difractado
para cada posicion angular del monocristal incide sobre un detector, generalmente
un detector de gas proporcional de flujo o de centelleo, que convierte los fotones en
impulsos eléctricos.

1
DETECTOR
Tubo de rayos X |

7 %7/ Cristal -
v analizador
il a) - 2dsend

Figura 2.6: Esquema de un espectrémetro de fluorescencia de rayos X clésico.

De acuerdo con la ley de Bragg, nl = 2dsenf, midiendo el valor del angulo 6
al que se difracta cada una de las radiaciones que constituyen el espectro emitido
por la muestra, como el espaciado d del cristal analizador es conocido, se puede
calcular la longitud de onda de cada una. En los tltimos anos ha tenido un gran
desarrollo una variante de ésta, que es la espectrometria de dispersion de energias de
rayos X. Esta surge de la utilizacién de semiconductores, principalmente de Si(Li),
como detectores de los rayos X. La relativamente elevada resolucién de éstos (entre
160-180 eV) permite descomponer el espectro de fluorescencia en sus componentes
monocromaticas en funcién de la diferencia entre sus energias. En este caso el pro-
pio detector actia como agente separador. En un espectrometro de dispersion de
energias de rayos [Fig. 2.6], el detector recibe el espectro total emitido por todos los
elementos de la muestra a la vez. Para cada foton de rayos X incidente el detector
genera un impulso eléctrico cuya altura serd proporcional a la energia del fotén. Los
distintos impulsos eléctricos generados son separados y almacenados en funcion de
su valor con ayuda de un analizador de altura de impulsos multicanal.

2.5.4. Metales pesados

El término de metal pesado refiere a cualquier elemento quimico metalico que
tenga una relativa alta densidad y sea toxico o venenoso en concentraciones inclu-
so muy bajas. Los ejemplos de metales pesados o algunos metaloides, incluyen el
mercurio (Hg), cadmio (Cd), arsénico (As), cromo (Cr), talio (T1), y plomo (Pb),
entre otros. Los metales pesados son peligrosos porque tienden a bioacumularse en
diferentes cultivos. La bioacumulacion significa un aumento en la concentracion de
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un producto quimico en un organismo vivo en un cierto plazo de tiempo, comparada
a la concentracién de dicho producto quimico en el ambiente.

En un pequeno grado se pueden incorporar a organismos vivos (plantas y anima-
les) por via del alimento y lo pueden hacer a través del agua y el aire como medios de
traslocacion y dependiendo de su movilidad en dichos medios. Como elementos tra-
za, algunos metales pesados [cobre (Cu), selenio (Se), zinc (Zn)] son esenciales para
mantener un correcto metabolismo en los seres vivos y en particular en el cuerpo
humano. Sin embargo, en concentraciones mas altas pueden conducir al envenena-
miento. Los metales pesados estan presentes en el suelo como componentes naturales
del mismo o como consecuencia de las actividades antropogénicas. En los suelos se
pueden encontrar diferentes metales, formando parte de los minerales propios; co-
mo son silicio (Si), aluminio (Al), hierro (Fe), calcio (Ca), sodio (Na), potasio (K),
magnesio (Mg). También puede encontrarse manganeso (Mn), que generalmente se
presenta en el suelo como 6xido y/o hidréxido, formando concreciones junto con
otros elementos metalicos. Algunos de estos metales son esenciales en la nutricion
de las plantas, asi son requeridos algunos de ellos como el Mn, imprescindible en el
fotosistema y activacion de algunas enzimas para el metabolismo vegetal.

Se consideran entre los metales pesados elementos como el plomo, el cadmio, el
cromo, el mercurio, el zinc, el cobre, la plata, entre otros, los que constituyen un gru-
po de gran importancia, ya que algunos de ellos son esenciales para las células, pero
en altas concentraciones pueden resultar toxicos para los seres vivos, organismos
del suelo, plantas y animales, incluido el hombre. En la corteza terrestre existe una
similitud entre la distribucién de niquel (Ni), cobalto (Co) y hierro (Fe). En los hori-
zontes superficiales del suelo (capa arable), el Ni aparece ligado a formas organicas,
parte de las cuales pueden encontrarse formando quelatos facilmente solubles. Tam-
bién de forma natural puede encontrarse el zinc (Zn) en los suelos, y es un nutriente
requerido por las plantas para su desarrollo. Dentro de los metales pesados, los de-
nominados oligoelementos, pueden servir como micronutrientes para los cultivos, ya
que son requeridos en pequenas cantidades y son necesarios para que los organismos
completen su ciclo vital. Pasado cierto umbral se vuelven téxicos, como el B, Co,
Cr, Cu, Mo, Mn, Ni, Fe, Se y Zn y el metaloide As. También hay metales pesados
sin funcién bioldgica conocida, cuya presencia en determinadas cantidades en seres
vivos lleva aparejada disfunciones en el funcionamiento de sus organismos. Resultan
altamente toxicos y presentan la propiedad de acumularse en los organismos vivos,
elementos tales como el Cd, Hg, Pb, Sb, Bi, Sn, Tl. Cuando el contenido de metales
pesados en el suelo alcanzan niveles que rebasan los limites maximos permitidos
causan efectos inmediatos como inhibicion del crecimiento normal y el desarrollo de
las plantas, y un disturbio funcional en otros componentes del ambiente asi como
la disminucion de las poblaciones microbianas del suelo, el término que se usa o se
emplea es polucion de suelos. En el suelo, los metales pesados como iones libres,
pueden tener accién directa sobre los seres vivos lo que ocurre a través del bloqueo
de las actividades bioldgicas, es decir, la inactivacion enzimética por la formacion
de enlaces entre el metal y los grupos —SH (sulfhidrilos) de las proteinas, causando
danos irreversibles en los diferentes organismos. La contaminacién en suelos por me-
tales pesados ocurre cuando estos son irrigados con aguas procedentes de desechos
de minas, aguas residuales contaminadas de parques industriales y filtraciones de
presas de jales.
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En general, los metales pesados incorporados al suelo pueden seguir cuatro dife-
rentes vias: la primera, quedar retenidos en el suelo, ya sea disueltos en la fase acuosa
del suelo u ocupando sitios de intercambio; segunda, especificamente adsorbidos so-
bre constituyentes inorgénicos del suelo; tercera, asociados con la materia orgénica
del suelo y cuarta, precipitados como sélidos puros o mixtos. Por otra parte, pueden
ser absorbidos por las plantas y asi incorporarse a las cadenas troéficas; pueden pasar
a la atmoésfera por volatilizacién y pueden ser movilizados a las aguas superficiales
o subterranea.

Plomo

El plomo es un metal pesado, azuloso, suave y maleable, usado en varios pro-
cesos industriales. El plomo existe naturalmente en la corteza terrestre, de donde
es extraido y procesado para usos diversos. Cuando el plomo es ingerido, inhalado
o absorbido por la piel, resulta ser altamente toxico para los seres vivos en gene-
ral y para los humanos en particular. Se sospecha que es téxico para los sistemas
endocrino, cardiovascular, respiratorio, inmunologico, neurolégico, y gastrointestinal
ademas de poder afectar la piel y los rinones. El plomo no es biodegradable y per-
siste en el suelo, en el aire, en el agua y en los hogares. Nunca desaparece sino que
se acumula en los sitios en los que se deposita y puede llegar a envenenar a gene-
raciones de ninos y adultos a menos que sea retirado. La exposicién al plomo, atn
a niveles bajos, afecta a ninos y a adultos. En cantidades muy pequenas, el plomo
interfiere con el desarrollo del sistema neuroldgico, causa crecimiento retardado y
problemas digestivos. En casos extremos causa convulsiones, colapsos e incluso la
muerte. La exposicion a cantidades sumamente pequenas de plomo puede causar a
largo plazo danos medibles e irreversibles en nifios atin cuando éstos no muestren
sintomas particulares. Se ha encontrado que una concentracion de 7 microgramos
de plomo por decilitro de sangre causa danos irreversibles en el sistema neurolégico
de los infantes. El plomo en la sangre de los nifios puede provocar que un genio
en potencia solo llegue a un nivel de aprovechamiento promedio o que un nino que
hubiera tenido habilidades promedio quede discapacitado de por vida. Hay estudios
que han relacionado una baja de 5.8 puntos en las pruebas de cociente intelectual,
por cada diez microgramos por decilitro en la sangre de un nino.

El limite méximo permisible de plomo en la sangre de un nino segin la Norma
Oficial Mexicana, es de 10 ug/dL, sin embargo es importante resaltar que este nivel
no es seguro ni es normal, ni es deseable. Las autoridades médicas reconocen que
no se ha identificado un umbral a partir del cual se presenten los efectos daninos
del plomo. La Academia Americana de Pediatria recomienda como nivel deseable
de plomo en la sangre de los ninos la cantidad de cero. Es importante recalcar que
tampoco existe un nivel de plomo en sangre que pueda ser considerado normal. El
plomo causa anemia en los ninos y en los adultos al impedir la formacién de molécu-
las que transportan el oxigeno. En los adultos, la exposicion a niveles sumamente
bajos de plomo causa incrementos pequenos pero significativos en la presiéon arte-
rial y no existe evidencia de que haya un umbral para este efecto. También en los
adultos, el plomo causa enfermedades renales y afecta la fertilidad. La hipertension
causada por la exposicion al plomo, contribuye a que mueran miles de personas
cada ano, especialmente personas entre las edades de 35 y 50 anos. Las fuentes de
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contaminacién por plomo son miltiples e incluyen a las fundidoras, minas, fabricas
de baterias, algunas pinturas, la loza de barro vidriado cocida a baja temperatura y
las gasolinas con tetraetilo de plomo (dejadas de usar en México en 1997). En nueve
sistemas de clasificacién de riesgo citados por el Fondo para la Defensa Ambiental
o Environmental Defense Fund el plomo aparece como un material que es mas peli-
groso que la mayoria de los productos quimicos. Se le considera dentro del 10 % de
los materiales méas peligrosos para la salud humana.

Es recomendable vigilar los niveles del plomo en la sangre para valorar la expo-
sicién a este peligroso metal. Se recomienda tener habitos de higiene estrictos, sobre
todo en los ninos para evitar que el plomo entre por la boca. Como proteccion se
debe evitar fumar, reducir la ingestion de bebidas alcohdlicas y consumir cereales,
frutas y hortalizas de cultivo organico.

Arsénico

Existen tres grandes grupos de compuestos de arsénico (As): a) compuestos de
arsénico inorganico; 2) compuestos de arsénico orgénico; b) gas arsina y arsinas sus-
tituidas. El arsénico se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza y princi-
palmente en los minerales sulfurosos. La arsenopirita es la forma mas abundante. El
arsénico elemental se utiliza en aleaciones con el fin de aumentar su dureza y resis-
tencia al calor, como en las aleaciones con plomo para la fabricacién de municiones y
de baterias de polarizacién. También se utiliza para la fabricacion de ciertos tipos de
vidrio, como componente de dispositivos eléctricos y como agente de adulteracién en
los productos de germanio y silicio en estado sélido. El tricloruro de arsénico (AsCls)
se utiliza en la industria cerdamica y en la fabricacion de arsenicales con contenido de
cloro. El triéxido de arsénico (As,O3) o arsénico blanco se utiliza en la purificacién
de gases sintéticos y como materia prima para todos los compuestos de arsénico.
También se utiliza como conservante de cuero y madera, como mordente en la in-
dustria textil, como reactivo en la flotacion de minerales y para la decoloracion y
refinamiento en la fabricacion del vidrio. El arsenito célcico [Ca(AseH204)] y el aceto
arsenito cuprico (considerado generalmente como Cu(COOCHj3)y 3Cu(AsO3)s) son
insecticidas. El acetoarsenito ctprico se utiliza también en la fabricacién de pinturas
para barcos y submarinos. El arsenito sédico (NaAsOs) se utiliza como herbicida,
como inhibidor de la corrosion y como agente de secado en la industria textil. El
trisulfuro de arsénico es un componente del cristal de transmision de infrarrojos y
un agente para eliminar el pelo en el curtido de las pieles. También se utiliza en
la fabricacién de material pirotécnico y de semiconductores. Aun cuando es posible
que cantidades muy pequenas de algunos compuestos de arsénico tengan un efecto
benéfico, como indican algunos estudios en animales, los compuestos de arsénico, y
en especial los inorgénicos, se consideran venenos muy potentes. La toxicidad aguda
varia notablemente segin el compuesto, dependiendo de su valencia y solubilidad
en los medios biolégicos. Los compuestos trivalentes solubles son los mas téxicos.
La captacién de compuestos de arsénico inorganico en el tracto gastrointestinal es
casi completa, aunque puede ser mas lenta en las formas menos solubles, como el
triéxido de arsénico en forma particular. La captacion tras la inhalacién es también
casi completa, ya que incluso el material menos soluble depositado sobre la mucosa
respiratoria se transfiere al tracto gastrointestinal, donde se absorbe. La exposicién
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profesional a los compuestos de arsénico inorganico puede producirse por inhalacién,
ingestién o contacto con la piel, con la consiguiente absorciéon. Se pueden observar
efectos agudos en la via de entrada si la exposicién es excesiva. La dermatitis puede
surgir como sintoma agudo, pero con mayor frecuencia es resultado de la toxicidad
por exposicion prolongada, y en ocasiones es posterior a la sensibilizacién. La expo-
sicion a dosis elevadas de compuestos de arsénico inorganico puede producirse como
una mezcla de inhalacién e ingestién o como resultado de accidentes en industrias en
las que se manejan grandes cantidades de arsénico (por ejemplo, triéxido de arséni-
co). Dependiendo de la dosis, se pueden presentar diversos sintomas y, si ésta es
excesiva, puede resultar fatal. Se han observado sintomas de conjuntivitis, bronqui-
tis y disnea, seguidos por molestias gastrointestinales y vémitos, y posteriormente,
sintomas cardiacos y shock irreversible, con un curso temporal de horas. En un caso
fatal, se describieron niveles de arsénico en sangre superiores a 3 mg/1. La exposicién
a dosis subletales de compuestos de arsénico irritantes en el aire (por ejemplo, el
triéxido de arsénico) puede producir sintomas relacionados con lesiones agudas en
las membranas mucosas del aparato respiratorio y sintomas agudos por exposicion
cutanea. En estos casos, se observa una irritacién grave de la mucosa nasal, la la-
ringe y los bronquios, ademas de conjuntivitis y dermatitis. En algunos individuos
se pueden observar perforaciones del tabique nasal algunas semanas después de la
exposicion. Se cree que la exposicion reiterada permite desarrollar cierta tolerancia
contra la intoxicacion aguda. Sin embargo, este fendmeno no esta bien documentado
en la literatura cientifica. Se han descrito efectos debidos a la ingestion accidental de
arsenicales inorganicos, fundamentalmente de triéxido de arsénico. Sin embargo, es
muy raro que se produzcan este tipo de accidentes en la industria actual. La intoxi-
cacion se caracteriza por profundas lesiones gastrointestinales, que originan vomitos
y diarrea graves, que pueden producir shock y la subsiguiente oliguria y albuminu-
ria. Otros sintomas agudos son el edema facial, calambres musculares y alteraciones
cardiacas. Los sintomas pueden aparecer unos minutos después de la exposicién al
toxico en solucién, pero pueden retrasarse varias horas si el compuesto de arsénico
se encuentra en estado so6lido o si se ha ingerido con una comida. Cuando se ingiere
en forma de particulas, la toxicidad depende también de la solubilidad y del tamano
de las particulas del compuesto ingerido. La dosis letal de triéxido de arsénico inge-
rido oscila entre 70 y 180 mg. La muerte puede sobrevenir en un plazo de 24 horas,
aunque el curso habitual es de 3 a 7 dias. La intoxicacion aguda con compuestos de
arsénico suele ir acompanada de anemia y leucopenia, especialmente granulocitope-
nia. En los supervivientes, dichos efectos revierten generalmente en 2 6 3 semanas.
También se observa hepatomegalia reversible, pero las pruebas de funcion hepatica
y las enzimas hepaticas suelen ser normales. En las personas que sobreviven a una
intoxicacién aguda, es frecuente que aparezcan alteraciones neuroldgicas periféricas
algunas semanas después de la ingestién. La intoxicacion crénica con arsénico puede
presentarse en trabajadores expuestos durante un tiempo prolongado a concentra-
ciones excesivas de compuestos de arsénico en suspension aérea. Los rasgos mas
sobresalientes son los efectos locales sobre la mucosa del tracto respiratorio y la piel.
También puede afectar a los sistemas nervioso y circulatorio y al higado, y puede
llegar a producirse cancer del tracto respiratorio. En el caso de una exposicion a
largo plazo al arsénico a través de la comida, el agua o la medicacién, los sintomas
son en cierto modo distintos de los que surgen tras la exposicién por inhalacién. Do-
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minan en el cuadro clinico los sintomas abdominales vagos: diarrea o estrenimiento,
enrojecimiento de la piel, pigmentacion e hiperqueratosis. Ademas, puede producir-
se una afectacién vascular, que en una regién dio lugar a gangrena periférica. En
la intoxicacién crénica por arsénico son habituales la anemia y la leucopenia. La
afectacion hepatica se ha observado con mayor frecuencia en las personas expuestas
durante largo tiempo por via oral que en las expuestas por inhalacion, especialmente
en los trabajadores de vinedos, cuya via de exposiciéon principal parece ser el vino
contaminado. Existe una mayor incidencia de cancer de la piel en este tipo de into-
xicacion. La exposicion prolongada al arsénico inorganico por la ingestién de agua
puede dar lugar a trastornos vasculares periféricos con fenémeno de Raynaud. En un
area de Taiwan, China, se observé gangrena periférica (la llamada enfermedad del
pie negro). En las personas expuestas profesionalmente no se han observado manifes-
taciones tan graves en la vasculatura periférica, pero en los trabajadores expuestos
durante largo tiempo a arsénico inorgénico suspendido en el aire se han observado
cambios leves con fenémeno de Raynaud y una mayor prevalencia de baja presion
sanguinea periférica en condiciones de frio.

Los arsenicales organicos, como los que se utilizan en pesticidas y medicamen-
tos, también pueden ser toxicos, aunque sus efectos adversos no estan totalmente
documentados en humanos. Se han descrito efectos téxicos en el sistema nervioso de
animales experimentales tras la administracion en la alimentacién de dosis elevadas
de acido arsanilico, que se utiliza frecuentemente como aditivo en los piensos para
aves y porcinos. Los compuestos de arsénico organico que se encuentran en alimentos
de origen marino, como los camarones, los cangrejos y los peces estan en forma de
arsinocolina y arsinobetaina. Se sabe que las cantidades de arsénico orgénico presen-
tes en pescados y mariscos pueden consumirse sin efectos nocivos. Estos compuestos
se excretan rapidamente, principalmente en la orina. Se ha descrito un gran nimero
de casos de intoxicacién aguda con un alto indice de mortalidad. La arsina es uno
de los agentes hemoliticos mas potentes en la industria. Su actividad hemolitica se
debe a su capacidad para reducir drasticamente el contenido de glutation de los
eritrocitos. Los signos y sintomas de la intoxicacién por arsina se relacionan princi-
palmente con la hemolisis, que se desarrolla tras un periodo de latencia que depende
de la intensidad de la exposicién. La inhalacién de 250 ppm de gas arsina es letal
instantaneamente. La exposicion de 25 a 50 ppm durante 30 minutos es letal y a 10
ppm puede ser letal si la exposicién es méas prolongada. Los signos y sintomas de la
intoxicacién son los caracteristicos de una hemolisis aguda y masiva. Inicialmente, se
produce una hemoglobinuria indolora, trastornos gastrointestinales, como nauseas,
y posiblemente vémitos. También pueden presentarse colicos y dolor abdominal. A
continuacion, se observa ictericia, acompanada por anuria y oliguria. Pueden exis-
tir indicios de depresién de la médula 6sea. Tras una exposicion aguda e intensa,
se puede desarrollar neuropatia periférica, que puede persistir durante varios meses
después de la intoxicacion. Se sabe poco sobre la exposicién repetida o crénica a
la arsina, pero puesto que el gas arsina se metaboliza a arsénico inorganico en el
organismo, se puede suponer que existe el riesgo de sintomas similares a los de una
exposicion prolongada a los compuestos de arsénico inorganico. Para el diagnodstico
diferencial se debe tener en cuenta la anemia hemolitica aguda, que puede deber-
se a otros agentes quimicos, como la estibina, o a otros farmacos, y las anemias
immunohemoliticas secundarias. Las arsinas sustituidas no producen hemdlisis co-
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mo efecto principal, pero son potentes irritantes locales y pulmonares y venenos
sistémicos. El efecto local sobre la piel produce ampollas circunscritas en el caso
de la dicloro(2-clorovinil-)arsina (lewisita). Los vapores producen tos espasmddica
con esputos densos o con sangre, que progresa como edema pulmonar agudo. El
dimercaprol (BAL) es un antidoto eficaz si se administra en las primeras etapas de
la intoxicacién.

Cobre

El cobre (Cu) es maleable y dictil, un excelente conductor del calor y la electri-
cidad, y su capacidad funcional se altera muy poco con la exposicién al aire seco. Si
se encuentra en una atmosfera himeda con anhidrido carbénico, se cubre con una
capa verde de carbonato. El cobre es un elemento esencial del metabolismo humano.
El cobre se encuentra principalmente en forma de compuestos minerales en los que el
83Cu constituye el 69.1 % y el °Cu el 30.9 % del elemento. El cobre est4 ampliamente
distribuido en todos los continentes y forma parte de la mayoria de los organismos
vivos. Aunque se han descubierto algunos depdsitos naturales de cobre metélico,
generalmente se extrae en forma de sulfuros, como es el caso de la covelita (CuS), la
calcocita (CusS), la calcopirita (CuFeSs) y la bornita (CugFeSs); o de 6xidos, como
la malaquita (CupsCO3(OH),); la crisocola (CuSiO3 -2H,0) y la calcantita (CuSOy
-5H50). Debido a sus propiedades eléctricas, mas del 75 % del cobre que se produce
se utiliza en la industria eléctrica. Entre otros usos de este metal se encuentra la
fabricacion de canerias para el agua, material para techumbres, baterias de coci-
na, equipos quimicos y farmacéuticos y produccién de aleaciones de cobre. El cobre
metalico también se utiliza como pigmento y como precipitante del selenio. Las alea-
ciones no ferrosas mas ampliamente utilizadas son las de cobre y zinc (latén), estano
(bronce), niquel (metal monel), aluminio, oro, plomo, cadmio, cromo, berilio, silico-
na o fosforo. El sulfato de cobre se utiliza como algicida y molusquicida en el agua;
como fungicida vegetal, mezclado con cal; como mordente en galvanoplastia; como
agente espumante para la separacién por flotacion del mineral de sulfuro de zinc; y
como agente para el curtido del cuero y la conservacién de pieles. El sulfato de cobre
neutralizado con cal hidratada, conocido como mezcla de Burdeos, se utiliza para la
prevencion del mildiu en vinedos. El é6xido ciprico se ha utilizado como componente
de las pinturas para los fondos de las embarcaciones y como pigmento para vidrio,
ceramica, esmaltes, vitrificado de porcelanas y gemas artificiales. También se utiliza
en la fabricacién de rayon y otros compuestos de cobre, como agente para el pulido
de cristales 6pticos y como disolvente para los minerales de cromo y hierro. El éxido
cuprico se utiliza como componente del fundente en la metalurgia del cobre, en los
compuestos pirotécnicos, en los fundentes para la soldadura del bronce y en produc-
tos agricolas, como insecticidas y fungicidas. El 6xido ctprico negro se utiliza para
corregir las deficiencias de cobre en el suelo y como complemento de piensos. Los
cromatos de cobre son pigmentos, catalizadores para la hidrogenacién en fase liquida
y fungicidas para las patatas. Una soluciéon de hidréxido ctiprico con un exceso de
amoniaco se utiliza como disolvente de la celulosa en la fabricacién del rayén (vis-
cosa). El hidréxido ciprico se utiliza en la fabricacién de los electrodos de baterfas
y para el tratamiento y la coloracion del papel. También se utiliza como pigmento,
aditivo para piensos, mordente para tenir textiles y como componente de fungicidas
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e insecticidas. Los complejos aminados de clorato ciprico, ditionato cuprico, azida
cuprica y acetilidos cuprosos son explosivos, pero no son importantes desde el punto
de vista industrial o sanitario. El acetiluro de cobre ha sido causa de explosiones
en las fabricas de acetileno, por lo que se ha eliminado el uso del cobre en la cons-
truccién de dichas plantas. Fragmentos de cobre metdlico o de aleaciones de cobre
pueden alojarse en los ojos, produciendo lo que se conoce como chalcosis, que puede
dar lugar a uveitis, abscesos y pérdida de los ojos. Los trabajadores que fumigan los
vinedos con la mezcla de Burdeos pueden padecer lesiones pulmonares (conocidas
como pulmén de fumigador de vinedos) y granulomas hepdticos cargados de cobre.
La ingestion accidental de sales de cobre solubles es generalmente inocua, ya que la
induccién del vémito libera al paciente de gran parte del cobre. A pesar de que en
los trabajos quimicos de referencia se indica que las sales de cobre son téxicas, en la
préactica esto sélo es cierto cuando las disoluciones se utilizan de forma incontrolada,
con fines suicidas o como tratamiento tépico de dreas con quemaduras graves. Cuan-
do se ingiere sulfato de cobre, también conocido como piedra azul o azul vitriolo, en
cantidades del orden de gramos, se producen nauseas, vémitos, diarrea, sudoracion,
hemdlisis intravascular y posible fallo renal; en raras ocasiones, se observan también
convulsiones, coma y la muerte. Cuando se beben aguas carbonatadas o zumos de
citricos que han estado en contacto con recipientes, canerias, grifos o valvulas de
cobre se puede producir irritacién del tracto gastrointestinal, que pocas veces llega
a ser grave. Este tipo de bebidas son suficientemente acidas para disolver niveles
de cobre irritantes. Existe un informe de tlceras corneales e irritaciéon cutanea, con
baja toxicidad de otro tipo, en un minero de cobre que cayo6 en un bano electrolitico,
aunque la causa pudo haber sido la acidez mas que el cobre. En algunos casos en
que se utilizaron sales de cobre para el tratamiento de quemaduras, se observaron
concentraciones elevadas de cobre sérico y manifestaciones téxicas. La inhalacion de
polvos, humos o nieblas de sales de cobre puede causar congestiéon nasal y de las
mucosas, vy ulceracién con perforacion del tabique nasal. Los humos desprendidos
durante el calentamiento del cobre metalico pueden producir fiebre, nauseas, gastral-
gias y diarrea. Los efectos téxicos cronicos atribuibles al cobre sélo parecen existir
en personas que han heredado una pareja especifica de genes recesivos autosomicos
y que, como consecuencia, desarrollan una degeneracién hepatolenticular (enferme-
dad de Wilson). La mayor parte de la alimentacién diaria que consume el hombre
contiene de 2 a 5 mg de cobre, que practicamente no se retiene en el organismo.
El contenido corporal de cobre en una persona adulta es de 100 a 150 mg y es casi
constante. En individuos normales (sin enfermedad de Wilson), casi todo el cobre
estd presente como parte integrante y funcional de una docena de proteinas y sis-
temas enzimaticos, como el citocromo oxidasa, la dopaoxidasa y la ceruloplasmina
sérica. En personas que ingieren grandes cantidades de ostras o mariscos de concha,
higado, setas, nueces y chocolate, alimentos todos ellos ricos en cobre, o en mineros
que trabajan y comen durante 20 anos o méas en un ambiente cargado con un 1
6 2% de polvo de minerales de cobre, pueden llegar a observarse concentraciones
hasta 10 veces superiores a lo normal. Sin embargo, ain no se ha descrito ningin
caso de toxicidad crénica primaria por cobre (perfectamente definida a partir de las
observaciones de pacientes con toxicosis por cobre cronica heredada como disfuncién
y lesiones estructurales hepaticas, del sistema nervioso central, de los rinones, los
huesos y los ojos) excepto en personas que padecen la enfermedad de Wilson. Sin
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embargo, los depdsitos excesivos de cobre hallados en el higado de pacientes con
cirrosis biliar primaria, colestasis y cirrosis infantil de la India pueden contribuir a
la gravedad de la enfermedad hepatica caracteristica de estos procesos.

Niquel

El niquel (Ni) representa entre un 5 y un 50 % del peso de los meteoritos y se
encuentra en forma de minerales, combinado con azufre, oxigeno, antimonio, arséni-
co y/o silice. Los depdsitos de minerales de importancia comercial estdn constitui-
dos principalmente por éxidos (como minerales de laterita que contienen déxidos de
niquel y hierro mezclados) y sulfuros. La pentlandita el principal mineral de sulfuro,
se deposita habitualmente junto con pirrotita, calcopirita y pequenas cantidades de
cobalto, selenio, teluro, plata, oro y platino. Los principales depésitos de minerales
de niquel se encuentran en Canadd, Rusia, Australia, Nueva Caledonia, Indonesia
y Cuba. A los minerales sulfuro que contienen niquel, cobre y hierro, se aplican
métodos mecénicos de concentracion, como la flotacién y la separaciéon magnética,
después de triturar y moler el mineral. El concentrado de niquel se convierte en re-
siduo sulfurado de niquel mediante calcinacién o sinterizacién. A continuacion, este
residuo sulfurado se refina por electrolisis o mediante el proceso Mond. Durante el
mismo, el residuo se somete a triturado y calcinacién y se trata con monodxido de
carbono a 50 °C para formar niquel carbonilo gaseoso (Ni(CO)4), que se descom-
pone a temperaturas de entre 200 y 250 °C para depositar el polvo de niquel puro.
La produccién mundial de niquel es de aproximadamente 70 millones de kg/ano. El
niquel y los compuestos de niquel se encuentran entre las causas mas frecuentes de
dermatitis alérgicas por contacto. Este problema no se limita a las personas expues-
tas profesionalmente a los compuestos de niquel, sino que se observa en la poblacién
en general debido a la exposicion al niquel contenido en monedas, joyas, relojes y
aprestos de tejidos. En las personas expuestas al niquel, la dermatitis comienza ge-
neralmente como un eritema papular en las manos. La piel se vuelve gradualmente
eczematosa y, en la fase cronica, suele desarrollarse liquenificacion. La sensibilizacién
al niquel también produce conjuntivitis, neumonitis eosinofila y reacciones locales o
sistémicas a las prétesis que contienen niquel (por ejemplo, clavos intradseos, piezas
dentarias, valvulas cardiacas artificiales y cables de los marcapasos). La ingestién
de agua contaminada con niquel o de alimentos ricos en niquel puede exacerbar el
eczema de las manos en las personas sensibles a este metal. Los trabajadores de las
refinerias de niquel y de las industrias de galvanoplastia expuestos a la inhalacién
de polvo de niquel o aerosoles de compuestos solubles de niquel pueden desarro-
llar enfermedades cronicas de las vias respiratorias altas, como rinitis hipertroéfica,
sinusitis nasal, anosmia, poliposis nasal y perforacién del tabique nasal. Los estu-
dios epidemiolégicos realizados sobre trabajadores de refinerias de niquel en Canad4,
Gales, Alemania, Noruega y Rusia ponen de manifiesto un aumento en la tasa de
mortalidad por cancer de pulmén y de las cavidades nasales. También se ha descri-
to una mayor incidencia de otro tipo de tumores malignos, como carcinomas de la
laringe, rinon, préstata o estémago y sarcoma de tejidos blandos en determinados
grupos de trabajadores de las refinerias de niquel, aunque es discutible la significa-
cion estadistica de estas observaciones. El aumento del riesgo de cancer de pulmon
y de las cavidades nasales se ha observado principalmente en los trabajadores que
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participan en los procesos que conllevan una elevada exposicién al niquel, como la
calcinacion, fundido y electrélisis. Aunque el riesgo de este tipo de canceres se ha
asociado generalmente con la exposicién a los compuestos insolubles de niquel, co-
mo el subsulfuro o el 6xido de niquel, también se ha relacionado con la exposicién
a compuestos solubles de niquel durante los procesos de electrolisis. Los estudios
epidemioldgicos sobre el riesgo de cancer entre los trabajadores de las industrias en
que se utiliza el niquel arrojan, por lo general, resultados negativos, pero estudios
mas recientes ponen de manifiesto un riesgo de cdncer de pulmén ligeramente su-
perior entre los trabajadores que participan en los procesos de soldadura, triturado
y galvanizado, y en la fabricacion de baterias. En efecto, suelen estar expuestos a
polvo y humos que contienen mezclas de metales cancerigenos, como niquel y cromo
o niquel y cadmio. Basandose en una evaluacion de los estudios epidemioldgicos,
la Agencia Internacional para la Investigacién sobre el Céncer (IARC) concluyé en
1990 que: existen pruebas suficientes en humanos del potencial cancerigeno del sul-
fato de niquel y de las combinaciones de sulfuros y éxidos de niquel presentes en la
industria del refinado del niquel. No existen, sin embargo, pruebas concluyentes en
humanos de la carcinogenicidad del niquel y sus aleaciones.

2.6. Espectrofotometria UV-Vis

La espectrometria ultravioleta-visible o espectrofotometria UV-Vis implica la
espectroscopia de fotones en la regién de radiacion ultravioleta-visible. Utiliza la luz
en los rangos visible y adyacentes (el ultravioleta (UV) cercano y el infrarrojo (IR)
cercano). En esta regién del espectro electromagnético, las moléculas se someten a
transiciones electrénicas. Esta técnica es complementaria de la espectrometria de
fluorescencia, que trata con transiciones desde el estado excitado al estado basal,
mientras que la espectrometria de absorcién mide transiciones desde el estado basal
al estado excitado.

2.6.1. Aplicaciones

La espectrometria UV /Vis se utiliza habitualmente en la determinacién cuan-
titativa y cualitativa de soluciones de iones metalicos de transicion y compuestos
organicos muy conjugados.

» Las soluciones de iones metélicos de transicion pueden ser coloreadas (es decir,
absorben la luz visible) debido a que los electrones en los dtomos de metal se
pueden excitar desde un estado electronico a otro. El color de las soluciones
de iones metalicos se ve muy afectado por la presencia de otras especies, como
algunos aniones o ligandos. Por ejemplo, el color de una solucién diluida de
sulfato de cobre es muy azul; agregando amoniaco se intensifica el color y
cambia la longitud de onda de absorcién méaxima.

= Los compuestos organicos, especialmente aquellos con un alto grado de con-
jugacion, también absorben luz en las regiones del espectro electromagnético
visible o ultravioleta. Los disolventes para estas determinaciones son a menu-
do el agua para los compuestos solubles en agua, o el etanol para compuestos
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organicos solubles. Los disolventes orgdnicos pueden tener una significativa
absorcion de UV, por lo que no todos los disolventes son adecuados para su
uso en espectrometria UV. El etanol absorbe muy débilmente en la mayoria
de longitudes de onda. La polaridad y el pH del disolvente pueden afectar la
absorcién del espectro de un compuesto organico. La tirosina, por ejemplo,
aumenta su maximo de absorcién y su coeficiente de extincién molar cuando
aumenta el pH de 6 a 13, o cuando disminuye la polaridad de los disolventes.

Aunque los complejos de transferencia de carga también dan lugar a colores, éstos
son a menudo demasiado intensos para ser usados en mediciones cuantitativas. La
ley de Beer-Lambert establece que la absorbancia de una solucién es directamente
proporcional a la concentracién de la solucién. Por tanto, la espectrometria UV-
VIS puede usarse para determinar la concentracion de una solucién. Es necesario
saber con qué rapidez cambia la absorbancia con la concentracién. Esto puede ser
obtenido a partir de referencias (tablas de coeficientes de extincién molar) o, con
mas exactitud, determinandolo a partir de una curva de calibracién.

El espectrofotémetro UV /Vis puede utilizarse como detector para la Cromato-
graffa Liquida de Alta Resolucién (CLAR). La presencia de un analito da una res-
puesta que puede ser proporcional a la concentracion. Para resultados precisos, la
respuesta del instrumento al analito debe compararse con la respuesta a un estandar,
lo que es muy similar al uso de curvas de calibracién. La respuesta (por ejemplo, el
pico de altura) para un concentracién particular se conoce como factor de respuesta.

2.6.2. Ley de Beer-Lambert

La espectrometria UV-Vis se utiliza con mayor frecuencia en forma cuantitativa
para determinar las concentraciones de especies absorbentes en solucién, usando la
Ley de Beer-Lambert:

1
A= —log— =ecL (2.1)
Iy

donde A es la absorbancia medida, Iy es la intensidad de la luz incidente a una
determinada longitud de onda, I es la intensidad de transmision, L la longitud de ruta
a través de la muestra, y ¢ la concentracion de las especies absorbentes. Para cada
especie y longitud de onda, € es una constante conocida como absortividad molar o
coeficiente de extincién. Esta constante es una propiedad fundamental molecular en
un solvente dado, a una temperatura y presién particular.

La absorbancia y extincién € a veces son definidas en términos de logaritmo
natural en lugar de logaritmo de base 10.

La ley de Beer-Lambert es 1til para la caracterizacién de muchos compuestos,
pero no sirve como relacién universal para la concentracion y absorcion de todas
las sustancias. En moléculas complejas de gran tamano, como los tintes organicos
(Xylenol Naranja o Rojo Neutro, por ejemplo), a veces se encuentra una relacién
polinémica de segundo orden entre la absorcion y la concentracion.
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2.6.3. Esopectrofotémetro ultravioleta-visible

El instrumento utilizado en la espectrometria ultravioleta-visible se llama espec-
trofotémetro UV-Vis. Mide la intensidad de luz que pasa a través de una muestra
(I), y la compara con la intensidad de luz antes de pasar a través de la muestra
(I). La relacién I / I se llama transmitancia, y se expresa habitualmente como un
porcentaje.

Las partes bésicas de un espectrofotémetro son una fuente de luz (a menudo una
bombilla incandescente para las longitudes de onda visibles, o una lampara de arco
de deuterio en el ultravioleta), un soporte para la muestra, una rejilla de difraccién
o monocromador para separar las diferentes longitudes de onda de la luz, y un
detector. El detector suele ser un fotodiodo o un CCD. Los fotodiodos se usan con
monochomadores, que filtran la luz de modo que una sola longitud de onda alcanza
el detector. Las rejillas de difraccién se utilizan con CCDs, que recogen la luz de
diferentes longitudes de onda en pixeles.

Un espectrofotometro puede ser tinico o de doble haz. En un instrumento de un
solo haz, toda la luz pasa a través de la célula muestra. La Iy debe medirse retirando
la muestra. Este fue el primer diseno, y todavia estd en uso en la ensenanza y
laboratorios industriales.

En un instrumento de doble haz, la luz se divide en dos haces antes de llegar a la
muestra. Un haz se utiliza como referencia, y el otro haz de luz pasa a través de la
muestra. Algunos instrumentos de doble haz tienen dos detectores (fotodiodos), y el
haz de referencia y el de la muestra se miden al mismo tiempo. En otros instrumentos,
los dos haces pasan a través de un bloqueador que impide el paso de un haz. El
detector alterna entre la medida del haz de muestra y la del haz de referencia.

Las muestras para espectrofotometria UV-Vis suelen ser liquidas, aunque la ab-
sorbancia de los gases e incluso de los sélidos también puede medirse. Las muestras
suelen ser colocadas en una célula transparente, conocida como cubeta. Las cubetas
suelen ser rectangulares, con una anchura interior de 1 cm. Esta anchura se convier-
te en la longitud de ruta, L, en la Ley de Beer-Lambert. También se pueden usar
tubos de ensayo como cubetas en algunos instrumentos. Las mejores cubetas estan
hechas con cuarzo de alta calidad, aunque son comunes las de vidrio o plastico. El
cristal y la mayoria de los plasticos absorben en el UV, lo que limita su utilidad para
longitudes de onda visibles.

2.6.4. Espectro UV-Vis

Un espectro ultravioleta-visible es esencialmente un grafico de absorbancia de luz
frente a una longitud de onda en el rango del ultravioleta o la luz visible. Este espec-
tro puede ser producido directamente con los espectrofotémetros més sofisticados, o
bien pueden registrarse los datos de una sola longitud de onda con los instrumentos
mas simples. La longitud de onda se representa con el simbolo A. Del mismo modo,
para una determinada sustancia, puede hacerse un grafico estandar del coeficiente
de extincién (€) frente a la longitud de onda (\). Este gréfico estandar serfa efecti-
vamente la concentracién corregida y, por tanto, independiente de la concentracion.
Para una sustancia determinada, la longitud de onda en la cual se produce el maximo
de absorbancia en el espectro se llama A4 -
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Las reglas de Woodward-Fieser son un conjunto de observaciones empiricas que
pueden utilizarse para predecir A, la longitud de onda de la absorcién UV-Vis,
para compuestos organicos conjugados como dienos y cetonas.

Las longitudes de onda de los picos de absorcién pueden correlacionarse con los
tipos de enlace en una determinada molécula, y son valiosos para determinar los
grupos funcionales dentro de la molécula. La absorcién UV-Vis no es, sin embargo,
una prueba especifica para ningin compuesto determinado. La naturaleza del di-
solvente, el pH de la solucion, la temperatura, la concentracién de electrolitos, y la
presencia de sustancias interferentes pueden influir en los espectros de absorcion de
los compuestos, asi como las variaciones en la anchura de la hendidura (ancho de
banda efectivo) en el espectrofotémetro.
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Capitulo 3

Metodologia

3.1. Lugar de recoleccién botanica

La investigacién botéanica se llevo a cabo en las comunidades Laguna del Ca-
rretero (longitud: -102.805000, latitud: 22.279722. [Phoradendron villosum Nutt.].)
y Rio Florido (longitud: -102.989722, latitud: 23.344167. [Croton dioicus Cav.].) de
los municipios de Villanueva y Fresnillo respectivamente, en el estado de Zacatecas.
La identificacion de ambas plantas fue realizada por el Dr. José de Jesus Balleza Ca-
dengo docente de la Unidad Académica de Agronomia perteneciente a la Universidad
Auténoma de Zacatecas.

3.2. Analisis elemental

3.2.1. Preparacién del material botanico

Se limpiaron y lavaron todas las partes de las plantas (tronco, flor y hojas)
con abundante agua para quitar impurezas del medio ambiente. Se dejaron secar
a temperatura ambiente con circulacion de aire por 3 dias. Después del secado las
muestras se trituraron en un molino de cuchillas rotatorias.

3.2.2. Calibracién del equipo

Se midieron muestras estandares en polvo certificadas por el NIST con diferentes
concentraciones para generar una curva de calibracién para Cu, As, Niy Pb.

3.2.3. Medicién

Las muestras molidas de cada planta se depositaron en porta muestras y a con-
tinuacion se colocaron dentro del espectrémetro de dispersién de rayos X MiniPal
marca Philips modelo Pw4051 con lampara de Rodio (Detector SDD, Resolucién
del detector <160 eV MnKea, Rango de energia 0-24 keV.). Con ayuda del soft-
ware MiniPal-Minimate se obtuvo la composiciéon predominante de las plantas y el
contenido de metales pesados [33, 34].
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(a) Portamuestras. (b) Espectrémetro.

Figura 3.1: Instrumetacion para espectrometria de dispersion de rayos X.

| Elemento | Rango normal (ppm) |

As 5-40
Cu 0-60
Ni 2-110
Pb 10-150

Cuadro 3.1: Concentraciones normales de algunos metales pesados en plantas.

3.3. Extractos botanicos

3.3.1. Limpieza del material botanico

Se lavaron todas las partes de las plantas y se eliminaron cuerpos extranos.
A continuacién se cortaron pedazos pequenos de 1-2 cm que se dejaron secar a
temperatura ambiente con circulacién de aire por 16 dias.

3.3.2. Obtencion de extractos madre

Las plantas secas se sometieron a cuatro extracciones: agua, alcohol-agua, alcohol
etilico y aceite de pepita. Para el extracto alcohol-agua se llené al 60 % de capacidad
cada frasco con material botdnico y del volumen total de cada envase se lleno con
90 % de agua corriente y 10% de alcohol. En el extracto alcohdlico se llené con
muestras botanicas de la misma manera que el extracto alcohol-agua y el volumen
total del envase se llend con alcohol. Para el extracto con aceite de pepita se usaron
las muestras trituradas para llenar los frascos al 50 %, a continuacién se llené con
aceite de pepita a un 75 % del volumen para luego ser puesto a bano Marfa a una
temperatura de 85° a 95° C durante 30 minutos. Los extractos previamente descritos
permanecieron en reposo durante 30 dias [31].

El extracto con agua se preparo llenando frascos al 60 % de su capacidad con ma-
terial botanico y el volumen total se lleno con agua corriente previamente calentada
a 90 °. El extracto se dejo en reposo durante 3 dias [31].
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3.4. Determinacion de metabolitos secundarios

A partir de los extractos se desarrollaron las pruebas bioquimicas para la iden-
tificacion de los compuestos presentes.

3.4.1. Flavonoides
Prueba de Shinoda

Para la realizacion de esta prueba se colocaron 20 gotas de los diferentes extractos
en tubos de ensaye, se agregaron de 2 a 3 virutas de magnesio y unas gotas de acido
clorhidrico concentrado, para finalmente observar el cambio de coloracién que vario
con respecto al tipo de flavonoides de la muestra.

’ Tipo de flavonoides ‘ Color de la reaccién ‘
Flavonas y flavonoles Amarillo a rojo
Flavanonoles Rojo a magenta
Flavanonas Azul magenta, violeta, rojo
Isoflavonas Amarillo rojizo
Isoflavononas, auronas, chalconas | No hay cambio de color

Cuadro 3.2: Interpretacion colorimétrica de flavonoides en la muestra.

Prueba de reactivo alcalino

Para esta prueba se requirié 1 mL de extracto, al que se le anadieron unas gotas de
hidroxido de sodio diluido. Un color amarillo intenso se produjo en el extracto de las
plantas, que se vuelve incoloro tras la adicion de unas pocas gotas del hidroxido; esta
coloracién amarilla intensa indica presencia de flavonoides altamente hidroxilados.

3.4.2. Carbohidratos
Prueba de lugol

Para su realizacién, se tomé 1 mL de cada uno de los extractos en tubos de
ensaye y se les anadié de 2 a 3 gotas de solucién de lugol. Si se observa un color
azulado-violeta en la mezcla, sera positivo a la presencia de polisacaridos.

3.4.3. Alcaloides
Prueba de Mayer

Para esta prueba se anadieron 1.2 mL de cada uno de los extractos, se anadieron
0.2 mL de acido clorhidrico diluido 1:1 con agua tridestilada y 0.1 mL de reactivo de
Mayer (1.358 gr. de bicloruro de mercurio y 5 gr. de yoduro de potasio por cada 100
ml. de agua destilada). La formacién de precipitado de color amarillento confirma
la parecencia de alcaloides.
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3.5. Espectrofotometria UV-Vis

3.5.1. Preparacién de extractos

Se prepararon diluciones 1:5, 1:10, 1:100 y 1:200 de cada uno de los extractos
debido a la alta concentracion de metabolitos. Se diluyé con agua trdestilada, al-
cohol etilico, alcohol-agua (1:1) y aceite de pepita de uva respectivamente para cada
extracto.

3.5.2. Medicion

Las diluciénes de cada extracto se depositaron en cubetas de cuarzo para su
medicién. Antes, se usé un blanco para cada extracto para poder generar las curvas.
Las lecturas se llevarén a cabo en un espectrémetro serie 67 modelo 6700 marca
Jenway (Rango de longitud de onda 180-1100nm, resolucién de longitud de onda
0.1nm, resolucién 0.1% T, 0.001A.) en un rango de 180 a 800 nm, sabiendo que
cada metabolito se encuentra en una regiéon determinada del espectro [31, 32].

| Metabolito secundario | Rango de A(nm) |

Flavonoides 200-300
Alcaloides 300-390
Carotenoides 400-500
Taninos 500-600
Clorofila 620-690

Cuadro 3.3: Rangos del espectro donde se encuentran algunos metabolitos secunda-
rios.

(a) Cubeta de cuarzo. (b) Espectrémetro UV-Vis.

Figura 3.2: Instrumetacion para espectrometria UV-Vis.



Capitulo 4

Resultados

4.1. Composicion y metales pesados

El analisis cualitativo de los elementos estda comprendido entre el sodio y el
plutonio. La planta Phoradendron villosum muestra en su espectro de energias una
composicién de potasio, calcio, hierro y manganeso con mayor proporcién [Fig. 4.1].

El pico de rodio se debe a la emision de la lampara del espectrometro.
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Figura 4.1: Composicién de la planta Phoradendron villosum en funcién del espectro

de energia.

El anédlisis de metales pesados mostré que la planta Phoradendron villosum con-
tiene cobre, arsénico y niquel, sin mostrar niveles de plomo [Fig. 4.2]. Debido a que
la planta no es consumida directamente, se realizo el estudio de metales para ver que
porcentaje pasa a cada extracto. El contenido de cobre inicialmente era de 123.221
ppm, pasando a los extractos entre 4 y 4.5 ppm, equivalente a un rango de 3 a 3.6 %.
El arsénico presenté niveles de 13.257 ppm quedando entre 0.06 y 0.7 %. El niquel
paso a los extractos con un porcentaje entre 2 y 2.5 % [Fig. 4.3].
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Figura 4.2: Metales pesados presentes en Phoradendron villosum.
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Figura 4.3: Metales pesados absorbidos en extractos de Phoradendron villosum.
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Figura 4.4: Composicion de la planta Croton dioicus en funcion del espectro de
energia.

La planta Croton dioicus tiene como elementos predominantes el potasio, hierro
y calcio [Fig. 4.4]. El andlisis de metales pesados mostré que la planta contiene
niveles similares de arsénico a Phorandendron villosum, asi como niveles menores
de cobre y niquel, ademas para el estudio de plomo los resultados fueron negativos
[Fig. 4.5]. El contenido porcentual de cobre en los extractos oscila entre 3 y 4.5 % con
respecto al encontrado en la planta. El arsénico presenté niveles entre 1.2 y 3.5% y
el niquel paso a los extractos con un porcentaje entre 2.8 y 3.7 % [Fig. 4.6].
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Figura 4.5: Metales pesados presentes en Croton dioicus.
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Figura 4.6: Metales pesados absorbidos en extractos de Croton dioicus.
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4.2. Analisis fitoquimico

Para la determinaciéon parcial de los compuestos responsables de la actividad
bioldgica, se efectuaron reacciones quimicas indicativas de la presencia de grupos
funcionales, tomando como estandares los extractos.

Figura 4.7: En la parte superior se muestran los extractos de Phoradendron wvillo-
sum y debajo los extractos de Croton dioicus. De izquierda a derecha se tienen los
extractos en agua, alcohol, alcohol-agua y aceite respectivamente.

Los resultados obtenidos de los extractos en agua (a), alcohol (al), alcohol-agua
(aa) y aceite de pepita (ac), revelaron la presencia de flavonoides y alcaloides en
ambas muestras como se muestra a continuacion:

| Grupo funcional | Extracto a | Extracto al | Extracto aa | Extracto ac
Carbohidratos - - - -
Flavonoides hidroxilados | + - - +
Flavonoides + - + -
Alcaloides + + + +

Cuadro 4.1: Resultados de las pruebas quimicas para grupos funcionales de los ex-
tractos de Phoradendron villosum.

| Grupo funcional | Extracto a | Extracto al | Extracto aa | Extracto ac
Carbohidratos - - - -
Flavonoides hidroxilados | + + + +
Flavonoides - + - +
Alcaloides + - - -

Cuadro 4.2: Resultados de las pruebas quimicas para grupos funcionales de los ex-
tractos de Croton dioicus.

La prueba de Shinoda para los extractos mostro los siguientes resultados:
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’ Extracto ‘ Phoradendron v. ‘ Croton d. ‘
Agua Flavanonas y flavanoles Isoflavononas, auronas y chalconas
Alcohol Isoflavononas, auronas y chalconas | Flavanonoles
Alcohol-agua | Flavonas y flavonoles -

Aceite Isoflavononas, auronas y chalconas | Flavonas y flavonoles

Cuadro 4.3: Resultados de la prueba de Shinoda segin el color de la reaccion.
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4.3. Espectrofotometria UV-Vis

Los espectros de absorcién para cada extracto mostrarén diferentes compuestos
debido a la polaridad de cada solvente usado. El extracto en agua de Phoradendron
villosum muestra picos de absorcion en la region donde se identifican los flavonoides
y alcaloides, mostrando mayor claridad en la dilucién 1:10 [Fig. 4.8 (a)] .
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Figura 4.8: Espectros de absorciéon para distintas diluciones de los extractos de
Phoradendron villosum.

El extracto en alcohol presenta picos en el intervalo de los flavonoides, alcaloides,
carotenoides y la clorofila [Fig. 4.8 (b)]. En el caso del extracto en alcohol-agua solo
se hacen presentes los flavonoides [Fig. 4.8 (c)]. Para el aceite se identifican tres picos
en la zona de los carotenoides, un pico muy pequeno para taninos y dos de clorofila
[Fig. 4.8 (d)].

Los extractos en agua, alcohol y alcohol-agua de la planta Croton dioicus se iden-
tifican solo flavonoides [Fig. 4.9 (a, b, ¢)]. El extracto en aceite, presenta alcaloides,
carotenoides y clorofila con una intensidad de absorcién muy baja [Fig. 4.9 (d)].
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Capitulo 5
Discusion

El principal objetivo del estudio de las plantas medicinales es validar la eficacia
de su uso como remedios caseros contribuyendo de esta manera con su valor cientifi-
co, generalmente usadas como extractos acuosos o etandlicos, donde la presencia
y concentracién de los compuestos activos depende de varios factores: aun en una
misma especie, lugar de recoleccion, época del ano, porcentaje de humedad, método
de preparacion y cantidad empleada, los cuales deberan tomarse en cuenta, cuando
se pretende valorar una planta. Por otra parte los resultados cientificos nos llevan no
solo a validar su eficacia, sino en muchas ocasiones al descubrimiento de nuevos com-
puestos con resultados, no precisamente relacionados con los usualmente reportados.
Las técnicas de extraccion diferentes a las utilizadas de la manera tradicional nos
llevan a encontrar compuestos con otras actividades bioldgicas, donde los resultados
no necesariamente son similares a las que ocurren con los procedimientos tradicio-
nales; debido a que se extraen diferentes compuestos dependiendo del tratamiento
de la muestra.

Se debe destacar el contenido atémico, esto permite evaluar el ciclo de vida de
la planta. Es también importante determinar el nivel de riesgo ambiental de los me-
tales pesados sobre las plantas para conocer la viabilidad de su ingesta, todo esto
esta relacionado con la necesidad de hacer frente al deterioro ambiental pues en
Zacatecas es de importancia el tema de envenenamiento, debido al funcionamiento
de las minas adyacentes al estado, situadas en el centro de la ciudad de Vetagrande
y en los municipios de Fresnillo, Villa de Cos, Mazapil, Concepcién del Oro y Za-
catecas. A consecuencia de estos incrementos de concentraciones de metales en los
suelos por practicas inapropiadas, el aumento de la biodisponibilidad de los mismos
para los multiples cultivos ha estado causando danos, fitotoxicidad y con ello estan
provocando un riesgo latente para la salud de animales y los hombres.

La planta Phoradendron villosum muestra una composicion predominante de K,
Ca, Mn, Fe y la planta Croton dioicus solo presenta como componentes mayorita-
rios K, Ca y Fe. Los elementos K, Ca y Fe ambos en las plantas estudiadas, indican
un buen metabolismo de carbohidratos y proteinas, estabilidad en la absorcién del
magnesio evitando toxicidad por el mismo y un equilibrio en el desarrollo de los
cloroplastos y clorofila respectivamente. Para Phoradendron villosum el Mn nos in-
dica un adecuado proceso fotosintético. Es importante recalcar que los elementos
no mencionados debido a su baja concentracion en las plantas ayudan en su ciclo
de vida y reproduccion. Respecto a los metales pesados en Phoradendron villosum
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no hay niveles de plomo, el arsénico esta dentro de los parametros y tanto el niquel
como el cobre salen de los limites permitidos. Para Croton dioicus no se encon-
traron niveles de plomo, el arsénico y niquel estan dentro de los parametros y el
cobre excede los criterios de toxicidad en 14.857 ppm. El exceso de cobre en plantas
puede competir con la absorcion de hierro y, en ocasiones, de molibdeno o zinc. La
amenaza de toxicidad por cobre puede reducir la ramificacién y finalmente provocar
el deterioro de la planta. Para el niquel normalmente, las toxicidades ocurren en
plantas si es que los niveles en los tejidos sobrepasan entre los 80 y 120 ppm; cau-
sando manchas en las hojas (lo que corresponde a una deficiencia inducida de zinc)
y la posterior supresion de la expansion de las hojas. Se observa que los valores de
metales pesados en los extractos tanto en Phoradendron villosum como en Croton
dioicus pasan en porcentajes diferentes dependiendo del solvente usado, bajando los
niveles considerablemente evitando toxicidad.

A partir de la presencia de los grupos quimicos tales como flavonoides, taninos,
carotenoides y alcaloides, detectados por UV-Vis se puede investigar sobre los po-
sibles efectos de los extractos vegetales. Asi, la presencia de flavonoides y taninos
podria crear expectativas sobre efectos antimicrobianos, antioxidantes, antitumora-
les y analgésicos. Los carotenoides presentan actividad antioxidante y el hallazgo
de alcaloides también podria otorgar a estas especies vegetales efectos antimicro-
bianos y de uso en la farmacologia de los neurotransmisores. La posibilidad de que
estos efectos se presenten o no dependerd del tipo de compuesto asociado al grupo
quimico, su concentracién y asociacién con otros compuestos.

Se ha demostrado ampliamente que la hiperglucemia, tanto intra como extra-
celular, genera una mayor produccion de radicales libres, principalmente el radical
superdxido (O2-), incrementando el dano por estrés oxidativo, promotor del desa-
rrollo de las multiples complicaciones asociadas a la DM, asi mismo estd involucrado
en la apoptosis de las células S pancreaticas y la resistencia a la insulina. Los radica-
les peréxido de hidrogeno e hidroxilo se producen excesivamente en la mitocondria
cuando el oxigeno se reduce de manera incompleta durante la fosforilacion oxidativa.
Estos radicales libres ocasionan dano celular por oxidacion de lipidos, proteinas y
cortes en la doble cadena del DNA. Los flavonoides pueden unirse a los polimeros
biolégicos, tales como enzimas, transportadores de hormonas, y ADN; quelar iones
metalicos transitorios (Fe, Cu, Zn), catalizar el transporte de electrones, y depurar
radicales libres. Sus propiedades anti-radicales libres se dirigen fundamentalmente
hacia los radicales hidroxilo y superdxido, especies altamente reactivas implicadas
en el inicio de la cadena de peroxidacion lipidica, previenen la agregacion plaque-
taria y protegen las lipoproteinas de baja densidad de la oxidacién. Debido a este
hecho se han descrito efectos protectores en patologias tales como diabetes mellitus.
Ademas tanto taninos como carotenoides tienen efecto antioxidante reduciendo el
estrés oxidativo y aumentando la supervivencia celular dependiendo de la concentra-
cién usada. La planta Croton dioicus en sus extractos agua, alcohol y alcohol-agua
se observa la presencia de flavonoides lo que indica una fuente anti radicales libres.
El caso del extracto en aceite solo cuenta con una concentracién de carotenoides
muy baja, esto sugiere que este extracto no tendria beneficios especificos sobre DM.
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El extracto en agua de Phoradendron villosum muestra contenido de flavonoides
y alcaloides, teniendo mayor concentracion de flavonoides que el extracto de Croton
dioicus, aunando la distinta morfologia, indicando un metabolito distinto dentro de
la misma familia, lo que sugiere una accién diferente. El extracto en alcohol presenta
flavonoides y carotenoides, mostrando una posible actividad antioxidante mayor y
para el extracto en aceite se presentan carotenoides en una cantidad considerable.
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Capitulo 6

Conclusiones y trabajo futuro

6.1. Conclusiones

Las plantas medicinales constituyen una rica fuente de quimicos bioactivos que
estan libres de efectos adversos y tienen excelente accion farmacologica que pue-
de favorecer el desarrollo de nuevos agentes antidiabéticos. La mayor parte de los
esfuerzos deben enfocarse a evaluar los productos naturales y las plantas para el
descubrimiento de inhibidores enzimaticos potencialmente ttiles u otros que pue-
den ser tutiles para el tratamiento de la diabetes. En los extractos de Phoradendron
villosum y Croton dioicus, el arsénico, niquel y cobre fueron absorbidos en una can-
tidad muy pequena evitando posible toxicidad. Los extractos de Croton dioicus en
las pruebas quimicas y espectrometria UV-Vis, dieron en conjunto positivo para
flavonoides, alcaloides y carotenoides. Para Phoradendron villosum dieron positi-
vo para flavonoides, alcaloides, carotenoides y taninos dependiendo de la muestra.
Los extractos en alcohol y alcohol-agua de Croton dioicus y Phoradendron villosum
tienen mayor concentracion de flavonoides, indicando mejor efecto antioxidante. El
caso del extracto alcohdlico de Phoradendron villosum contiene ademas carotenoi-
des potenciando su efecto. Sin embargo la forma mas comin y practica de consumir
dichos extractos es en té, teniendo contenido de distintos flavonoides el extracto en
agua de Croton dioicus y Phoradendron villosum aunando su morfologia, sin poder
especificar cual tiene mayor potencial en diabetes mellitus. En base al contenido de
las plantas se entiende que pueden tener efecto anti-radicales libres, esto justificado
por su alto contenido de antioxidantes y estudios previos indican que la presencia de
flavonoides poseen un efecto regulador en el tratamiento de la diabetes, los cuales
se encontraron presentes en las dos especies vegetales.
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6.2.

Lineas de trabajo futuro

Monitorear si el contenido de metales pesados se debe a la especie vegetal
o al uso de sustancias quimicas en el suelo donde se encuentran las especies
vegetales.

Aislar y caracterizar los compuestos activos con probable efecto sobre la dia-
betes mellitus.

Efectuar estudios con los compuestos activos para comprobar sus efectos anti-
radicales e hipoglucémicos.

Estudiar otras especies mexicanas para buscar un efecto bioldgico sobre la
diabetes mellitus similar o mejor a la que podrian tener Phoradendron villosum
y Croton dioicus.
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