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1 INTRODUCCION

El presente trabajo de tesis no representa un puntual analisis de resultados y
conclusiones obtenido a partir de un trabajo experimental. Este trabajo contiene
intenciones premeditadas que a partir de un trabajo experimental buscan

reforzarse.

La intencién en términos generales de este trabajo es evidenciar lo peligroso e
inseguro que puede resultar el consumo de plantas y remedios herbolarios.
Aunque existe un gran numero de remedios herbolarios en los que se ha
demostrado de forma cientifica que existe una respuesta fisiologica al ingerir el
remedio y que, efectivamente, ayuda a curar. En muchos casos la planta contiene
adicionalmente al principio activo un gran ndmero de sustancias que pueden

provocar efectos no deseados para la salud.

A lo largo de la historia, el hombre ha usado numerosos remedios herbolarios. El
método para la seleccidon de las plantas con bondades terapéuticas se baso en el
conocimiento empirico. Este conocimiento ha fungido como una caracteristica

inherente a la medicina en sus inicios y en su desarrollo.

En estos tiempos la medicina debe apartarse totalmente del empirismo, si bien, los
remedios herbolarios siguen aportando un beneficio a la cura de enfermedades y a
la salud del hombre, el uso de plantas medicinales debe abordarse bajo la
perspectiva cientifica contemporanea y bajo estos canones el empleo de la flora
medicinal debe enfocarse desde los puntos de vista toxicolégico, farmacolégico y

quimico.

En primer lugar se debe demostrar que efectivamente el remedio herbolario en el

mejor de los casos presenta algun beneficio para el tratamiento de alguna
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enfermedad. Una vez hecho esto, se debe identificar la sustancia o sustancias
portadoras de este beneficio. A continuacion, se debe averiguar el mecanismo por
el cual las moléculas llevan a cabo el proceso biodindmico y por ultimo, este
conocimiento debe acomodarse con las formas de produccion de la industria

farmacéutica para poder ser consumido por la sociedad.

En términos particulares y especificos, este trabajo persigue una linea toxicolégica
y analitica en donde se busca cuantificar los contenidos de pirrolizidinas
hepatotoxicas de cierto grupo de remedios herbolarios o fitomedicamentos bien
definidos bajo el nombre de té milagro y comparar las concentraciones reportadas

con los limites o parametros de consumo de acuerdo a las instituciones de salud.

El grupo de plantas a partir de los cuales se elaboran el conjunto de
fitomedicamentos denominado té milagro son las plantas Packera candidissima y

Packera bellidifolia.

La Packera candidissima o chucaca forma parte de la herbolaria de los
tarahumaras (Bye, 1985).Sin embargo su uso no esta limitado a este pueblo
indigena de México, esta planta es comercializada en gran parte del estado de
Chihuahua y también es exportada a las ciudades de Texas, Nuevo México y
Arizona.(Bah; Pereda-Miranda, 1993).

La planta Packera bellidifolia se comercializa en el centro del pais, como substituto

de Packera candidisima.
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2 Marco Tebrico

2.1 Salud y Plantas Medicinales

A pesar de su importancia para la salud de millones de personas alrededor del
mundo. El papel que desempefian las plantas en el cuidado de la salud
generalmente ha sido minimizado o menospreciado. La Organizacién Mundial de
Salud (OMS) ha estimado que entre el 70 y 80% de la poblacion en paises
subdesarrollados se vale de medicinas tradicionales para atender su salud (WHO,
1998).

El nimero estimado de especies utilizadas con un fin medicinal o terapéutico

varia entre las 35,000 y 75,000 especies (Farnsworth y Soejarto, 1991).

Las plantas medicinales son importantes para el cuidado de la salud no solamente
en los paises pobres bajo un esquema de medicina tradicional, ya que también
proveen de materias primas a la industria naturista que esta creciendo
rapidamente en paises desarrollados y que cada vez se abre mayores espacios a
través de la expansion de terapias alternativas. Los productos herbolarios son
cada vez mas populares en paises desarrollados y es un sector comercial que ha
crecido entre 10 y 20% en Europa, Estados Unidos y Canada en los Ultimos afios
(Laird, 1999). El consumo de medicinas de origen natural es un componente en la

aparicion de las nuevas terapias alternativas para la salud.

Esta tendencia también se ha observado en otros paises como México en donde
el mercado de plantas medicinales y productos herbolarios también va en
ascenso. Segun Hersch-Martinez (1996), hay varios factores que estan
contribuyendo a esta situacion, entre ellos el deterioro en las condiciones de vida
de los trabajadores, la cobertura insuficiente de los servicios de salud del estado
debido a los recortes gubernamentales en este rubro y el acceso limitado a

medicinas de patente debido a su alto costo. Esta tendencia es tan seria que el
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uso de plantas medicinales ha pasado de ser una actividad confinada a yerberos y
médicos tradicionales a un negocio prospero en tiendas naturistas y cadenas de

supermercados (Hersch-Martinez, 1996).

Estas tendencias sugieren preguntarse las siguientes cuestiones.

¢Porque entre los médicos profesionales mexicanos, existe un rechazo hacia el

uso de plantas medicinales?

¢, Porque el uso de plantas medicinales y remedios herbolarios es visto como una

sefal de atraso?

¢Por qué los doctores mexicanos han rechazado a la planta medicinal, aun

cuando es un recurso accesible en términos culturales y econémicos?

Las respuestas para estas preguntas son sencillas en algunos casos, profundas a
veces, pero sin duda existen muchas conclusiones que han provocado la
predisposicion en contra de la medicina naturista. A continuacion se exponen

algunos puntos en contra del uso de la medicina herbolaria o naturista.

2.1.1 Descripcién de Ideas y Factores en Contra del Uso de Medicina

Herbolaria.

2.1.1.1 El Factor Filos6fico

El mundo actualmente vive el auge de la ciencia, el hombre persigue descubrir las
leyes que gobiernan el universo y jugar con estos conocimientos. Vivimos en una
época en donde la ciencia es la religion llevada al extremo. Cualquier ente que no
tenga sustento cientifico por mas vital, sagrado, poderoso y poético que resulte no
deja de ser un gigante con pies de papel. La ciencia ha cambiado la forma de

pensar, imaginar y sofiar del hombre. El pensamiento filoséfico cientifico esta en
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una cumbre o climax dentro de la historia del hombre. Y es bajo esta batuta que
se desprenden muchos estatutos morales y éticos que rigen el comportamiento

social y formas de pensamiento de la sociedad contemporanea.

Bajo estos canones es que la medicina herbolaria esta condenada a ser proscrita
de la historia de la medicina y ser remplazada por la medicina alopata dotada de

ingenio cientifico.

2.1.1.2 El Factor Técnico

Las plantas tienen un uso medicinal significativo en México en un contexto de
medicina tradicional, popular y por ciertos apartados de la industria y el comercio;
sin embargo, existe poco estudio de las plantas desde un punto de vista quimico,

farmacologico y toxicolégico.

e Desde el punto de vista quimico se desconoce totalmente el amplio espectro
de sustancias involucradas en un remedio herbolario, asi como su
concentracion la cual presenta variables multifactoriales dificilmente

predecibles.

e Al estar circunscrito una gran diversidad de compuestos quimicos también
resulta complicado anticipar todas las respuestas fisioldgicas y su intensidad
ejercida en respuesta al consumo de remedios herbolarios ya que estas
dependen directamente de las concentraciones de los principios activos

contenidos en el remedio herbolario.

e Aunque el conocimiento empirico de la medicina herbolaria tiene el respaldo
de cientos de afios, existen puntos débiles, por ejemplo, resulta complicado
describir los efectos toxicolégicos de cada uno de los compuestos quimicos
involucrados en un remedio herbolario, debido al gran nimero de sustancias

involucradas y la interaccion entre ellas. Por ende, es dificil establecer
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parametros confiables de relacion dosis-respuesta, en cuestion de su toxicidad
cronica, contraindicaciones en diversos grupos de personas, interaccion con
otros medicamentos, biodisponibilidad de cada una de las presentaciones en

gue se administran cada uno de los remedios herbolarios.

e Por otra parte, la medicina al6pata esta sujeta a altos estandares de calidad,
gue contrastan con los remedios herbolarios en donde no existe control en
cuanto a las concentraciones de cada una de las sustancias involucradas,

parametros microbiolégicos y de agentes contaminantes en el producto.

Es por todas estas razones que los remedios herbolarios presentan gran

variabilidad en cuanto a la dosis respuesta, toxicidad y efectos secundarios.

2.2 La Medicina Herbolaria en México

En México el sistema de salud esta basado enteramente en medicina al6pata y en
consecuencia algunas practicas de la medicina tradicional y alternativa son
Unicamente toleradas. Esta relacion de la salud publica con la medicina tradicional

ha creado una especie de vacio legal en la cual conviven paralelamente

En esta dualidad, una gran parte de la poblacion es atendida por meédicos
tradicionales, sin reconocimiento oficial, ni padron de practicantes, ni escuelas
oficiales; de la misma manera que mucha gente se abastece de plantas
medicinales en los puestos de los mercados a lo largo del pais, sin que éstas

tengan certificados de calidad, autenticidad o sigan normas sanitarias.

En Meéxico, el uso de la planta como componente terapéutico lo podemos
encontrar principalmente en la medicina tradicional indigena y en la llamada
medicina popular o doméstica, que es una practica hibrida con raices en la
medicina tradicional pero que encontramos en el ambito familiar (Hersch-Martinez,
1996).
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2.3 El Mundo Tarahumara

El pueblo Tarahumara cuyos aposentos ocupan una cuarta parte del territorio en el
suroeste del estado de Chihuahua (65 mil km?) en una de las partes mas altas de
la Sierra Madre Occidental, conocida también como la Sierra Tarahumara, la cual
alcanza entre los 1500 y 2400 m sobre el nivel del mar (Lumholts, 1987), rinden
una veneracion hacia las plantas con capacidad de sanar o de ser usadas con

fines ceremoniales.

El conocimiento de los tarahumaras de las plantas con actividad fisiologica es
extenso. Se calcula que la herbolaria tarahumara conoce alrededor de 300
especies de plantas. De la cuales se tiene o se empieza a construir un perfil
guimico de las moléculas que contribuyen a generar una respuesta fisiologica.
Donde pueden abarcarse dos perspectivas generales que son la farmacologia y la
toxicologia (Bye, 1985).

2.4 Te Milagro, un Complejo de Plantas

De acuerdo a los conocimientos empiricos amarrados en siglos de observacion de
los Tarahumaras y otros pueblos antiguos en donde crece el conjunto de plantas
Packera candidissima y Packera bellidifolia, este conjunto de plantas es usada
para una amplia variedad de padecimientos como aliviar el dolor de rodillas,
combatir las ulceras, es muy bien conocido también por su actividad antiséptica y
por su accion contra la diabetes. La forma tradicional de consumir esta planta es
generalmente en forma de infusién o aplicando las hojas decocidas sobre alguna
herida o infecciones superficiales. Recientemente se han desarrollado varios
fitomedicamentos en diversas presentaciones como bolsas de té, pomadas e

infusiones. (Bye, 1986).
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Desde épocas prehispanicas hasta la fecha la poblacion residente del estado de
Chihuahua ha usado hojas secas de chucaca en lengua tarahumara o lechuguilla
en el castellano. Con fines meramente medicinales, sin que esto generara una
sospecha o sugestion clara de que la planta de chacaca o lechuguilla tuviera

efectos secundarios significativos (Bye, 1986).

Actualmente se sabe con certeza que estos efectos secundarios son seriamente
significativos y tomar de la hierba de chucaca, puede ser peor mal que la

enfermedad que se pretende curar (Mattocks, 1986).

En muchas circunstancias resultaria facil y atinado pensar que un remedio
herbolario consumido de forma usual por una sociedad a lo largo de tanto tiempo
como lo es el caso de los Tarahumaras que utilizan este remedio desde épocas
prehispanicas tenga efectos secundarios importantes. Sin embargo, este tipo de
analisis que usa de apoyo la experiencia y costumbres para descifrar que el
consumo o0 administracion de cierta sustancia es nociva para la salud suele ser

enganoso.

2.5 Generalidades de la tribu Senecioneae

La tribu Senecioneae es la mas grande dentro de la familia de las Asteraceae
compuesta aproximadamente por 150 géneros y cerca de 300 especies .Esta tribu

a su vez se divide en dos subtribus.
a) Subtribu Biennospermatinae
Que engloba a cuatro géneros no muy bien caracterizados

b) Subtribu Senecioninae
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Incluye 96 géneros segun Nordenstam (1977) U 88 géneros de acuerdo con
Robins (1977), los cuales derivan de dos géneros principales Cacalia y Senecio. El
complejo del género Cacalia se distribuye por México y el este asiatico. El vasto
género Senecio se encuentra esparcido por todo el mundo, pero presenta una

relevante diversidad en México y Centroamérica(Romo de Vivar, 2007).

Debido a la gran complejidad que existe para clasificar a las plantas en base a sus
caracteristicas morfolégicas, en la actualidad las plantas son clasificadas de
acuerdo a estudios citolégicos. Cuando se empezaron a realizar estudios de
citologia para clasificar a las plantas debido a diferencias genéticas hubo un cisma
en cuanto a la organizacién del género Senecio. Algunas especies que antes
estaban incluidas en el género Senecio después del estudio citolégico fueron
excluidas y muchas de estas fueron incorporadas en el nuevo género Packera. De
tal forma que 2 de las plantas de estudio de esta tesis Senecio candidissimus y
Senecio bellidofilus se clasificaron como Packera candidissima y Packera
bellidofilia (Weber y Love, 1981).

2.5.1 Principales pirrolizidinas encontradas en el Género Senecio
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El genero Senecio es el principal de la tribu Senecioneae, su perfil quimico define
de forma general esta tribu y guarda bastante relacion con el genero Packera en
muchos de sus metabolitos incluyendo a los alcaloides pirrolizidinicos En la tabla
namero 1 se exponen los principales alcaloides pirrolizidinicos (PAs) encontrados

en el género Senecio (Romo de Vivar, 2007).

Especie Alcaloides Pirrolizidinicos
S. madrensis 1,5
S. mairetianus 1,2
S. prionopterus 1,3
S. procumbens 1,3,6

Tabla 1. Principales PAs encontrados en el género Senecio. Los niumeros en la

tabla corresponden a las moléculas correspondientes en la figura 1.

2.5.2 Principales pirrolizidinas encontradas en el Género Packera

El genero Packera esta distribuido de México hasta regiones articas y el este de
Siberia.15 especies y 3 variedades de Pakera se han identificado en México .Pero
tan solo 7 especies se han estudiado quimicamente. Los alcaloides pirrolizidinicos,
eremofilanos y quinoles como la jacaranona son los principales metabolitos
secundarios aislados de las especies de Packera En la tabla nUmero 2 se exponen

los principales PAs encontrados en el género Packera (Romo de Vivar, 2007).
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Especie Alcaloides

Pirrolizidinicos

P. bellidifolia

P. candidissima 1,2,345
P. coahuilensis 1,3

P. quebradensis 4,7

Tabla 2. Principales PAs encontrados en el género Packera. Los niumeros en la tabla

corresponden a las moléculas correspondientes en la figura 1.
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Senecionina (1) Integerrimina (2) Usarmina (3)

Senkirkina (4) Platifilina (5) (6)

Florosenina (7)

Figura 1. Principales PAs encontrados en el género Senecio y Packera. Tomado
de Romo de Vivar, 2007.
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2.6 Alcaloides Pirrolizidinicos

Los alcaloides pirrolizidinicos (PAs) son esteres de cualquiera de los 4 isémeros
del 1-hidroximetilpirrolizidina frecuentemente hidroxilado en diversas posiciones
del nucleo estructural, siendo la mas comun la posicion del carbono 7. El nucleo
basico de aminoalcohol recibe el nombre de necina, mientras que la porcién acida
se conoce como acido nécico. Los alcaloides pirrolizidinicos pueden estar en la
naturaleza en forma de bases libres o de N-0xidos (Bah y Pereda-Miranda, 2003) .

En la figura nUmero 2 se ilustra la estructura de la necina.

Figura 2. Estructura de necina. Tomado de Romo de Vivar, 2007.

Los grupos hidroxilo pueden esterificarse por acidos monocarboxilicos como el
acido angélico (1), tiglico (2) o por acidos dicarboxilicos o acido senocienoico (3)

como se lustra en la figura 3. (Romo de Vivar, 2007).
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CO,H

HO H

= CO,H =

(1) 2) 3)

Figura 3. Acidos comUnmente esterificados en los grupos hidroxilo de las necinas.
Tomado de Romo de Vivar, 2007.

Los alcaloides pirrolizidinicos que contienen en su estructura basica retronecina,
otenecina o heliotridina son elevadamente toxicos. La toxicidad incrementa cuando
un ester ciclico esta presente como en el caso de la senecionina, que es el PA
mas comun en Senecioneae. (Romo de Vivar, 2007). Ver figura 4.

HO H O
OH ! OH HO. OH
N N
|
CHs
Heliotridina Retronecina Otenecina

Senecionina

Figura 4. Ejemplo de alcaloides pirrolizidinicos toxicos.
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2.7 Biogénesis

las necinas se genera durante el metabolismo de lo

La biogénesis de
aminoacidos. En los animales la arginina y en las plantas el acido glutamico

siguen las reacciones correspondientes para transformarse en ornitina (Hartmann,

2000). Ver figura 5.

NH HO,C CO,H
PY — 1
NH; ’I‘ /\/Y NH,

H NH .
. 2 Acido Glutamico
Arginina
Arginasa
Putresma
NH> 3
CO,H

<

NADH
Ornitina Putresina

Desaminacion NH,
oxidativa NH
NH, Formacion Base
de Schiff
C‘ CHO H
N

Homoespermidina

Desaminacion oxidativa

Mannich HO

C' \J \j intramolecular

1] s

C
N
<

8

Isoretronecanoles, Traguelantamidinas

Figura 5. Biogénesis de los alcaloides pirrolizidinicos. Tomado de Hartmann 2000.
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En la figura 5 se describe como la ornitina es descarboxilada dando lugar a la
putresina. Dos moléculas de putresina se conjugan y después la molécula se
reduce por medio de NADH. La homoespermidina sufre un desaminacion
oxidativa, el nitrégeno ataca al grupo carbonilo formando subsecuentemente un
anillo tipo pirrol. En el extremo amino de la molécula se lleva a cabo otra
desaminacion oxidativa, el carbono alfa al carbonilo tiene un proton acido por lo
que se forma un carbanién que ataca la doble ligadura de la estructura del pirrol

formando de esta manera la estructura base de la necina.

2.8 Patologias Asociadas al Consumo y Administracion de Alcaloides

Pirrolizidinicos

En el afio de 1988 la Organizacion Mundial de Salud emite un discurso en el cual
se manifiesta que hay un riesgo sanitario por el consumo de ciertas plantas que
contienen alcaloides pirrolizidinicos. Estas plantas son usadas como remedios
herbolarios, fitomedicamentos y en algunas habia la contaminacion de estos

compuestos en alimentos.

La toxicidad de los alcaloides pirrolizidinicos es considerable y afecta a varias
especies incluyendo al hombre y la presencia de plantas que contienen alcaloides

pirrolizidinicos es global independiente del clima y otros factores ambientales.

El dafio provocado al consumir plantas que contienen alcaloides pirrolizidinicos se
ha reportado desde los afios cincuentas. En la actualidad ya se tiene una buena
idea de todo el espectro de enfermedades que pueden devenir del consumo de

alcaloides pirrolizidinicos.
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Se ha reportado que el consumo moderado de alcaloides pirrolizidinicos, induce
megalocitosis, veno—oclusién en higado y pulmones, alargamiento del nucleo con
incremento de la cromatina nuclear, pérdida de la funcion metabdlica, inhibicion de
la mitosis, proliferacion del epitelio del tracto biliar, cirrosis hepatica, hiperplasia
nodular, carcinomas y adenomas (WHO, 1988; Chan, 1993).

La gravedad de estas patologias hace que el consumo y aplicacion de alcaloides

pirrolizidinicos sea considerado asunto de salud publica a nivel global.

2.9 Plantas que Contienen Alcaloides Pirrolizidinicos y su Consumo en

México

En México existe un amplio espectro de plantas que contienen alcaloides
pirrolizidinicos. De este complejo de plantas las mas importantes debido a su uso
son las especies de Packera candidissima y Packera bellidifolia ubicadas al
noroeste del pais primordialmente en el estado de Chihuahua y en el norte de
Durango (Freeman,1985). Estas plantas son usadas como remedios herbolarios y

también usadas en la elaboracion de fitomedicamentos. Ver figura 6.

Figura 6: Fotografia de la planta Packera Candidissima
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El uso de estas plantas como plantas medicinales tiene su génesis en tiempos
prehispanicos y su uso fue adoptado por la sociedad mexicana contemporanea
con mayor relevancia al norte del pais y también en la poblacién hispana del sur

de los Estados Unidos de Norteamérica (Bah; Pereda Miranda, 1994).

Este complejo de plantas usado con fines medicinales en ciertos sectores de la
poblacion de México recibe el nombre de “Té Milagro”. Los principales usos de
este complejo de plantas desde un enfoque medicinal es el uso antiséptico, para
aliviar dolores en los rifiones, aliviar dolores menstruales, aliviar diversas
infecciones de la piel (Weber y Love, 1981) y remedio contra la diabetes (Bye,
1986).

La forma de administracion varia, puede tomarse en forma de infusion, en forma
de bafios cuando existe una infeccion en la piel y en productos procesados como

pomadas Yy geles ver figura 6.

D S

Figura 7: Productos procesados a partir de Packera candidissima o Packera

bellidifolia, comercializados bajo el nombre de “Té Milagro”
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2.10 Metabolismo y Activacion Metabodlica de los Alcaloides

Pirrolizidinicos.

Como muchos de los compuestos xenotdxicos, los alcaloides pirrolizidinicos
requieren de activacion metabdlica para poder ejercer el efecto téxico. Durante las
tltimas décadas, el metabolismo de los alcaloides pirrolizidinicos ha sido

ampliamente estudiado tanto in vivo como in vitro (Fu, 2004).

Existen 3 rutas metabdlicas principales, todas realizadas en el higado (Fu,
2004).Ver figura 6.
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Figura 8. Rutas metabdlicas de los alcaloides pirrolizidinicos. Tomada de (Fu,

2002).
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2.10.1 Hidrélisis de los Esteres

Esta ruta metabdlica de hidrélisis de los ésteres da lugar a la formacion de
necinas y acido nécico. En épocas recientes se ha establecido que la
hidrdlisis del grupo éster de los alcaloides pirrolizidinicos para formar la
base necica es un medio de detoxificacibn y es catalizado por
carboxiesterasas citosolicas del higado (Dueker, 1992). Esta hidrélisis
permite que las pirrolizidinas sean mas solubles y por ende sea mas facil su

eliminacion.

2.10.2 Hidroxilacion en el Carbono 3 U 8.
El metabolismo de los alcaloides pirrolizidinicos a las correspondientes
dehidropirrolizinas es catalizado por el citocromo P-450 especificamente
por las isoenzimas CYP3A y CPY2B6. Esta ruta metabdlica lleva a la

formacion de metabolitos toxicos.(Buhler, 1986).

El mecanismo por el cual se lleva a cabo la formacion de DHP se expone
en la figura 7.(Buhler, 1986).
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Figura 9. Metabolismo de los alcaloides pirrolizidinicos hidroxilacion en el
carbono 3 U 8. Tomada de Buhler 1986.

Los metabolitos pirrélicos formados son capaces de unirse posteriormente

con glutation. Esta reaccion enzimatica esta catalizada por la glutation S
transferasa (gst). ( Lin, 1998, 2000; White, 1976; Yan CC, 1985). Esta es la
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via principal de detoxificacion por la toxicidad inducida de los alcaloides

pirrolizidinicos.

2.10.3 Oxidacién de las bases nécicas alos correspondientes N-Oxidos

El metabolismo de las pirrolizidinas a sus respectivos N-6xidos es catalizado por
el citocromos P-450 y flavinas que contienen monooxigenasa. Aunque
anteriormente se tenia la idea de los N Oxidos son metabolitos no toxicos,
investigaciones subsecuentes han propuesto lo contrario, realizando las siguientes

pruebas experimentales. (Fu, 2002).

2.11 Relacion Estructura Actividad en la Toxicidad de las Pirrolizidinas

Una vez que se revisaron las principales rutas metabodlicas para los alcaloides
pirrolizidinicos resulta facil hacer propuestas en cuanto a la relacién estructura
actividad para la toxicidad de estos compuestos. Algo que resulta evidente es que
los dobles enlaces en la base de la necina son de alta importancia para que
procedan las reacciones de hidroxilacion y deshidratacion y por ende poder formar

metabolitos altamente téxicos (Fu, 2002).

Por otra parte se han encontrado importantes factores de impedimento estérico en

las reacciones de hidroxilacion, deshidrogenacion e hidrdlisis.

El impedimento estérico alrededor de los grupos esteres de la molécula puede
evitar la reaccion de hidrdlisis enzimatica. En general los esteres que estan junto a

un grupo alilo son mas facilmente hidrolizados que los esteres que no presente
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junto un grupo alilico, ver figura 8. Esto resulta porque el ester alilico presenta

menor impedimento estérico y la doble ligadura del grupo alilo facilita la hidrolisis.

Estos factores pueden inducir en cierto porcentaje que una molécula de
pirrolizidina siga la ruta metabdlica de la hidrolisis enzimética que genera
metabolitos menos téxicos o que siga la via de la hidroxilacion deshidrogenacion
(Hincks, 1991; Mattocks, 1986).

Senecionina

Figura 10. Pirrolizidina con un ester alilico

2.12 Mecanismos de toxicidad

Los mecanismos de toxicidad inducidos por las pirrolizidinas han sido estudiados
de manera efusiva y amplia. En el presente trabajo de tesis se abordara la
toxicidad en 2 enfoques. El primer enfoque sera un enfoque directo entre los
metabolitos toxicos de las pirrolizidinas y una interaccion directa a nivel bioquimico
con las moléculas donde hacen blanco y una respuesta fisioldgica a partir de ello.
El segundo enfoque sera una interaccién de las pirrolizidinas y sus metabolitos

con el material genético promoviendo un aumento o disminucion en la expresion
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de diversos genes que posteriormente desencadenaran una respuesta a nivel

fisiologico.

2121 Mecanismos de toxicidad nivel bioquimico

2.12.1.1 Formacion de aductos con DNA

Dentro de la investigacibn que se ha realizado, tratando de averiguar los
mecanismos por cuales los alcaloides pirrolizidinicos promueven algunos de sus
efectos toxicos y patologias como la formacion de tumores, esta el de la formacion
de aductos con la molécula del ADN. Existe evidencia cientifica en donde se
reporta que la ridelina induce tumores en el higado, adenomas y carcinomas en
ratas, mediante un mecanismo en el que el metabolito toxico de la ridelina, la
DHP, forma aductos con el DNA. Los grupos nucleofilicos de estas
macromoléculas reaccionan con los nucleos pirrdlicos producidos en el
metabolismo de los PAs; estos metabolitos forman iones carbonio susceptibles de
sufrir ataques de manera predominante en las posiciones C-7 y C-9 (Huxtable,
1990). Ver figura 9.
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Figura 11. Mecanismo de formacion de aductos con el ADN. Tomada de Huxtable
1990
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2.12.1.2 Respuestas secundarias del metabolismo de los PAs

La sustancias carcinogénicas pueden exacerbar la formacion de tumores mediante
mecanismos secundarios como el estrés oxidativo, hipermetilacion, induccion de la

peroxidacion lipidica e induccion de peroxisomas.

Un ejemplo de esto es el trans-4-hidroxi-2-hexenal formado por el metabolismo de
la senecionina, en particular de la peroxidacion lipidica inducida por la senecionina
(Segall, 1985)..

2.12.2 Toxicidad a Nivel Genético

Aparte de que se ha realizado un importante trabajo desde el punto de vista
quimico, bioquimico y toxicologico para observar todas las repercusiones o
respuestas fisiolégicas inducidas por la administracion de alcaloides
pirrolizidinicos, también se ha realizado trabajo experimental para observar las
repercusiones a nivel genético que induce la administracion de alcaloides
pirrolizidinicos (Mei, 2007).

El estudio genético para este tipo de compuestos es bastante significativo ya que
se conocen mas de 6000 plantas y cerca de 660 PAs y sus N-6xidos han sido
identificados, la mitad de ellos han sido catalogado como genotdxicos y

tumurogénicos (Fu, 2004).

Este tipo de estudios desprende una cantidad asombrosa de informacién que
ayuda a su vez a explicar una serie de mecanismos de accion por los que algunas

sustancias tienen efecto y que anteriormente no eran comprendidos o explicados.
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Es posible que si se analizaran muchos de los farmacos de hoy en dia se
encontrarian datos sorprendentes que ayudarian a complementar los mecanismos
de accién de los farmacos, explicar los efectos secundarios de los farmacos o
encontrar nuevas aplicaciones y por ende desarrollar nuevos farmacos que

actuaran exclusivamente a nivel genético para provocar una respuesta fisioldgica.

Un ejemplo puntual en el caso de los PAs es que tras su administracion se
promueve un cambio en la expresién del gen igfbpl lo que repercute en una
sintesis mas eficiente de insulina (Zhang, 2007). Esto explica el uso que se le

atribuye al consumo de Packera Candidissima para tratar la diabetes.

2.13 Dosis Maximas Permitidas de Consumo de Alcaloides

Pirrolizidinicos.

Se ha demostrado que el consumo de algunos alcaloides pirrolizidinicos puede dar
génesis a diversos males como cirrosis hepatica y cancer, entre otros
padecimientos. Actualmente se comercializan en México una serie de remedios
herbolarios que van desde té de hierbas, soluciones acuosas y pomadas hechas a
partir de Packera candidissima y/o Packera bellidofolia. El curso de las palabras

durante la maduracién de este texto nos lleva ahora a preguntar.

¢, Qué dosis pueden representar una amenaza para la salud del hombre?

¢, Que tanto contenido de alcaloides pirrolizidinicos téxicos tienen estos remedios

herbolarios?

Es bueno saber que sobre esto de la dosis respuesta de los alcaloides

pirrolizidinicos ya existe bastante informacion.
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Se tienen reportado datos de dosis respuesta en humanos para muchas moléculas
de alcaloides piorrolizidinicos por separado y sus diferentes cocteles de estos. Un
consumo de heliotrina de 4 a 10 mg/Kg de peso corporal por dia, por un periodo
de 3 a 7 semanas desencadena en necrosis de higado y venoclusién. Una
combinacién de croatinina y cronaburnima a dosis menores a 1 mg/Kg de peso
corporal por un periodo de varios meses, desencadena de la misma manera en

necrosis del higado y venoclusion (Culvenor, 2003).

Se reporta que para la retrosina y la ridelina un consumo de 0.7 a 1.5 mg diarios
por un periodo de 2 semanas desencadena en necrosis del higado, fibrosis en

higado y cirrosis (Culvenor, 2003).

Los parametros que tomaron las organizaciones de salud para establecer la dosis
0 consumo maximo de alcaloides pirrolizidinicos no esta basado en las dosis
minimas que causan necrosis, fibrosis y cirrosis mas un pequefio ajuste
estadistico. Los parametros de consumo maximo de alcaloides pirrolizidinicos en
la actualidad se basan en el dafio a nivel genético que ocasionan los alcaloides

pirrolizidinicos, resultado de varias investigaciones.

Algo que es importante anexar antes de revelar los parametros de ingesta es que
la capacidad de inducir cancer de los alcoloides pirrolizidinicos varia en gran
proporcion al analizar cada molécula. Un estudio realizado con la mosca de la
fruta y diversos PAs, permitié comparar el pontecial de mutagenicidad de diversos

PAs que se describe a continuacion (Frei, 1992).

senquirquina > monocrotalina > senecifilina > senecionina > 7-acetil intermedina >
heliotrina > retrorsina > 7-acetilicopsamina > simphytina > jacolina > simlandina >

intermedina > indicina > licopsamina > indicina N-oxide > supinina
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En las plantas de Packera senecioninae y Packera candidissima los alcaloides en
mayor proporcion son los alcaloides retrorsina y senecionina. De acuerdo al
estudio de genotoxicidad en mosca de fruta se observa que la senecionina es mas

téxica que retrorsina desde un punto de vista genético.

Los valores de ingesta maximos de acuerdo a las organizaciones de salud son los

siguientes:

e EIl Departamento de Salud de Alemania manifiesta que la dosis diaria de

PAs no debe sobrepasar mas de 1 microgramo (Bekanntmachung, 1992).

e EIl departamento de Salud de Alemania sefala que para administracion
topica la dosis diaria no debe contener mas de 100 microgramos de PAs y
su uso no debe extenderse mas de 6 semanas. Con excepcioén de mujeres
embarazadas y lactantes cuyo consumo debe ser nulo (Bekanntmachung,
1992).

e La American Herbal Products Association (AHPA) recomienda que los
productos botanicos que contengan PAs deben describir en la etiqueta solo
para uso topico y no aplicar sobre heridas (American Herbal Association,
2006).

e Por otra parte, la FDA prohibio la comercializacion de suplementos

alimenticios que contuvieran PAs (FDA, 2001).
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3 Hipotesis de Trabajo

Mediante la aplicacién de la cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC)
podra determinarse la concentracion de los alcaloides pirrolizidinicos presentes en
diferentes muestras comerciales del té milagro. Por ende se podra determinar si
las concentaciones de PAs estan fuera de lo estipulado por las instituciones de
salud.

4 Objetivos

4.1 Objetivo General:

Cuantificar el contenido de pirrolizidinas hepatotoxicas mediante el uso del HPLC
en muestras comerciales que usan para su elaboracion las plantas Packera
candidissima y Packera bellidifolia.

4.2  Objetivos Especificos:

Una vez que se determinaron las concentraciones de alcaloides pirrolizidinicos, se
evaluara si las concentraciones encontradas en las muestras representan riesgo
para la poblacion de acuerdo a lo sugerido por las instituciones de salud.

Determinar si existe algiin compuesto mayoritario presente en el crudo alcaloideo
de las muestras para ser usado como marcador.
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5 Parte experimental

5.1 Obtencién de las muestras

Las muestras para realizar el estudio de este trabajo de tesis fueron recolectadas en
varios mercados y tiendas naturistas de los estados de Queretaro y Chihuahua. La forma

en la cual se adquirié cada una de ellas se describe a continuacién.

Las muestras de “Tisana The Ocotzotl” y el “Extracto Fluido” con el mismo nombre
comercial son manufacturadas por la empresa Ocotzotl que produce diversos productos
naturistas, estas muestras se adquirieron en la ciudad de Santiago de Querétaro, Qro. Sin
embargo, los productos de esta empresa se distribuyen en diversas tiendas naturistas del

pais y sus productos se anuncian en la red.

La muestras bajo el nombre “Planta en flor de Campo Sanchez Bocoyna” y “Planta en flor
de Campo Noritari”, fueron recolectadas en la localidad de Estacion Sanchez y Noritari

respectivamente. Ambas ubicadas en el municipio de Bocoyna, Chihuahua.

La muestras bajo el nombre de “Hierba de té milagro” y “té milagro”, son comercializada
por la empresa Plantas Medicinales Arambula. Ambas muestras fueron adquiridas en la
Ciudad de Chihuahua, Chih.

Tres muestras comerciales sin marbete y la “super crema milagro”, fueron adquiridas en
un mercado de la Ciudad de Chihuahua, Chih.
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5.2 Procesamiento de las muestras

Debido al gran nimero de compuestos quimicos involucrados en los productos naturales.
Resulta inconveniente realizar un analisis directo de las muestras en el HPLC. Por lo que
se opta por ir discriminando la complejidad en la diversidad estructural mediante la
seleccion de moléculas diagndsticas que compartan caracteristicas fisicoquimicas

similares.

5.2.1 Extraccion

Un peso conocido de cada muestra se sometié 3 veces a una maceracién con hexano por
periodos de 2 dias, con el fin de desgrasar la muestra. Subsecuentemente, el residuo
vegetal se sometié 3 veces a una maceraciéon con MeOH por periodos de dos dias.

Finalmente, el extracto metanélico se concentrd a presion reducida.

5.2.2 Obtencién del crudo alcaloideo.

Un peso conocido del extracto metandlico se traté con CHCI; (100 mL por cada 5 gramos
de extracto) y se agrego6 suficiente HCI 1N hasta lograr su resuspensién. A continuacién n
la solucion cloroférmica se somete a particion con HCI 1N (50 mL por cada 5 g de

extracto, por triplicado).

En este punto se divide el procesamiento de las muestras en dos tangentes. La primera
persigue discriminar los PAs en la forma de bases libres. Para esto la mitad de la solucién
acuosa se ajusta en rango de pH 9-10 con NH,OH y previendo que bajo estas
condiciones de pH, los PAs se encontraran en forma de bases libres es plausible su
extraccion con un disolvente aprético no polar como el CHCI;. La fase organica se

concentro a presion reducida, ver figura 10 inciso a)
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La otra mitad de volumen de solucion acuosa se sometié a un proceso de reduccién con
polvo de Zn por 4 horas a 40 °C. Al final de la operacion, los PAs en forma de N-6xidos
fueron reducidos a bases libres. De igual forma que el proceso seguido para las bases
libres la solucion se ajusta a un pH en un rango de 9-10, se adiciona CHCI; al sistema y al

final la fase organica se concentra a presion reducida. Ver figura 10 inciso b).

En el caso de las muestras correspondientes a los extractos fluidos comerciales, éstas se
disolvieron en agua destilada, se ajusta el pH a 1 y se siguié la misma metodologia

descrita anteriormente.

En el caso particular de la super crema milagro. Se monté una cromatografia de columna
de silica gel y se eluyé con hexano. Al correr la columna se distinguié como se separaban
la base grasa de la crema del resto de los componentes de la misma. Los componentes
no grasos de la crema se disolvieron en CHCI; y se concentraron a presion reducida para

su posterior analisis en el HPLC.
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Figura 10. Esquema de obtencion de los crudos alcaloideos a partir del

fraccionamiento del extracto metandlico.

Pagina 35




5.3 Sustancias de Referencia

El presente trabajo de tesis busca identificar y cuantificar dos alcaloides pirrolizidinicos en
particular, la senecionina y retrorsina que constituyen los alcaloides mayoritarios
descritos en Packera candidissima (Bah; Pereda-Miranda, 1994). La identificacién de los
picos en cada uno de los cromatogramas generados por las muestras problemas se

realizara por el método de coelucién utilizando los siguientes estandares.

Sustancia de Referencia Tiempo de Retencién (min)
Senecionina Fluka® (Sn) 29.94
Retrorsina Sigma ® (Rr) 27.18
4-hidroxifenilacetato de metilo Aldrich ® (Facme) 15.20

Tabla 3. Sustancias de referencia y sus tiempos de retencién. Los tiempos de retencion
fueron obtenidos con el programa de elucién descrito en la tabla 11.

5.4 Técnicas analiticas

5.4.1 Cuantificacion de las pirrolizidinas mediante HPLC.

El analisis de las muestras de trabajo se realizdé con un equipo Waters que consistié de
una bomba modelo 600 E acoplada a un detector de arreglo de diodos modelo 996. Se
utilizé una columna de fase reversa XTerra RP18 (4.6 X 150 mm). Bajo un sistema de
elucion en gradiente de NH,OH (15mM) en CH3CN (ver tabla 10 ) a un flujo de 0.4 mL/min
por 40 minutos. En todos los casos el volumen de inyeccién fue de 10 microlitros y se
utilizé una longitud de onda de 214 nm. Las respuestas registradas por el equipo fueron
interpretadas y procesadas por el software Empower 2. En un analisis preliminar se
inyectaron soluciones de referencia que contenian a Sn, Rr y Facme para estimar los

tiempos de retencién de los estandares.
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Tiempo % NH,OH % CH3CN
0 95 5

20 50 50

25 50 50

28 0 100

33 0 100

36 95 5

Tabla 4. Programa de elucion en gradiente de la fase movil.

En la determinacion del contenido de PAs en las muestras se trabajo utilizando el método
de coelucién. Un peso conocido de las muestras del crudo alcaloideo se disolvié en un
volumen conocido de metanol R.A. El contenido alcaloideo se determino por triplicado y
posteriormente se afiadieron los estandares a la muestra para poder determinar los picos

gue corresponden a los PAs que se pretende cuantificar.

5.4.2 Curvas Patron

En un estudio previo a la elaboracién de esta tesis (Castro, 2007) se realizaron estudios
de linealidad para la cuantificacién de senecionina y retrorsina. La linealidad del sistema
se determino por medio de la elaboracién de una curva de calibracién preparando, por
triplicado soluciones para cada sustancia de referencia. El procedimiento fue el siguiente:

a) Senecionina. se prepard una solucién de reserva (2 mg /mL) en MeOH RA a partir de
esta solucién se realizaron diluciones utilizando MeOH RA para obtener concentraciones
finales de 1, 0.75, 0.5y 0.25 mg/mL.
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b) Retrorsina .se prepar6 una solucion de reserva de (5 mg/mL) en MeOH RA y a partir de
esta solucion se realizaron diluciones utilizando MeOH RA para obtener concentraciones
finales de 3,1.5,1y 0.5 mg/mL.

Con los datos obtenidos, se grafico el area bajo la curva de los picos de interés contra la
concentracion de cada solucion. Indicando la ecuacion de la recta obtenida por regresion
lineal simple asi como el coeficiente de determinacion (r?). Como un criterio de aceptacion
de la linealidad del sistema analitico, se debe cumplir con un coeficiente de determinacion

mayor a 0.98.

5.4.3 Analisis de GC-MS

Los crudos alcaloideos de todas las muestras se sometieron a un estudio de
espectroscopia de masas acoplada a cromatografia de gases (GC-MS) con la finalidad de
identificar los APs senecionina y retrorsina. Los resultados obtenidos de este estudio se

compararon con espectros registrados en la biblioteca del equipo.

Las especificaciones del equipo son las siguientes:

e Espectrometro de Masas
Marca: Thermo-Electron
Modelo: DFS (Double Focus Sector)
Analizador masico: Doble sector (magnético y eléctrico, geometria inversa)

. CG-EM
Cromatografo de Gases:
Marca: Thermo-Electron
Modelo: Trace GC Ultra
Columna capilar:
Fase: DB-5MS (5% Fenil-metilsilicdn)

Dimensiones:
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Long. 30 m
D.l.: 0.25 mm

Espesor de pelicula: 0.1 micras

Las condiciones de trabajo a las cuales se analizaron las muestras son las siguientes:

Temp. del Horno: 100°C durante 4 min, velocidad de calentamiento de 25°C por minuto
hasta llegar a 300°C (15 minutos en esta temperatura final).El barrido de masas fue de 45
a 800 u.
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6.1 Curvas Patron

6. Resultados

Retrorsina Senecionina
Concentracion mg/mli Area Concentracion mg/ml Area
5 26389712 2 10695010
5 25271334 2 11535153
5 25563870 2 10063204
3 15645427 1 5952633
3 16586564 1 5789654
3 16339898 1 5798651
15 9565899 0.75 4042654
15 9000382 0.75 3965455
15 8836950 0.75 3885611
1 5520510 0.5 2933260
1 5109414 0.5 2854651
1 5365862 0.5 2754189
0.5 2791898 0.25 1863555
0.5 2677331 0.25 1935411
0.5 2713688 0.25 1651615
Senecionina Retrosina

Ecuacion Curva Patron

y = SE+06x + 357687

y = SE+06x + 643343

r2

0.988

0.9947

Tabla 5.Datos de curva patron para senecionina y retrorsina
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6.2
a)
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Figura 13. Espectro de masas representativo correspondiente a la muestra “Planta en flor
de Campo Sanchez Bocoyna”. a) Espectro a un tiempo de retencion de 0 a 20 min, b)
tiempo de retencién de 13.95 min, ¢) Tiempo de retenciéon de 14.8 min d) Tiempo de
retencion de 8.5 min
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Figura 14 . Cromatogramas representativos de la cuantificacion de PAs de la muestra
“Hierba de Té Milagro”. En el inciso a) se muestra el cromatograma sin la adicion de
estandares, en el inciso b) se muestra el cromatograma con la adicién de estandares
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6.3

Resultados de la Cuantificacién de PAs

Grafica 1. Cantidad total de PAs en las diferentes muestras

Cantidad Total de PAs

Muestras Hg PAs /g material vegetal
1 Tisana the Ocotzotl 1 32.2+/- 1.08
2 Te milagro 46.1+/- 1.89
3 Planta en flor de Campo Noritari 207.9 +/- 4.68
4 Planta en flor de Campo Sanchez Bocoyna 334.6 +/- 3.0
5 Tizana the Ocotzotl 2 103.2 +/- 2.26
6 Hierba de Te Milagro 1449.9 +/- 36.81
7 Muestra Mercado Cd Chihuahua 1 449.6 +/- 17.66
8 Muestra Mercado Cd Chihuahua 2 225.8 +/- 4.89
9 Super Crema Milagro 0.047 +/- 0.0015 pg PAs /g de
crema
10 Muestra Mercado Cd Chihuahua 3 15.5 +/- 0.01
11 Extracto Fluido 4245 +/- 63 pug /mL

Tabla 6: Cantidad total de PAs en las diferentes muestras
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Grafica 2 . Comparacion entre las cantidades de senecionina y retrorsina en cada
muestra.

% N-oxido vs % Bases Libres
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Grafica 3. Comparacion entre la cantidad de PAs en forma de N-6xidos y en forma de

bases libres en cada muestra.
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6 Di scusion de Resultados

Al revisar el perfil cromatografico de las muestras analizadas, se observé que
efectivamente era dificil discriminar que picos correspondian a las pirrolizidinas que se
buscaba cuantificar, por lo cual se optd por utilizar el método de coelucion. Este método
consiste en analizar la muestra del crudo alcaloideo por HPLC de la manera tradicional.
Posterior a este analisis, se afiaden a la muestra analizada las sustancias de referencia
en una concentracion conocida, que corresponden a las mismas sustancias que se busca
cuantificar. Por ende, al realizar la cuantificacion con las sustancias de referencia los

picos correspondientes a la sustancia por cuantificar incrementan su area bajo la curva.

Una vez identificadas las pirrolizidinas por medio del método de coelucién se utilizé la
ecuacion de la curva patrén de la tabla 11, para poder determinar las concentraciones de
las pirrolizidinas. Al mismo tiempo mediante el método de coelucién en todos los
cromatogramas se identifico la presencia de un pico con un tiempo de retencién alrededor

de 15 minutos que corresponde al 4-hidroxifenilacetato (Facme).

En el andlisis mediante cromatografia de gases (GC) acoplada a la espectrometria de
masas (EM; figura 11) los tiempos de retencidn para las referencias de senecionina y

retrorsina fueron los siguientes:

14.00 minutos para la senecionina

14.84 minutos para la retrorsina

Por lo que se buscaron todos los picos cercanos a estos intervalos de tiempo y que
produjeran el mismo patrén de fragmentacion observado para las muestras de referencia.
Los espectros de masas indicaron la presencia de los picos en valores de m/z 351, 335y
166 que corresponden a los iones moleculares de la retrorsina, la senecionina y el acetato
de 4-hidroxifenilo en las muestras. El estudio de GC-EM corrobor6 la presencia de estas
moléculas previamente identificados en los cromatogramas de liquidos mediante el

método de coelucién.
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Una vez que se determino la cantidad de pirrolizidinas presentes en cada muestra
(gréfical), fue facil concluir sobre riesgo en el consumo de los remedios herbolarios a
base del complejo de plantas medicinales conocido como té milagro. Como se describi6
en el capitulo de introduccion de esta tesis de acuerdo a las evidencias toxicolégicas se
fijo un criterio de 1 microgramo de PAs como limite para el consumo diario maximo sin la

generacion de efectos toxicos(Bekanntmachung, 1992).

El promedio de pirrolizidinas hepatotoxicas en las muestras analizadas es de 286 ug de
PAs/g de material vegetal. La cantidad de pirrolizidinas presentes en un gramo de las
muestras supera el limite de consumo de PAs para no desarrollar efectos téxicos. En este
estudio, se encuentran muestras que van desde valores minimos de 0.01ug de PAs/g
como la super crema milagro y de 15.48 ug de PAs/g en una muestra comercial de planta
seca proveniente del mercado de la ciudad de Chihuahua, hasta valores maximos de
4245 pg /mL se detectaron en la muestra del extracto fluido, 1440 pg de PAs/g en la
muestra comercial yerba de té milagro, proveniente de Arambula, cd. Chihuahua y 449.65

ug de PAs/g en otra muestra proveniente del mercado de esta ciudad.

Muestras pg PAs /g material vegetal
1 Tisana the Ocotzotl 1 32.2+/- 1.08
2 Te milagro 46.1+/- 1.89
3 Planta en flor de Campo Noritari 207.9 +/- 4.68
4 Planta en flor de Campo Sanchez Bocoyna 334.6 +/- 3.0
5 Tizana the Ocotzotl 2 103.2 +/- 2.26
6 Hierba de Te Milagro 1449.9 +/- 36.81
7 Muestra Mercado Cd Chihuahua 1 449.6 +/- 17.66
3 Muestra Mercado Cd Chihuahua 2 225.8 +/- 4.89
9 Super Crema Milagro 0.047 +/- .0015 pg PAs /g de
crema
10 Muestra Mercado Cd Chihuahua 3 15.5 +/- 0.01
11 Extracto Fluido 4245 +/- 63 pug /mL

Tabla 6: Cantidad total de PAs en las diferentes muestras
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Esta gran desviacion de los datos, que probablemente sea una consecuenca de
variaciones estacionales, geograficas y ontogénica, se acentla inclusive dentro de los
lotes de un mismo producto comercial como el producido en el estado de Querétaro, la
“Tisana the Ocotzotl”. Si se comparan los 2 lotes procesados de este producto, uno
contiene 32 ug de PAs/g y el segundo 103.2 ug de PAs/g de material vegetal seco. Existe
una diferencia significativa entre estas dos muestras. Estas diferencias observadas deriva
de varias cuestiones como pueden ser las condiciones climaticas en donde se desarrolld
la planta, los factores bioticos y abiéticos involucrados, la época del afio en que germind y
se recolectd el material para la elaboracion de los remedios herbolarios. Todos estos
parametros representan un obstaculo para proponer un dato promedio de la cantidad de
PAs presentes en las muestras. Sin embargo, los preparados herbolarios a excepcién de
la super crema milagro rebasan los limites establecidos para evitar la hepatotoxicidad
cronica. Esta crema cumple los estandares mas rigurosos a nivel global en cuanto al
contenido de PAs, que dicta el Departamento de Salud de Alemania, el cual fija una dosis
diaria no mayor a 100 ug de PAs en productos de aplicacién topica (Bekanntmachung,
1992).

Otro punto de analisis es la cantidad de senecionina con respecto a la retrorsina. (grafica
2). En la introduccion se mencion6 que la senecionina es mas téxica que la retrorsina. Al
revisar los resultados, se aprecia una gran variabilidad entre los porcentajes de
senecionina y retrorsina entre cada muestra y por ende no es posible determinar que
compuesto se encuentra presente de forma general. Inclusive en diferentes productos de
un mismo lote como es el caso de la muestra Tisana the Ocotzotl hay una gran

variabilidad entre la relacion retrorsina—senecionina.

Con respecto al cantidad de PAs en forma de N-Oxidos o bases libres (gréfica 3) de forma
general en todas las muestras con excepcion de la del té, hay mayor predominio de N-
oxidos. Aunque si bien los alcaloides en forma de N-Oxidos también son moléculas
toxicas, estas presentan una menor absorcion y, por lo tanto, en una menor
biodisponibilidad de los PAs (Bah; Pereda-Miranda, 2003).
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Por otro lado, haciendo una recapitulacion y analisis de los alcaloides pirrolizidinicos y su
interaccion con el organismo, se puntualiza que la toxicidad y los efectos secundarios de
las pirrolizidinas son extensos; los mecanismos de genotoxicidad van desde una simple
formacion de aductos con el ADN hasta la interferencia en los patrones de transcripcion
de cierto grupo de genes y células, modificando la funcién y expresiéon de receptores 'y en
algunos casos, afectando el funcionamiento del sistema inmunolégico. Las pirrolizidinas
son moléculas que presentan una gran interaccién con rutas bioquimicas, procesos
genéticos e inmunolégicos en el organismo y, de esta forma, se explica su rango de

accion para tratar una gran serie de patologias que no estan relacionadas (Mei, 2007).
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8 Conclusiones

El propdsito de esta tesis fue la cuantificacion del contenido de alcaloides
pirrolizidinicos hepatotéxicos en los remedios herbolarios comercializados bajo el
nombre de té milagro elaborados a partir de las plantas medicinales Packera

candidissima y Packera bellidifolia.

Los resultados obtenidos de esta cuantificacion indicaron que a las
concentraciones encontradas existe un riesgo real en el consumo continuo de los
productos herbolarios en estudio ya que pueden provocar el desarrollo de una

serie de patologias entre las cuales la mas recurrente es la cirrosis hepatica.

Desafortunadamente, las personas no saben del peligro de consumir este remedio
herbolario. Es responsabilidad de la Secretaria de Salud informar a la poblaciéon
sobre este riesgo y a su vez regular la comercializacion de los productos que

contengan pirrolizidinas hepatotéxicas.

Desde un punto de vista practico enfocado a la deteccion de pirrolizidinas
hepatotoxicas en muestras comerciales puede resultar un trabajo laborioso debido
a la gran cantidad de moléculas presentes en las muestras y una baja
concentracion de PAs. En el presente trabajo se observo que la molécula 4-
hidroxifenilacetato de metilo esta presente en todas las muestras que contienen
PAs, por lo que esta molécula puede es un marcador y de esta manera puede

usarse como método de identificacion rapida.

En términos generales del consumo de productos herbolarios, la probabilidad de
que otros productos presenten sustancias que generen una toxicidad cronica es
probable, sin embargo existen pocos remedios herbolarios que generaran la
misma o una mayor toxicidad que las PAs de los productos prepados con el té

milagro.

El conocimiento empirico del uso de las plantas medicinales es un criterio
importante para su evaluar inocuidad, de lo contrario, ya se hubiera levantado

algunas sospechas. Aunque cabe resaltar que debido a los niveles
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socioecondmicos de las personas que consumen este tipo de remedios
herbolarios aunado a la baja calidad del sistema de salud publico que impera en
algunas regiones del pais, parte de esta evidencia toxicolégica en el consumo de

remedios herbolarios puede permanecer oculta.

En el caso particular de la administracion del té milagro como remedio herbolario
para combatir la diabetes y las infecciones bacterianas, entre otras, resulta una
pésima decision teniendo en cuenta el espectro de medicamentos con los que se
cuenta hoy en dia para tratar estos males. Por lo cual los preparados comerciales
con PAs deben ser retirados del mercado limitandose a los productos de
aplicacion topica y que cumplan las normas descritas por las instituciones de salud

correspondientes.

Aunque efectivamente las plantas que presentan algin contenido de pirrolizidinas
representan un peligro para el hombre y algunos otros animales. La estructura
guimica de esta pirrolizidinas asi como su interaccion con los diversos
componentes celulares puede estudiarse profundamente para la sintesis de
nuevas pirrolizidinas con actividades bioldgicas especificas en su accién y que no

presenten toxicidad, para el desarrollo de una serie de nuevos medicamentos.
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