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Resumen

Sphaeralcea angustifolia (Cav.) G. Don (Malvaceae) es una planta que ha sido
ampliamente usada en enfermedades inflamatorias. Los componentes activos con
efectos antiinflamatorios e inmunomoduladores identificados de esta especie fueron
tomentina, escopoletina y acido sphaeralcico (SaTES); los cuales fueron obtenidos
del cultivo de células en suspension de S. angustifolia. Antes de la prueba
farmacocinética, la cromatografia liquida de alto rendimiento para tomentina,
escopoletina y acido sphaeralcico se realiz6 para determinar la exactitud, precision,
linealidad, sensibilidad, especificidad, limites de deteccion y los parametros de
cuantificacion de un intervalo de tiempo, ademas de la eficiencia de la extraccién y la

estabilidad de los compuestos.

El estudio farmacocinético se realiz6 con ratones ICR (albino), los cuales recibieron
una dosis oral o intravenosa (400 mg/kg) de la fraccion activa SaTES estandarizada.
Los resultados de la validacion de los métodos analiticos permitieron la deteccion de
una mezcla de cumarinas y acido sphaeralcico de la fraccion SaTES en plasma; por
lo tanto, se consideraron farmacos con potencial actividad antiartritica porque no se
detectaron productos derivados de su biotransformacién. De acuerdo con los valores
de los criterios de informacion de Akaike (AIC), suma de los cuadrados (SS), criterio
de Schwarz (SC) y el coeficiente de determinacion (R?), la cinética de los

compuestos siguido un modelo de dos compartimentos.
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Para determinar las constantes farmacocinéticas de la eliminacion urinaria y fecal en
ratones de compuestos antiartriticos de la fraccion activa estandarizada (SaTES) de
S. angustifolia, administrada por via oral a 400 mg/kg. Se establecié que la mezcla
de cumarinas (escopoletina y tomentina) fue eliminada por la orina; mientras que el
acido sphaeralcico se eliminé principalmente por via fecal, siguiendo un
comportamiento no compartimental. No se detectaron productos derivados de su
biotransformacién. La informacion proporcionada permitirA el disefio de wun
fitomedicamento de administracion oral, efectivo y seguro, Gtil para el tratamiento de

la artritis reumatoide.

Palabras clave: Farmacocinética, artritis, antiartritico, cumarinas, escopoletina,
tomentina, acido sphaerélcico, inmunomodulador.
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Abstract

Sphaeralcea angustifolia (Cav.) G. Don (Malvaceae) it is a plant has been widely
used in inflammatory diseases. The active components with immunomodulatory
efects identified of this species were tomentin, scopoletin, and sphaeralcic acid
(SaTES); they were obtained from a cell suspension culture of S. angustifolia. Before
of pharmacokinetic assay, high-performance liquid chromatography of tomentin,
scopoletin, and sphaeralcic acid was performed, for determining the accuracy,
precision linearity, sensibility, specificity, detection limits, and quantification time-

range parameters in addition to extraction efficiency and stability of the compounds.

The pharmacokinetic assay was performed with ICR (albino) mice, which received an
oral or an intravenous dose (400 mg/kg) of the standardized SaTES active fraction.
The results of the validated analytical methods allowed for detection of a coumarin
mixture and sphaeralcic acid from SaTES fraction in plasma; therefore, they are
considered drugs with potential antiarthritic activity because no products derived from
their biotransformation were detected. According to the values of Akaike Information
Criteria (AIC), sum of squares (SS), Schwarz Criteria (SC), and determination

coefficient (R?), the compounds kinetics followed a two-compartment model.

For determine the pharmacokinetic constants of the urinary and fecal elimination in
mice of antiarthritic compounds from standardized active fraction (SaTES) of S.
angustifolia, orally administered to 400 mg/kg. It was established that the coumarin

mixture (scopoletin and tomentin) were eliminated by the urine; while, sphaeralcic
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acid was mainly eliminated by fecal path, following both a non-compartmental
behavior. No products derived from their biotransformation were detected. The
information provided will allow the design of a phytomedicine for oral administration,
effective and safe, useful for the treatment of rheumatoid arthritis.

Keywords: Pharmacokynetic, arthritis, antiarthritic, coumarins, scopoletin; tomentin;
sphaeralcic acid; immunomodulatory.
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I. Introduccién

.1 Enfermedades reumaticas

Las enfermedades reumaticas comprenden cerca de 200 padecimientos de origen
inflamatorio que afectan al sistema musculo-esquelético (articulaciones, huesos,
musculos, tendones y ligamentos). Los sintomas y signos clinicos de mayor
frecuencia son dolor, rigidez, disminucién de la movilidad articular y, como resultado,
diferentes grados de discapacidad fisica (Marini et al., 2004; Mould-Quevedo et al.,
2008; Rodriguez-Amado et al., 2011).

La importancia en salud publica de este conjunto de enfermedades radica en su
elevada incidencia y prevalencia en la poblacion en general, ademéas de la co-
morbilidad asociada a la discapacidad fisica (Barrera-Cruz et al., 2009; Rodriguez-
Amado et al., 2011).

En México, las enfermedades reuméaticas en general no aumentan la mortalidad a
corto plazo, por lo tanto, no se consideran una prioridad de salud, pero debido a su
influencia en la calidad de vida e impacto socio-econdmico las convierte en un
problema de salud publica. Los costos directos e indirectos implicados en estos
trastornos son la principal causa de incapacidad permanente por enfermedad entre
los afiliados al Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), comprenden casi el 7 %
de las consultas con el médico familiar en esta institucion (Secretaria de Salud 2010;
Rodriguez-Amado et al., 2011).

El Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado
(ISSSTE) cita que existen mas de 1.5 millones de personas que padecen algun tipo

de enfermedad reumatica, entre los cuales la artritis reumatoide es una de las de



mayor prevalencia. La artritis reumatoide afecta del 0.2 al 2 % de la poblacion
mundial, principalmente al grupo con mayor capacidad laboral o productiva dentro de
la sociedad (Barrera-Cruz et al., 2009). Ademas, el 25 % de la poblacion adulta sufre
alguna forma de artrosis, porcentaje que se incrementa considerablemente en las

personas mayores de 65 afios y principalmente en mujeres (ISSSTE, 2012).

[.2 Artritis reumatoide

La artritis reumatoide es una afeccion autoinmune, sistémica, crénica y degenerativa
cuyo tejido blanco es la membrana sinovial que envuelve a las articulaciones. Esta
afeccién conduce eventualmente a una poliartritis inflamatoria caracterizada por un
patron simétrico de articulaciones afectadas (Delgado-Vega, 2006; Neugebauer et
al., 2007).

Los sintomas mas frecuentes son el dolor articular cronico, la inflamacion articular,
eritema (enrojecimiento), rigidez matutina o tras el reposo de las articulaciones,
fatiga, cansancio, adinamia (disminucion del movimiento), astenia (fatiga muscular),
tanto fisica como cognitiva, malestar general o fiebre, contracturas musculares,
parestesias y disestesias alrededor de las articulaciones, pérdida de la funcién de
una o varias articulaciones y limitacion de la movilidad (Mould-Quevedo et al., 2008).

La membrana sinovial, es relativamente carente de células formada por 2 o 3
estratos de sinoviocitos, sostenidos sobre una fina red de tejido de colageno, donde
llegan numerosos vasos sanguineos Yy linfaticos, asi como terminaciones nerviosas.
El sinovio es responsable del proceso inflamatorio y sus diferentes manifestaciones

clinicas (Delgado-Vega, 2006; Larrarte et al., 2007).



En la artritis reumatoide, la inflamacion induce la liberacion de mediadores
endogenos, que favorecen a su vez, el flujo de moléculas y de células del sistema
inmune que interactian en red para estimularla o inhibirla. Las sustancias quimicas
mediadoras de la inflamacion son producidas por las células que intervienen en el
proceso, o son activadas a partir de moléculas presentes en el plasma, entre las que
se encuentran las citocinas (Larrarte et al., 2007; Juarez-Ciriaco et al., 2008).

Las citocinas son producidas por los linfocitos y los macréfagos durante la respuesta
inmunitaria a la inflamacién, como son las interleucinas (IL) de la 1 a la 18,
interferones (IFN) o y B, factor de necrosis tumoral (FNT) o y B, factores estimulantes
de colonias de monocitos y granulocitos (FEC-GM), factor de crecimiento derivado de
plaquetas (FCDP), factor de crecimiento epidérmico (FCE) y factor de crecimiento de
fibroblastos (FCF). Muchos de los efectos de estas citocinas aumentan la actividad
de los polimorfonucleares de macréfagos y la expresion de moléculas de
histocompatibilidad. Provocan fiebre y liberacion de proteinas que forman parte de
las moléculas que participan en la inflamacion, e inducen la expresion de receptores
y moléculas de adhesién, asi como la proliferacion de células endoteliales y
fibroblastos (Larrarte et al., 2007).

En este sentido, los linfocitos T colaboradores, cooperadores o también conocidos
como efectores (Th), participan en maximizar la capacidad del sistema inmune, como
la activacion de otras células inmunitarias y de manera importante son mediadores
de la respuesta inmune-adaptativa. Los Th maduros, expresan la proteina de

superficie CD4, por lo que son llamadas células T CD4" (Mclnnes & Schett, 2007).



Los linfocitos T CD4", las células B y los macréfagos se infiltran en el sinovio y
pueden organizarse en discretos agregados linfoides con centros germinales. La
hiperplasia resulta en un incremento de sinoviocitos semejantes a los macrofagos y
semejantes a los fibroblastos (Firestein, 2003). Los fibroblastos, osteoclastos y
condrocitos son estimulados por citocinas proinflamatorias , y como resultado
producen localmente enzimas como las metaloproteinasas (enzimas proteoliticas
gue causan la destruccion Osea y cartilaginosa), proteasas de serina y agrecanasas
(enzimas proteoliticas que actian sobre proteoglicanos, como los agrecanos que son
componentes del cartilago), llevando asi a la destruccion de las estructuras
articulares (Firestein, 2003).

Las citocinas derivadas de macréfagos y fibroblastos detectadas en el sinovio, son
las interleucinas IL-1, IL-6, IL-15, IL-18, FNT-a, el Factor estimulante de colonias de
macréfagos y granulocitos (FEC-GM) (Firestein, 2003; Mclnnes & Schett, 2007). Las
citocinas IL-1B, FNT-a, e IL-6 son los principales mediadores de la progresion de la
respuesta inflamatoria. Una vez localizado el foco de dafio, la liberacién de estas
citocinas proinflamatorias cesa y comienza la produccién y liberacion de citocinas
antiinflamatorias como la IL-4 y la IL-10, las que a su vez desactivan a las células
efectoras (Mclnnes & Schett 2007; Juarez-Ciriaco et al., 2008).

En la artritis reumatoide, la generacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) y
nitrogeno (ERN) son mediadores de dafio debido a que constituyen un riesgo para
las células y las biomoléculas, como son los acidos nucleicos, las proteinas,

polisacaridos y lipidos. La sobreproduccion de radicales libres, por los neutrdéfilos y



los monocitos contribuyen a la degradacion de la matriz extracelular del cartilago e
inhiben la sintesis de proteoglicanos y acido hialurénico, dafiando a la membrana
celular, ademas de inducir la apoptosis de los sinoviocitos (Jang & Murrell, 1998;
Wang et al., 2002).

Las células polimorfonucleares inflamatorias, ingieren complejos inmunes que dan
como resultado la produccion de radicales libres y especies reactivas de oxigeno
(ERO), a través de la via del sistema NADPH oxidasa, conocido como “estallido
respiratorio”. Muchas de estas células inflamatorias generan cantidades de o6xido
nitrico (NO), un radical libre, en respuesta a la presencia de las citocinas
proinflamatorias. El resultado del dafio oxidante en las articulaciones, son los
productos de la oxidacion de lipidos como el malonildialdehido y de la oxidacion de
proteinas produciendo proteinas carboniladas, cuyas altas concentraciones son

evidencia de dafio tisular (Jang & Murrell, 1998; Bhowmick et al., 2008).

.2.1 Tratamiento de la artritis reumatoide

Los pacientes con artritis reumatoide pueden recibir un manejo farmacoldgico y un no
farmacolégico. El tratamiento farmacol6gico debe ser lo suficientemente agresivo
para inducir la remisibn de la enfermedad y consiste en antiinflamatorios,
corticoides e inmunosupresores, agentes biolégicos, entre otros, dependiendo de la
cronicidad y severidad del cuadro. EI manejo no farmacolégico consiste en: educar al
paciente y a la familia, apoyo psicolégico, social y laboral (adecuacion, reubicacion,
rehabilitacion ocupacional, entre otros), medicina fisica y rehabilitacion (medios

fisicos y ortésicos), (Ministerio de Salud, 2016).



[.2.2 Tratamiento farmacoldgico de la artritis reumatoide

El manejo farmacolégico para la artritis reumatoide consiste en inducir la remision
completa de la enfermedad o alternativamente conseguir la minima actividad
inflamatoria posible. Dependiendo de la gravedad del cuadro se administran
analgésicos, antiinflamatorios no esteroideos (AINE), glucocorticoides e
inmunosupresores, entre otros. Los AINE son farmacos antiinflamatorios,
analgésicos, y antipiréticos. Los corticoides orales son efectivos para el manejo de la
inflamacion articular e inhiben la progresion radiolégica; ademas deben ser usados
en la menor dosis posible y por el menor tiempo permitido (Bao & Dai, 2011;
Ministerio de Salud, 2016).

[.2.3 Farmacos antirreuméticos modificadores de la enfermedad (FARME) no
bioldgicos

Estas sustancias son capaces de prevenir o reducir el dafio articular y de esa manera
preservar al maximo la articulacion y su funcion. Ejemplo de FARME no-biol6gicos
incluyen el Metrotexato, que por sus caracteristicas de eficacia razonable y bajo
costo, es el farmaco de eleccion para iniciar el tratamiento. Este posee actividad
antiproliferativa e inmunosupresora por inhibir competitivamente a la enzima clave en
el metabolismo del &cido félico Dihidrofolato reductasa (DHFR), regula la cantidad de
folato intracelular disponible para la sintesis de proteinas y acidos nucleicos

(Ministerio de Salud, 2016).



[.2.4 Farmacos antirreumaticos modificadores de enfermedad (FARME)
bioldgicos

El uso de los agentes biolégicos (FARME bioldgicos) requiere la aprobacion de la
Junta Médica Reumatoldgica y se debe contar con una sala especial de aplicacién de
medicamentos o alternativamente servicio de hospitalizacion. Los agentes biologicos
recomendados son: etanercept, infliximab, rituximab. Infliximab es una proteina que
se une de forma especifica al FNT-a, lo bloquea e inhibe de esta forma los
mecanismos bioquimicos que provocan la respuesta inflamatoria. (Tak & Kalden,
2011; Ministerio de Salud, 2016).

Otros FARME-biologicos utilizados en el tratamiento de la inflamacion articular son
aguellos que bloquean selectivamente a las interleucinas (IL) proinflamatorias FNT-a,

IL-1, IL-6 e IL-1B (Tak & Kalden, 2011).

[.2.5 Inhibidores del factor de necrosis tumoral o (Anti-FNT-a)

Los inhibidores del FNT-a se utilizan asociados a Metotrexato (siempre que éste no
esté contraindicado). Los inhibidores FNT-a reducen los sintomas e inhiben la

progresion del dafio estructural. (Tak & Kalden, 2011 y Ministerio de Salud, 2016).

[.2.6 Inhibidores de anti-CD20, de IL-6 y de la sefializacion de células T

Rituximab es un anticuerpo monoclonal anti-CD20 que en combinacion con
Metotrexato inhibe la progresion del dafio estructural en las articulaciones (Mclnnes
& Schett 2007; Tak & Kalden, 2011; Ministerio de Salud, 2016).

Otros agentes biologicos para el tratamiento de artritis reumatoide son Abatacept, el

cual inhibe sefiales co-estimulatorias que previenen la activacion de células T e



inhibe el dafio estructural. Otro agente biologico es Tocilizumab un anticuerpo anti-IL

6 utilizado como monoterapia 0 en combinacién con Metotrexato (Mclnnes & Schett

2007; Tak & Kalden, 2011; Ministerio de Salud, 2016).

Il. Antecedentes

II.1 Sphaeralcea angustifolia (Cav.) G. Don

La especie Sphaeralcea angustifolia (Cav.) G. Don. (Malvacea), crece en forma
natural en climas templados, semi-secos y secos, entre los 1890 y los 3900 msnm.
Se ha encontrado en orillas de caminos, areas de disturbio, campos de cultivos
abandonados y areas urbanas. Esta planta es comunmente conocida como “yerba

del negro”, “vara de San José”, “hierba del golpe”, “cardon”, “malvon” o “tlixihuitl”

en la lengua ndhuatl (Figura 1) (Argueta et al., 1994).

Figura 1. Fotografia de la especie Sphaeralcea angustifolia (Cav.) G. Don. 1a)
planta obtenida por micropropagacion en el CIBIS-IMSS, 1b) acercamiento de la

flor.

El género Sphaeralceae contiene alrededor de 40 especies que se encuentran
principalmente en el oeste de América del Norte, con mas del 50 % de ellas

distribuidas en México en los Estados de Aguascalientes, Chihuahua, Coahuila,



Distrito Federal, Durango, Guanajuato, Hidalgo, Jalisco, Estado de México,
Michoacan, Nuevo Leodn, Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas,

Tlaxcala, Veracruz y Zacatecas (Argueta et al., 1994).

[1.1.1 Usos medicinales Sphaeralcea angustifolia

Sphaeralcea angustifolia (S. angustifolia) se utiliza principalmente en afecciones que
involucran un proceso inflamatorio: golpes, torceduras o quebraduras y heridas. En
estos casos, es comun la aplicacion tépica de la planta machacada con unas gotitas
de aceite cubriendo la zona afectada con un lienzo. También se menciona el uso de
la raiz masticada para mitigar el dolor de las encias, afirmar los dientes y expeler la

mucosidad, o en polvo para quitar las ronchas (Argueta et al., 1994).

[I.2 Farmacologia y quimica

El extracto cloroformo-diclorometano de partes aéreas de S. angustifolia inhibio el
desarrollo del edema subplantar (79%) inducido con A-carragenina en ratas via i.p. a
400 mg/kg (Meckes et al., 2004).

En el modelo de inflamacién cronica inducida con el ACF (adyuvante completo de
Freund) por 12 dias, la administracion intraperitoneal (i.p.) del extracto (100
mg/kg/dia) inhibi6 de manera sostenida y significativa (62.6 %) la formacién del
edema en la pata de la rata. Asimismo, en el modelo de edema auricular en raton
inducido con TPA (12 -O-tetradecanoilforbol-13-acetato por 5 dias), la aplicacion
topica del extracto redujo en un 51 % el edema auricular, a las 3 horas; ademas, el
extracto ejercio un efecto protector al disminuir la irritacion producida por TPA en la

oreja del ratén. (Garcia-Rodriguez et al., 2012).



Como etapa siguiente en el estudio de S. angustifolia, se llevé a cabo el
fraccionamiento quimico del extracto CH,Cl, de las partes aéreas. Con base en los
compuestos identificados, se atribuyo el efecto antiinflamatorio de dicho extracto de
manera prioritaria al contenido de escopoletina, asi como a otros constituyentes (p-
sitosterol, estigmasterol, o y B amirinas y el acido trans-cindmico) citados con
actividad antiinflamatoria (Garcia-Rodriguez et al., 2012). EI monoterpeno loliolido
fue aislado del extracto metandlico de las partes aéreas de la planta (Osti-Castillo et
al., 2010).

En el modelo agudo del edema auricular, el efecto antiinflamatorio que presento el
extracto fue dosis dependiente con una dosis efectiva media (DEsg) de 640 ug/oreja),
la escopoletina aislada tuvo un efecto similar (DEsy = 660 pg/oreja), el p-sitosterol fue
significativamente menos activo (DEsg = 1,610 pg/oreja) que el extracto y la
escopoletina (Garcia-Rodriguez et al., 2012).

Posteriormente, se menciond un avance en el conocimiento sobre los posibles
mecanismos involucrados en la actividad antiinflamatoria de la planta, evaluando el
efecto del extracto CH,Cl,, sobre la expresion de citocinas pro y antiinflamatorias en
el modelo de artritis experimental en ratas inducida con ACF. Los resultados en
estos estudios demostraron que el extracto redujo los niveles séricos de las
interleucinas proinflamatorias IL-13 e IL-6; de la misma forma, disminuyeron los
niveles de FNT-a en el liquido sinovial (Juarez-Ciriaco et al., 2008).

Conjuntamente, se observd un incremento en la produccion de la citocina

antiinflamatoria IL-10. En este mismo estudio, se determind que la aplicacion topica
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del extracto CH,CI, de partes aéreas de la planta mezclado en vaselina en dosis de
100 6 280 mg/parche sobre el dorso rasurado de conejos, no produce eritema o
edema a las 24 y 72 horas después de su aplicacion (Juarez-Ciriaco et al., 2008).

La toxicidad aguda del extracto CH,Cl, también fue evaluada en ratones y en ratas
por administracion via i.p. empleando el procedimiento de Lorke. La dosis letal media
(LDso) fue de 350 mg/kg en ratas y de 2.150 g/kg en ratones; ademas, no hubo
cambios hematoldgicos y bioquimicos, y no se observaron cambios histopatolégicos
en el higado, rifidn, pulmon y corazén (Garcia-Rodriguez et al., 2012).

El extracto CH,CIl,:CH3OH de cultivos celulares de S. angustifolia, en el modelo de
artritis experimental a dosis de 100 mg/kg al dia 9 inhibié el edema articular un 72.19
%. Ademas mostré un efecto inmunomodulador en la concentracion de citocinas
proinflamatorias (IL-1p y FNT-a) disminuyendo los niveles de éstas en un 71.93% y
60.98% respectivamente e incrementando los niveles de la citocina antiinflamatoria
IL-10 en un 59.61 % en las articulaciones (Serrano-Roméan, 2015; Nicasio-Torres et
al., 2017).

La administracion del extracto CH,Cl,:CH30H no modificd el efecto inducido por
Caolin/Carragenina, sobre el tamafio del bazo, éste es estadisticamente similar al de
los del grupo control negativo. No obstante, los niveles locales de las citocinas se
modulé favorablemente, al disminuir la concentracibn de las citocinas
proinflamatorias FNT-a e IL-1f3 e incrementar los niveles de las antiinflamatorias la IL-
10 y la IL-4 alcanzaron niveles estadisticamente superiores a los del grupo control de

dafio (Serrano-Roman, 2015; Nicasio-Torres et al., 2017).
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11.3 Evaluacién clinica del fitofarmaco

Los estudios realizados sobre la especie S. angustifolia constituyeron la plataforma
cientifica basica para generar un fitomedicamento que fue evaluado clinicamente.
Para tal propdsito, se desarrollé un gel con el extracto CH,Cl, de partes aéreas de S.
angustifolia al 1 % y se evaluo el efecto terapéutico y la tolerabilidad en pacientes
con osteoartritis administrado topicamente en las manos durante 4 semanas, el
grupo experimental 55 y 58 pacientes del grupo control. La eficacia del gel fue del
(89%) similar al del diclofenaco al 2 % (91.3 %), redujo los sintomas principales de la
osteoartritis como el dolor, inflamacién y la rigidez de las articulaciones lo que

favorecié la apertura y cierre de las manos (Romero-Cerecero et al., 2013).

II.4 Estudios Biotecnoldgicos

La Secretaria de Medio Ambiente y Recursos Naturales (SEMARNAT) en la Norma
Oficial Mexicana numero NOM-059-ECOL-2001, establece que S. angustifolia se
encuentra en peligro de desaparecer, por lo que su recoleccion ha sido restringida.
Esto genero la busqueda de una alternativa, como es la Biotecnologia, para resolver
el problema, tanto para la regeneracion de la especie como para la produccion de los

compuestos activos (Nicasio-Torres et al., 2016).

Para tal proposito, se establecieron lineas de cultivo de tejido desdiferenciado (callo)
utilizando explantes de hoja. Posteriormente, se plante6 el manejo de cultivo de
células en suspension como una estrategia que ofrece un gran potencial para la
produccion de escopoletina, metabolito citado como antiinflamatoria en la planta

silvestre. Con la finalidad de estimular la produccion de esta cumarina en las
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suspensiones celulares, se modifico el balance de los nutrientes carbono:nitrégeno al
reducir el contenido de nitrato en el medio de cultivo; estas condiciones promovieron
la produccion de otros compuestos no detectados en la planta. Los compuestos
aislados y purificados (Figura 2) fueron acido sphaeralcico (97% pureza) y una

cumarina conocida como tomentina (88% pureza), (Pérez-Herndndez et al., 2014).

La actividad antiinflamatoria del extracto CH,Cl,:CH3OH (100 mg/kg) de biomasa y
ambos compuestos (45 mg/kg via i.p.) se determind en los modelos de edema
plantar inducido con A-carragenina en ratones y en el modelo de edema auricular
inducido por TPA. En el modelo de edema plantar el extracto CH,Cl,:CH3;OH inhibe
la inflamacién 24 % a las 3 h y el modelo de edema auricular inhibe la inflamacién un

78 % a una dosis de 2 mg por oreja (Pérez-Hernandez et al., 2014).

El acido sphaeralcico y la tomentina presentaron una actividad similar a la
indometacina (medicamento antiinflamatorio) en la inhibicibn del edema plantar
empleando la misma dosis. En cambio, en el modelo de edema auricular (1 mg por
oreja) el acido sphaerélcico fue mas activo que la tomentina y los farmacos
antiinflamatorios (indometacina y naproxeno) presenté un efecto dosis dependiente

con una DEsg = 0.54 mg/oreja (Pérez-Hernandez et al., 2014).

Con base en su estructura quimica y ruta de biosintesis, la escopoletina, tomentina y
el acido sphaeralcico se encuentran clasificados en el grupo quimico de los

compuestos fendlicos, los dos primeros son una cumarina y el tercero un derivado
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naftoico, diversos compuestos de estos han sido mencionados con actividad

antiinflamatoria (Figura 2).

OH i)
OH
HyCO
OH
H,C0 HaCO
\\\H
H.C
HO ) HaCO 0 0 HC CHs
Escopoletina Tomentina Acido sphaeralcico

Figura 2. Estructuras quimicas de los compuestos con actividad antiinflamatoria
aislados del cultivo de células en suspension de la especie Sphaeralcea angustifolia
(Cav.) G. Don

El extracto CH,Cl,:CH30OH de cultivos celulares de S. angustifolia, en el modelo de
artritis experimental a dosis de 100 mg/kg, al dia 9 de tratamiento, inhibié el edema
articular; ademés, mostré un efecto inmunomodulador al disminuir la produccion de
citocinas proinflamatorias (IL-18 y FNT-a) e incrementando los niveles de la citocina

antiinflamatoria IL-10 (Serrano-Roman, 2015; Nicasio-Torres et al., 2017).

La administracion del extracto CH,Cl,:CH3OH no modificé el efecto inducido por
Caolin/Carragenina, sobre el tamafio del bazo, éste es estadisticamente similar al de
los del grupo control negativo. No obstante, los niveles de citocinas en este 6érgano
se modularon favorablemente, al disminuir la concentracion de las citocinas
proinflamatorias FNT-a e IL-13 e incrementar los niveles de las antiinflamatorias; la
IL-10 y la IL-4 alcanzaron niveles estadisticamente superiores a los del grupo

(ratones sanos) control de dafio (Serrano-Roman, 2015; Nicasio-Torres et al., 2017).
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Al extracto CH,Cl,:CH3OH de cultivos celulares reducido en nitratos de S.
angustifolia se le realizé un estudio de toxicidad aguda por clases, midiendo los
paradmetros conductuales con base a la prueba de Irwin, el extracto fue seguro hasta
la dosis de 2.00 g/kg al no inducir efectos toxicos ni causar la muerte (Serrano-

Roman, 2015).

I1.5 Actividad antiartritica de la escopoletina, tomentina y acido sphaeralcico

La actividad antiartritica de la escopoletina fue evaluada en un modelo de artritis en
ratas inducida con el ACF. Los resultados revelan que las ratas tratadas con la
escopoletina aumentaron de peso y el indice de inflamacion articular disminuyé de
manera dosis-dependiente. Las ratas tratadas con dosis altas de escopoletina (100
mg/kg), mostraron una arquitectura histoldgica casi normal en las articulaciones y
redujeron la formacion de los vasos sanguineos en el tejido sinovial. Ademas, la
escopoletina fue capaz de regular la sobreproduccion de importantes inductores
angiogénicos enddgenos como la expresion del factor de crecimiento endotelial
vascular (FCEV), el Factor de crecimiento de fibroblastos (FCF), IL-6 en el tejido

sinovial en las ratas con artritis inducida (Pan et al., 2010).

Tomentina y acido sphaeralcico también se evaluaron en un modelo de artritis
experimental administrando intrarticularmente caolin/A-carragenina, el efecto
antiinflamatorio de la administracion oral de ambos compuestos resultdé dosis-
dependiente tomentina (DEsy=10.32 mg/kg/dia; Nicasio-Torres et al., 2017) y acido
sphaerélcico (DEsp=7.8 mg/Kg/dia); enfatizando que en el ultimo dia del ensayo (dia

9) con la dosis de 20 mg/Kg/dia de &cido sphaeralcico revirtié totalmente el edema.
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Los ratones tratados con tomentina y acido sphaeralcico recuperan el peso perdido a
causa del dafio generado con caolin/A-carragenina. Ademas, la administracion oral
de los compuestos evita el desarrollo de una esplenomegalia en el bazo causada por
la administracion de caolin/A-carragenina (Serrano-Roman, 2015; Nicasio-Torres et
al., 2017). En este mismo modelo, la administracién oral de acido sphaeralcico y/o
tomentina mostré un efecto inmunomodulador sobre los niveles de las citocinas, en
las articulaciones y en el bazo de ratones, sobre los niveles de las citocinas
proinflamatorias (FNT-a e IL-1B) y los niveles de las antiinflamatorias (IL-4 e 1L-10)

(Serrano-Roman, 2015; Nicasio-Torres et al., 2017).

II.6 Farmacocinética

La farmacocinética es la rama de la farmacologia que se ocupa del estudio de los
procesos que determinan la concentracién de un farmaco en el organismo (Aguilera,
2008; Molt6-Marhuenda, 2008). La farmacocinética se define como el estudio de los
procesos de absorcion, distribucion, metabolismo o eliminacién del farmaco (ADME).

La farmacocinética se basa en el estudio mateméatico de los procesos que permiten
cuantificar y definir las velocidades de absorcién (constante de absorcién), su
cantidad (biodisponibilidad), la eliminacion (constante de eliminacion, vida media,
aclaramiento), el volumen en que se distribuye el farmaco (volumen de distribucion) o
la cantidad total de farmaco (Area bajo la curva) presente en el organismo (Molto-
Marhuenda, 2008). El estudio proporciona datos de dosis y periodicidad de la
administracion de los farmacos para alcanzar en los sitios blancos, la concentracion

adecuada para un efecto farmacoldgico determinado (Hinderliter & Saghir, 2014).
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11.6.1 Absorcién

La absorcion es el proceso mediante el cual un farmaco se desplaza desde su sitio
de aplicacion al torrente sanguineo. Este proceso se presenta en todas las formas de
administracion de los farmacos. Cuando un farmaco se administra via oral para llegar
a la sangre debe absorberse desde el tracto gastrointestinal. En la administracion
intravenosa, el farmaco se administra directamente en la sangre y por lo tanto esta
via tiene varias propiedades farmacocinéticas especiales (Philip-Rowe, 2012).
Aplicacion tépica: el farmaco se aplica directamente al sitio de accion previsto y la
absorcion en el torrente sanguineo es innecesaria. Sin embargo, también es
importante recordar que, si bien la absorcion no puede ser premeditada, en muchos
casos se presenta y el farmaco puede tener efectos en todo el cuerpo (Philip-Rowe,
2012).

Se podria pensar que no se requiere la etapa de absorcién cuando un farmaco es
administrado por inyeccion intramuscular o subcutdnea debido a que el farmaco se
ha depositado en el cuerpo, debe considerarse la etapa de absorcion desde el

musculo o debajo de la piel a la sangre (Philip-Rowe, 2012).

La absorcion de un farmaco se lleva a cabo a través de las membranas biol6gicas
(Figura 3). EI mecanismo mas comun es la difusion pasiva, para que este proceso se
produzca de manera eficiente el farmaco requiere solubilidad acuosa vy lipidica. Otra
forma de absorcion es la difusion facilitada o transporte activo, a través de una
proteina transportadora que se une a la molécula del farmaco y lo transporta a través

de la membrana. En ambos tipos de difusion, se requiere un gradiente de
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concentracion para su trasferencia. Por el contrario a la difusion pasiva, el transporte
activo requiere energia para bombear el farmaco en una direccion definida. Las
moléculas transportadoras que realizan la difusion facilitada son muy selectivas, soélo

se uniran y transportaran grupos de moléculas bien definidos (Philip-Rowe, 2012).

Transporte activo Transporte pasivo

b

Difusidn facilitada Difusién pasiva

°o%,

Figura 3. Tipos de transporte celular (http://refuerzabiologia.blogspot.mx)

Cuando un farmaco liposoluble entra en la célula epitelial por difusion pasiva, la
glicoproteina-P del revestimiento epitelial se une al farmaco y lo expulsa de nuevo al
contenido del intestino, inhibiendo asi su absorcién. De esta manera, las moléculas
liposolubles que se esperaria que fueran facilmente absorbidas, podrian ser tomadas
de manera mucho menos eficiente (Philip-Rowe, 2012).

[1.6.2 La distribucion

La distribucién se refiere al movimiento del farmaco entre la sangre y los diversos

tejidos del cuerpo (Figura 4). Se asume que la transferencia de un farmaco de un
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tejido a otro se produce exclusivamente a través de la sangre; por lo tanto, si el
farmaco se transfiere del musculo al higado, lo hara pasando del musculo al torrente
sanguineo, la sangre viaja al higado y descarga el farmaco en ese oOrgano. En
ocasiones hay excepciones, por ejemplo, los farmacos lipidicos administrados via

oral pueden ser absorbidos directamente en el sistema linfatico (Philip-Rowe, 2012).

Rinones

Musculo

Figura 4. Proceso de distribucion de un farmaco (modificado de Philip-Rowe, 2012)

[1.6.3 La eliminacion

Es el término general referente a la eliminacién del farmaco del cuerpo por cualquier
de los dos mecanismo excrecion y/o metabolismo (Philip-Rowe, 2012). Excrecion:
Es la simple eliminacion de la molécula intacta del farmaco del cuerpo.
Metabolismo: Es el proceso por el cual el farmaco es modificado quimicamente y los

metabolitos generados se eliminan en la orina o en la bilis.
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[1.6.3.1 La eliminacién renal y biliar

La eliminacién de un compuesto es una de las fases mas importantes de los analisis
farmacocinéticos, define el comportamiento de la concentracion de compuestos
activos en el plasma con respecto al tiempo (Haberer, 2016). El poder identificar los
compuestos activos ya sea en heces u orina ayuda a saber como estos se absorben

y cual es su via de eliminacion preferente.

La mayor parte de la excrecion de los farmacos se lleva a cabo mediante excrecion
renal. Aproximadamente un quinto del plasma que llega a los glomérulos es filtrado
a través de los poros del endotelio glomerular, casi toda el agua y gran parte de los
electrolitos son reabsorbidos de forma pasiva y activa hacia el torrente circulatorio
en los tdbulos renales. Sin embargo, los compuestos polares, entre los que se
encuentran la mayoria de los metabolitos de los farmacos, no pueden difundir de
nuevo hacia la sangre y son excretados, a no ser gque existan mecanismos

especificos de transporte para su absorcion (Aleixandre & Puerro, 2010).

El manejo renal de los farmacos se rige por los principios del paso transmembrana.
Los que se encuentran unidos a proteinas plasmaticas permanecen en el torrente
circulatorio; el filtrado glomerular sélo contiene farmaco libre. Las formas no
ionizadas de los farmacos y de sus metabolitos tienden a ser reabsorbidas con
facilidad a partir de los liquidos tubulares. La cantidad final de la mezcla de
cumarinas excretadas en la orina es el resultado de la filtracion glomerular y la

secrecion tubular, menos reabsorcion tubular (Aleixandre & Puerro, 2010).
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El cuerpo elimina los farmacos a través de las heces de tres maneras diferentes: la
primera es a través de la excrecion biliar relacionada con los procesos de
biotransformacion de sustancias y productos de biotransformacion (Flérez-Beledo et
al., 2013); La segunda modalidad de eliminacion fecal es a través de la circulacion
enterohepatica. En este proceso, durante el transito intestinal el compuesto se
absorbe pasivamente en el intestino, a favor de un gradiente de concentracion. De
esta manera, el compuesto activo puede detectarse en el torrente sanguineo y
eventualmente transportarse al higado, en principio mediante circulacion sistémica o
un proceso de circulacion hepatica completo. De esta manera, la disposicion final del
compuesto es mediante la eliminacion activa en la luz intestinal a través de la bilis o
el epitelio intestinal. La diferencia de tiempo entre el proceso de absorcion intestinal y
la disposicion final corresponde al tiempo de residencia, que retrasa la caida de las
concentraciones plasmaticas y prolonga la duracion del efecto. La tercera forma es a
través de la excrecion intestinal, el compuesto pasa directamente a través del tracto
gastrointestinal y sin ninguna alteracion se eliminaria en las heces (Florez-Beledo et

al., 2013).

11.6.4 Modelos compartimentales

La naturaleza y evolucién en el tiempo del efecto de un farmaco son procesos
complejos, utiles para identificar los factores que caracterizan el comportamiento del
farmaco. Se necesita la representacion mediante modelos (basadas en ecuaciones
gue contienen variables y parametros) que permiten describir como se distribuye un

compuesto en un compartimiento (Aguilera, 2008; Philip-Rowe, 2012).
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11.6.5 Modelo monocompartimental

Es el modelo mas sencillo, tras la administracion, el farmaco se comporta como si se
“disolviera” en un compartimento unico (Figura 5), donde el organismo representa
una sola unidad homogénea (Aguilera, 2008; Philip-Rowe, 2012; Hinderliter & Saghir,
2014). Este modelo es particularmente importante para el analisis de la
concentracion de sustancias en la sangre, plasma o suero. Al asumir que el
organismo se comporta como un compartimiento, no significa necesariamente que en
todos los tejidos se alcanza la misma concentracion a un tiempo. Sin embargo, el
modelo monocompartimental define que cualquier cambio que ocurre en la
concentracion plasmatica refleja cambios en los niveles del farmaco en los tejidos
(Philip-Rowe, 2012; Hinderliter & Saghir, 2014).

Para utilizar un modelo monocompartimental es necesario que la eliminacién del
farmaco del organismo ocurra en una modalidad de primer orden, esto es, la
constante de la velocidad de eliminaciéon del farmaco en cualquier momento es
proporcional a la cantidad del farmaco en el organismo. La constante de
proporcionalidad entre la tasa de eliminacion y la cantidad del farmaco es una
constate de velocidad de eliminacion de primer orden la cual tiene unidades del

inverso de la unidad de tiempo (min™, hr') (Hinderliter & Saghir, 2014).

Dosis K e Ko
a
mg o mg/kg Com%ar:::rglentoj ::>

Figura 5. Representacion del modelo monocompartimental
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El organismo obviamente no es homogéneo a pesar de que la concentracion
plasmatica y la excrecion urinaria represente a un modelo monocompartimental. La
concentracion de farmaco difiere en higado, rifién, corazon, pulmén, articulaciones y
cerebro, entre otros tejidos, respecto a la plasméatica. La fijacion de la sustancia
activa a los diferentes tejidos es independiente de la concentracion del farmaco,
entonces la proporcion de la concentracion de la droga en los diferentes tejidos y la

concentracion en el fluido es constante (Gibaldi y Terrier, 1982).

11.6.6 Modelo bicompartimental

Los compartimientos en este modelo se denominan central y periférico (Figura 6). El
compartimiento plasmatico representa al central y el sitio blanco del efecto
farmacoldgico corresponde al compartimiento periférico (Philip-Rowe, 2012,
Hinderliter & Saghir, 2014). EI compartimiento central es aquél en el que se coloca el
farmaco y del que se toman las muestras para andlisis. EI compartimiento periférico
es el que no tiene comunicacion con el exterior e intercambia farmaco con el central.
El modelo bicompartimental permite estimar los volumenes del compartimiento
central, el del compartimiento periférico y el volumen de distribucion en estado
estacionario. Ademas se puede calcular, otros volumenes de distribucion, definibles
matematicamente y de escasa utilidad practica. Si un compuesto se administra por
via oral o via intramuscular, la cinética bicompartimental solamente puede
observarse si la constante de absorcién es mayor en el compartimiento central (ka >
a), de lo contrario, la fase a no llega a observarse, que es la duracién de accion

(Philip-Rowe, 2012).
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Dosis Compartimiento Compa!rt’imiento
mg o mg/kg Central :} Periférico
k
21
kio
Eliminacion

Figura 6. Representacion del modelo bicompartimental

[1.6.7 Estudios farmacocinético de productos naturales

En la actualidad se han realizado estudios farmacocinéticos de extractos, fracciones
y fitomedicamentos estandarizados en sus compuestos activos. Los extractos
estandarizados en la terapia con fitomedicamentos son mezclas de compuestos, en
el que se presentan por arriba de los 300 componentes, por lo que las
concentraciones de un solo compuesto en los productos finales se encuentran en
niveles muy por debajo de los ug por dosis, resultando en concentraciones
plasmaticas en el orden de los pg hasta de pg por litro (Atul-Bhattaram et al., 2002).
Por ello, la farmacocinética de multicomponentes se establece como un reto. Tales
estudios son complicados por la baja concentracion de los compuestos y por la
diversidad de estructuras quimicas, esto Ultimo resulta en diferentes propiedades
quimicas y perfiles farmacocinéticos entre los propios componentes. Respecto a la
variacion del contenido resulta en una diversidad en la dosificacion de componentes
(Liu et al., 2009).

De tal forma que las metas en los estudios farmacocinéticos de un fitomedicamento

son: 1). Medicion sistémica a la exposicion que deriva de la administracion de éstos;
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2). lIdentificacion factible de los marcadores farmacocinéticos, indicativos de la
exposicion al fitomedicamento; 3). Farmacocinética comparativa de los componentes
del fitomedicamento; 4). Dilucidar las vias metabodlicas que transforman los
fitofarmacos después de la exposicion sistémica al fitomedicamento; 5). Analisis de la
relacion estructura-farmacocinética para los fitofarmacos y los productos de la
metabolizacion (Liu et al., 2009).

Una caracteristica que se debe destacar de la diversidad de la composicion del
fitomedicamento, es que varios de los componentes pueden estar relacionados
estructuralmente y éstos se pueden clasificar. Siendo el andlisis cuantitativo de la
relacion de la estructura y el comportamiento farmacocinético de los fitofarmacos, lo
que permitird determinar las propiedades del grupo quimico al que pertenece dicho
fitofarmaco y predecir con ello el comportamiento de compuestos homélogos (Lu et
al., 2008).

Cuando los fitofarmacos o los productos de su metabolizacién son detectables en
plasma o en orina, pueden ser utilizados para determinar el comportamiento de la
mezcla de componentes de un fitomedicamento, cuando se realiza la administracién
de éste. Los componentes que pueden ser monitoreados después de la
administracion del fitomedicamento se les conocen como marcadores
farmacocinéticos (Lu et al., 2008). La identificacion de dichos marcadores es muy
importante para el disefio de la forma farmacéutica del mismo, ademas de los
ensayos clinicos, asi como para definir las interacciones entre los fitofarmacos y

otras sustancias que pudieran ser de origen sintético (Lu et al., 2008).
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[ll. Justificacion

La artritis reumatoide es un cuadro fisiopatologico complejo multifactorial, que en
conjunto favorecen la progresion de la enfermedad provocando la destruccion del
tejido sinovial, cartilago y hueso, provocando un estado de incapacidad de los
individuos. El desequilibrio funcional de diferentes mediadores quimicos como los
antioxidantes, las citocinas, y adenosinas, son clave en el progreso de la inflamacion
cronica. Los tratamientos generales e incluso los ya especializados para bloquear
células o citocinas proinflamatorias, presentan limitaciones respecto a la mejoria y el
retardo en el dafio articular, en algunos casos el tratamiento podria comprometer al
paciente por inmunosupresion y otros efecto toxicos a largo plazo. Por ello, es

necesario contar con alternativas de tratamiento para artritis reumatoide.

El cultivo de células en suspensién de S. angustifolia bajo condiciones de estrés
nutricional produce los compuestos antiartriticos e inmunomoduladores escopoletina,
tomentina y &cido sphaerélcico. Abordar el estudio farmacocinético sobre la
absorcion y eliminacion de escopoletina, tomentina y acido sphaeralcico, contenidos
en una fraccién activa (fraccion SaTES) estandarizada proveniente del extracto
CH,CI,:CH3OH de suspensiones celulares de S. angustifolia, es una alternativa
factible para generar las bases en el disefio de un fitomedicamento de administracion

oral para el tratamiento de pacientes con artritis reumatoide.
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IV. Pregunta de Investigacion
¢ Los parametros farmacocinéticos de escopoletina, tomentina y acido sphaeralcico
biodisponibles en plasma de raton, explicaran el efecto antiartritico de la

administracion oral de una sola dosis de la fraccion SaTES estandarizada?

V. Hipotesis

Los compuestos antiartriticos (escopoletina, tomentina y acido sphaeralcico)
administrados via oral en la fraccion SaTES estandarizada, estaran biodisponibles en
el raton alcanzando concentraciones plasmaticas que expliquen el efecto

farmacoldgico.

VI. Objetivos

VI.1 Objetivo general

Analizar la biodisponibilidad plasméatica de escopoletina, tomentina y &acido
sphaerélcico presentes en la fraccibn SaTES estandarizada de S. angustifolia
administrada por via oral en ratones ICR y hacer el analisis farmacocinético de los

compuestos activos.

VI.2 Objetivos especificos
1. Validar los métodos analiticos por CLAR para la cuantificacion de
escopoletina, tomentina y acido sphaeralcico.
2. Obtener una fraccion activa (SaTES) estandarizada en el contenido de

escopoletina, tomentina y acido sphaeralcico.
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3. Establecer los parametros farmacocinéticos de escopoletina, tomentina y
acido sphaeralcico determinados en plasma, posterior a la administracion
Gnica via oral y/o intravenosa de la fraccion SaTES estandarizada.

4. Determinar los parametros farmacocinéticos de escopoletina, tomentina y
acido sphaeralcico en los productos de excrecion (heces y orina), posterior a
la administracion de una sola dosis via oral de la fraccion SaTES

estandarizada.

VII. Materiales y Métodos
VII.1. Material vegetal
VII.1.1 Cultivo de células en suspension de S. angustifolia

Los cultivos de células en suspensién provienen de explantes de hoja de S.
angustifolia inducidos a callo (Nicasio-Torres et al., 2016). Se emplearon cultivos de
células en suspensién tipo lote de S. angustifolia utilizando un inéculo del 5 % en
medio MS liquido con 27.4 mmol de nitratos totales (NH4sNO3 15.9 mmol y KNO3 11.5
mmol), complementado con 30 g/L de sacarosa, 1.0 mg/L de acido naftalenacético
(ANA) y 0.1 mg/L de cinetina (CN) a pH 5.7. Los cultivos se incubaron a 26£2°C en
un agitador orbital a 110 rpm (New Brunswick Scientific Co., Edison, NJ, USA), bajo
fotoperiodo de 16 h luz (intensidad luminosa de 32 pmol/seg.m?) por 8 h de
oscuridad. Las suspensiones celulares se cambiaron a medio fresco en condiciones
de esterilidad cada 16 dias utilizando el mismo inéculo (Murashige & Skoog, 1962;

Pérez-Hernandez et al., 2014).
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VII.1.2 Induccion y produccién de escopoletina, tomentina 'y acido sphaeralcico
Los cultivos celulares de S. angustifolia se transfieren usando un inoculo del 5 %, a
matraces de 1 L con 500 mL de medio MS, con el contenido de nitrato reducido a
2.74 mmoles de nitratos totales y complementado con 30 g/L de sacarosa, 1.0 mg/L
de ANA y 0.1 mg/L de CN a pH 5.7. A los 16 dias de incubacién, se detuvo el
desarrollo de los cultivos y las suspensiones celulares se filtraron al vacio en un
embudo Buchner (papel Whatman No. 1, 10 cm de diametro) y se recuperaron las
biomasas celulares para su extraccion y obtencion de la fraccion enriguecida en los
compuestos escopoletina, tomentina y acido sphaerdalcico (Pérez-Hernandez et al.,

2014; Nicasio-Torres et al., 2016; Nicasio-Torres et al., 2017).

VII.1.3 Extracciéon y obtencidén de suspensiones celulares

Las biomasas secas (100 g) fueron extraidas por maceracion a temperatura
ambiente con una mezcla de CH,CIl;:CH30OH (9:1) en una proporcion 1:20 (p/v),
repitiendo el proceso de extraccion 3 veces cada 24 h. Los extractos se filtraron,
reunieron y concentraron a sequedad a presion reducida en un rotaevaporador
(Buchi R-124), y se determind el rendimiento de extraccion. (Pérez-Hernandez et al.,

2014; Nicasio-Torres et al., 2016; Nicasio-Torres et al., 2017).

El extracto de CH,CI;:CH3;OH (9:1) se disolvi6 en metanol y analiz6 por
cromatografia en capa fina (CCF) de gel de silice, utilizando el sistema de elucion
CH,CI,:CH30H (9:1), el revelador especifico para compuestos fendlicos productos
naturales-polietilenglicol (NP/PEG) y se observaron a la lampara de UV en la longitud

de onda larga (365 nm).
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VII.2 Preparacion de la fraccion activa SaTES

El extracto de CH,Cl,:CH30OH (9:1) se disolvié en columna abierta de gel de silice
(9x28 cm, 70-230 mesh, Merck) utilizando un sistema de gradientes con hexano:
acetato de etilo: metanol (Cuadro 1) con incrementos en la polaridad del 5-10 %

(Pérez-Hernandez et al., 2014; Nicasio-Torres et al., 2017).

Se colectaron alicuotas de 500 mL con cada sistema y se concentraron a sequedad
a presion reducida en un evaporador rotatorio. Las fracciones se analizaron por
cromatografia en capa fina (CCF) en placas con gel de silice y se observaron con
una lampara UV a A=365 nm y finalmente se aplico el revelador NP/PEG; las
fracciones en las que se identificaron los compuestos escopoletina, tomentina
(Sistema 50:50) y &cido sphaeralcico (sistema 60:40) con base al frente de referencia
(rf) y fluorescencia emitida se reunieron para conformar la fracciéon SaTES. Esta
fraccion (Img/mL) se disolvié en metanol de alta pureza para su analisis por CLAR y
se estandariz6 con base al contenido de la mezcla de las cumarinas (escopoletina y

tomentina) y acido sphaeralcico.

Este procedimiento se realizé varias veces hasta que se obtuvo la cantidad necesaria
de tomentina, acido sphaeralcico y fraccion SaTES para realizar la validacion del

meétodo analitico y los experimentos farmacocinéticos.
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Cuadro 1. Condiciones de fraccionamiento en columna del extracto de

CH,CIl»:CH30H (9:1) de biomasas celulares de S. angustifolia.

Sistema de elucién Proporcion
Hexano 100
Hexano: acetato de etilo 95:5
Hexano: acetato de etilo 90:10
Hexano: acetato de etilo 80:20
Hexano: acetato de etilo 70:30
Hexano: acetato de etilo 60:40
Hexano: acetato de etilo 50:50
Hexano: acetato de etilo: metanol 50:50:10
Hexano: acetato de etilo: metanol 50:50:25
Hexano: acetato de etilo: metanol 50:50:50
Metanol 100

VII.3 Purificacién de tomentina y acido sphaeralcico

Paralelamente y de manera independiente, la purificacion de tomentina y acido
sphaeralcico se realizd, a partir de las fracciones ricas en tomentina (50:50) o &cido
sphaeralcico (60:40) a través de una columna abierta de gel de silice RP-18 (1,5 x 28
cm, 40 -63 malla; Merck) con un sistema de elucién H,O:CH3;CN (solventes de alta
pureza; Merck) con una polaridad creciente del 10% (Cuadro 2). Se obtuvieron
alicuotas de 20 mL, tomentina se aisl6 a partir de la subfraccion 80:20-H,O:CH3CN y
acido sphaeralcico a partir de la subfraccion 50:50-H,O:CH3CN. Los compuestos se
analizaron por CLAR y su pureza se confirmé comparando sus tiempos de retencion

y los espectros de absorcion (Pérez-Hernandez et al., 2014; Nicasio-Torres et al.,
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2017). Este procedimiento se realizé varias veces hasta que se obtuvo la cantidad

suficiente de tomentina y acido sphaeralcico.

Cuadro 2. Condiciones de separacion cromatografica en columna para la obtencion

de la fraccion SaTES, escopoletina, tomentina y acido sphaeralcico.

Sistema de elucioén

Proporcion

Agua:
Agua:
Agua:
Agua:
Agua:

Agua: acetonitrilo: metanol

Agua

acetonitrilo
acetonitrilo
acetonitrilo
acetonitrilo

acetonitrilo

Metanol

100
90:10
80:20
70:30
60:40
50:50

50:50:10

100

VIl.4 Condiciones de analisis de CLAR

Los andlisis de CLAR se llevaron a cabo en un equipo Waters (modulo de separacion

2695) acoplado a un detector de matriz de diodos (2996) con un rango de deteccion

de 190-600 nm y operado por el sistema de software Manager Millennium (Empower

1; Waters Corporation, México). Las separaciones se realizaron en una columna

Spherisorb-ODS RP-18 (250 x 4.6 mm, 5 pm, Waters Corporation, México)

empleando una temperatura constante de 25 °C durante los analisis. Las muestras

(20 pL) se eluyeron con un flujo de 1.0 mL/min y un gradiente de fases moviles de (A)

H,O de alta pureza con acido trifluoroacético al 0.5% v/v (TFA, Sigma-Aldrich,

México) y (B) CH3CN de alta pureza.
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La fase movil se inicié con 100% de A y se mantuvo durante 1 min, en seguida, el
disolvente B se incorpord gradualmente al 5% (a los 2 min), al 30 % (a los 4 min) y al
50 % (a los 16 min). Durante los siguientes 4 min, el solvente B se incremento al 100
%, y esta proporcién se mantuvo durante 2 min. Finalmente, los siguientes 3 min se
utilizaron para devolver la fase movil a la condicion inicial. EI método cromatografico
tuvo un tiempo de ejecucién de 25 min (Cuadro 3). Los compuestos se detectaron
registrando la absorbancia a A=343 nm para tomentina y escopoletina y a A=357 nm
para acido sphaerdalcico, mediante la comparacion de sus tiempos de retencidon
(tomentina-11.288 min, escopoletina-11.349 min, mezcla de cumarinas-11.457 min, y
acido sphaeralcico-23.319 min) y espectros de absorbancia (Pérez-Hernandez et al.,
2014)

Cuadro 3. Sistema de elucién para andlisis por CLAR de escopoletina, tomentina y

acido sphaerélcico.

Tiempo (min) A B
Agua acidulada Acetonitrilo 100 %
(TFA al 0.5 %)

0 100 0
1 100 0
2 95 5
3 95 5
4 70 30
15 70 30
16 50 50
18 50 50
19 20 80
20 0 100
21 0 100
22 100 0
25 100 0
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VIL.5 Curvas de calibracion por CLAR de tomentina, escopoletina y acido
sphaerélcico

Se realizaron curvas de calibracién con los estdndares de escopoletina (99% de
pureza, Sigma-Aldrich, México), tomentina (98% de pureza), acido sphaeralcico (99%
de pureza) utilizando el sistema de CLAR a partir de soluciones de 1.0 mg/mL en
metanol de alta pureza (Merck, México). Se realizaron diluciones en serie a
concentraciones de 1.25-20 upg/mL para escopoletina, 0.625-20 pg/mL para
tomentina y 2.5-40 yg/mL para acido sphaerélcico. Cada curva de calibracion se
construy6 trazando la relacion del area de pico del compuesto (y) versus a las
concentraciones de analito (x) y se ajustaron usando un modelo de cuadrados
lineales (y) = m (x) + b usando el software Microsoft Office Excel 2010 con valores de

correlacion de 20.9995.

VII.6 Animales

Se usaron 160 ratones hembra ICR con un peso de 30-35 g (Envigo, Ciudad de
México) y se mantuvieron en grupos de 10 animales por jaula en condiciones de
bioterio a 25 °C, con un ciclo de 12 h de luz/oscuridad, con agua y alimento
(compactado virutas Harlan rodent lab diet) acceso libre. El tiempo de adaptacion a
las condiciones de laboratorio antes de los experimentos fue de 3 semanas. Todos
los estudios son realizados observando la normatividad establecida en la Norma
Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 (Especificaciones Técnicas para la
Produccion, Cuidado y uso de Animales de Laboratorio). El uso ético de los animales

fue aprobado a través del Comité Local de Investigacion y Etica en investigacion en
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Salud (CLIES 1702) del Instituto Mexicano del Seguro Social, que asigno el nimero

de registro R-2016-1702-10 al protocolo.

VII.6.1 Obtencién de plasma de raton

Los ratones se anestesiaron previamente con pentobarbital sodico (PiSA
Agropecuaria), enseguida se obtuvo sangre del seno retro orbital usando capilares
heparinizados y se distribuy6 en tubos heparinizados, los cuales se centrifugaron a

3500 g durante 7 min. El plasma obtenido se almacend a -4 °C hasta su uso.

VII.7 Soluciones stock de estandares y de patron interno para perfil

cromatografico

Las soluciones stock de tomentina, escopoletina y acido sphaerélcico se prepararon
a una concentracion nominal de 1 mg/mL de metanol de alta pureza (Merck, México),
a partir de estas soluciones stock a través de diluciones seriadas se obtuvieron
diferentes concentraciones de cada compuesto. El patron interno dopamina se
preparé a una concentracion nominal de 2 mg/mL de metanol de alta pureza, el cual
se afiadidé (5 uL) a las diferentes soluciones de tomentina, escopoletina y acido

sphaeralcico con una concentracion final y constante de 10 ug/mL de dopamina.

VII.8 Curvas de concentracion de tomentina, escopoletinay acido sphaeralcico

en plasma

Se prepararon muestras de plasma a partir de la adicion de un volumen determinado
de las soluciones stock de cada analito. Se realiz el proceso de extraccion a partir

de las concentraciones determinadas por analisis de CLAR, se construyeron curvas

35



de concentracion en un rango de 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10 y 20 yg/mL para tomentina,
1.25, 2.5, 5, 10 y 20 pg/mL para escopoletina y 2.5, 5, 10, 20 y 40 ug/mL para acido
sphaeralcico. Cada determinacion se compar6 con un doble blanco muestras con y

sin patrén interno.

VII.9 Extraccion de los compuestos activos en plasma

Las muestras de plasma se extrajeron con CH3zCN: TFA al 20% (1:1); posteriormente,
los viales se mezclaron 30 segundos y se centrifugaron a 14,000 g durante 10 min, el
sobrenadante se transfiri6 a otro vial y se dejé secar a temperatura ambiente. El
precipitado se resuspendié con 1 mL de metanol de alta pureza (Merk, México) y se
filtr6 a través de una membrana de Teflon (13 mm, 0.45 pm, Life Science). Cada
muestra filtrada en el equipo se inyectd en el equipo de CLAR y las concentraciones
de tomentina y escopoletina a A = 343 nm, y de acido sphaeralcico a A=357 nm se
determinaron con base en las curvas de calibracibn pre-construidas con los

estandares.

VII.10 Eficiencia de la extraccién (Recuperacién)

La eficiencia de extraccion de tomentina, escopoletina y acido sphaeralcico se
determind mediante el analisis de una serie de repeticiones (n = 5) de muestras de
0.625-20 ug/mL para tomentina, de 1.25-20 ug/mL para escopoletina y de 2.5-40
Mg/mL para acido sphaeralcico en plasma de ratéon. La recuperacién se calculd
comparando las areas de los picos de tomentina, escopoletina y acido sphaeralcico

en solucion (blanco) y areas de cada analito extraido en plasma.
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VII.11 Validacién de los métodos analiticos
La validacion de los métodos analiticos se realizé de acuerdo a los lineamientos de la

Food and Drug Administration (FDA, 2015).

VII.11.1 Linealidad y sensibilidad

Para determinar la linealidad de las curvas de concentracion de los compuestos
activos, se realizaron determinaciones en muestras de plasma en 6 dias
independientes usando muestras recién preparadas. Cada curva de calibracién se
construy6 trazando la relacion del area del pico del compuesto (y) contra las
concentraciones de analito (x). Las curvas se ajustaron utilizando un modelo lineal de
regresion de minimos cuadrados (y) = m (x)+b utilizando el software Microsoft Office
2010, con valores de correlacion lineal de = 0,9995. La sensibilidad del método
analitico se determind con base en la minima concentracién de cada analito que fue

posible detectar.

VII.11.2 Prueba de especificidad

La prueba de especificidad se defini6 por dos condiciones: 1) la ausencia de
interferencia cruzada entre tomentina, escopoletina y acido sphaerélcico con el
patrén interno, utilizando el procedimiento de extraccion propuesto y las condiciones
de CLAR y 2) que los componentes enddgenos del plasma no retuvieran a la
tomentina, la escopoletina y el acido sphaeralcico. Se usaron tres muestras de
plasma diferentes como blancos (plasma libre de tomentina, escopoletina y acido

sphaeralcico), se extrajeron y se analizaron por CLAR con y sin patron interno para u
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VII.11.3 Prueba de exactitud y precision

La exactitud intra- e inter-ensayo se expresd como el porcentaje de diferencia entre
la concentraciéon medida y la concentracion nominal. La precision y la exactitud intra-
ensayo se calcularon usando determinaciones repetidas (n= 6) para cada
concentracion de tomentina, escopoletina y acido sphaeralcico que se afiadieron a
las muestras de plasma durante una sola serie analitica. La precision y la exactitud
inter-ensayo se calcularon usando determinaciones repetidas (n= 6) para cada
concentracion de tomentina, escopoletina y acido sphaeralcico en 6 dias separados.
La exactitud se calculd utilizando la siguiente ecuaciéon: %Bias= (Cobs-Cnom)/Cnom
x 100. La precision se calculé a partir de las concentraciones observadas de la
siguiente manera: %RSD=Desviacion estandar (SD/Cobs) x 100. Los valores de
exactitud (Bias) y precision (RSD) estuvieron dentro del +15%, cubriendo un rango

de concentraciones experimentales reales que se consideraron aceptables.

VII.11.4 Estudio de estabilidad

La estabilidad de tomentina, escopoletina y acido sphaerélcico en plasma de raton se
evalué mediante el andlisis de las réplicas (n = 5) de las muestras de control de
calidad en tres concentraciones diferentes (2.5, 5 y 10 yg/mL), que incluye las
condiciones de manipulacion esperadas durante todos los periodos de
almacenamiento y procesamiento de las muestras, como los procesos de
congelacion/descongelacion, periodos en el automuestreador a temperatura
ambiente y estabilidad a largo plazo. Para todos los estudios de estabilidad se

evaluaron nuevas muestras de control de calidad, utilizando una curva estandar
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recién preparada para las mediciones. Las condiciones analizadas fueron 0, 8 y 24 h
a temperatura ambiente, 8 h a 4°C y 30 dias a -70 °C. Las concentraciones obtenidas
de todos los estudios de estabilidad se compararon con las muestras de control de
calidad recientes y se calculé el porcentaje de desviacidon de la concentracion.
Tomentina, escopoletina y acido sphaeralcico se consideraron estables en el plasma
de raton cuando la diferencia de concentracion entre las muestras recién preparadas

y las muestras de estabilidad eran inferior al 15% de exactitud y estabilidad.

VII.12 Anélisis farmacocinético

VII.12.1 Administracion oral e intravenosa

Con el fin de evaluar la idoneidad del ensayo para estudios farmacocinéticos, se
administré a los ratones 400 mg/kg de la fraccion activa SaTES estandarizada en
una mezcla de tomentina y escopoletina (17.19 mg/g) y acido sphaeralcico (86.4
mg/g) via oral o intravenosa. Para la farmacocinética oral se utilizaron diez animales
por tiempo a evaluar: 0, 1.3, 3.3, 5, 10, 20, 40, 60, 80, 120 y 240 min. Para la
farmacocinética intravenosa, se utilizaron tres animales en cada tiempo: 2, 4, 6, 8,
10, 15, 20, 30 y 60 min. Posteriormente, los animales fueron anestesiados, se obtuvo
sangre del seno retro-orbital y se separé el plasma por centrifugacién. Las muestras
de plasma fueron extractadas con CH3CN y TFA (p/v) al 20% (1: 1), los extractos se
secaron a temperatura ambiente y se disolvieron en metanol de alta pureza (Merck,
México) y analizaron por CLAR para la cuantificacion de cumarinas (tomentina y

escopoletina) y acido sphaeralcico.
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Los parametros farmacocinéticos se determinaron utilizando los valores observados.
Los datos se procesaron utilizando el programa de complemento PKSolver para
Microsoft Excel escrito en Visual Basic para Aplicaciones. Todos los valores
obtenidos se expresaron en media * desviacion estandar (SD). El analisis
farmacocinético, se realizd6 a partir de un modelo de uno o dos compartimentos,
empleando el Criterio de informacion de Akaike (AIC) y el Criterio de Schwarz (SC;
Ludden et al., 1994; Zhang et al., 2010). Con base en estos criterios, se selecciona el
modelo farmacocinético que muestra los valores mas bajos de AIC o SC, lo que

significa que el modelo elegido tiene un mejor ajuste.

VII.12.2. Productos de excrecion

Para el analisis farmacocinético de los productos de excrecién se utilizaron 2 grupos
de 10 animales, los cuales se pusieron en jaulas metabdlicas con libre acceso a agua
y alimento. Los ratones se administraron oralmente con 400 mg/kg de la fraccion
activa SaTES estandarizada, y las heces y la orina se recolectaron al comienzo del
estudio y después de 4, 8, 12 y 24 h; se reqistro el peso fecal fresco y el volumen de

orina y en seguida las muestras fueron congeladas y liofilizadas.

Muestras de heces (100 mg) y orina fueron disueltas en 300 uL de CH3;OH vy
sonicadas por 10 minutos (Branson ultrasonics 2800 H); posteriormente, a cada
muestra se afladié 2 mL de CH3CN:TFA-20% (1:1), se mezclaron por 5 min (IKA MS1
Minishaker) y dejaron en maceracion durante 5 h a temperatura ambiente. Cada
muestra extraida fue aclarada a través de papel de filtro (Whatman, 1001-055), los

extractos se secaron a temperatura ambiente y posteriormente se disolvieron en 1
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mL de metanol de alta pureza y se filtraron a través de membrana de Teflon (13 mm,
0.45 um, Life Science) para su analisis por HPLC. Los calculos farmacocinéticos se
realizaron procesando los datos observados utilizando el programa de complemento
PKSolver para Microsoft Excel escrito en Visual Basic para Aplicaciones. El analisis

farmacocinético, se realiz6 a partir de un modelo no compartimental.

VIII. Resultados
VIII.1 Validacién del método analitico por CLAR

VIII.1.1 Curvas de calibracion de escopoletina, tomentina y acido sphaeralcico

La validacion del método analitico se realiz6 con los compuestos puros de
escopoletina, tomentina y acido sphaeralcico, e identificacion de los mismos con

base en el tiempo de retencion y espectro de absorcion (Figura 7).

VIII.1.2 Linealidad y sensibilidad

Los valores de tomentina fueron lineales en un rango de concentracion de 0.62-20
ug/mL con una ecuacion de regresion y= 162940 (x) +1268.2, r’> = 0.9994, para
escopoletina entre 1.25-20 pug/mL y una ecuacion de regresion y= 165407 (x) -16720,
r> = 0.9993 y para acido sphaeralcico en 2.5-40 ug/mL y la siguiente ecuacién y=

7381.9 (x) + 1362.2 con un r* = 0.9998 (Figura 8).

Los limites de deteccion (LOD) y los limites de cuantificacion (LOQ) mencionados en
el Cuadro 4. Se calcularon mediante las ecuaciones LOD = 3.30/s; LOQ = 100 s
(donde s es la pendiente de la curva de calibracion y o es la desviacion estandar

(SD) de la pendiente). Los valores de RSD <15 % se consideraron aceptables.
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Figura 7. Cromatogramas y espectro de absorcién de A) escopoletina tr=11.349 min y
Amax= 344.6 nm (Sigma), B) tomentina tr=11.288 y Amax= 343.4 nm y D) &cido
sphaerélcico tr=23.319 y Amax= 357.7 nm; aislados de células en suspension de S.
angustifolia. C) Mezcla de escopoletina y tomentina tr=11.457 min y Amax= 344.6 nm

a una concentracion de 10 ug/mL de cada compuesto.
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Figura 8. Perfiles cromatograficos de las curvas de concentracion de (a) tomentina
tr=11.288 (20, 10, 5, 2.5, 1.25 y 0.625 ug/mL), (b) escopoletina tr= 11.349 min (20,
10, 5, 2.5y 1.25 pug/mL) y (c) acido sphaeralcico tr= 23.319 min (40, 20, 10, 5y 2.5

ug/mL) con el patrén interno de dopamina (tr = 8.019 min).

Cuadro 4. Parametros de deteccidn y cuantificacion de tomentina, escopoletina y

acido sphaeralcico

Compuesto Pendiente de Desviacién Limite de Limite de
la curva (s) estandar deteccién cuantificacion
(o) (LOD)= 3.30/s (LOQ)=100/s
Tomentina 162940 3385.90 0.068 0.207
Escopoletina 165407 6976.26 0.139 0.421
Acido 7381.9 133.30 0.059 0.180

sphaeralcico

Los valores son el promedio de 6 repeticiones
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VIII.2 Validacion del proceso de extraccion de compuestos activos en plasma

Por primera vez, se reporta una técnica de extraccion en plasma simultanea e
individual para los tres compuestos activos: tomentina, escopoletina y acido

sphaeralcico empleando CH3CN: TFA (p/v) 20 % (1:1).

VIIl.2.1 Eficacia de extracciéon

La capacidad de recuperacién de los activos del plasma con el proceso de extraccion
establecido fue superior al 96 % con coeficientes de variacién inferiores al < 3.09 %,
lo cual indica una adecuada capacidad de recuperacion de los compuestos activos
durante los procesos de extraccion (Cuadro 5), parametros que permitieron

establecer los rangos de concentracién para la validacién del método.

Cuadro 5. Capacidad de recuperacién de los compuestos activos extractados en

plasma en diferentes dias (n=5).

Compuesto  Concentracion Area del pico del Area del pico del Recuperacion Media RSD
nominal compuesto en  compuesto en (%) (%)£SD (%)
(ng/mL) solucion plasma
362298 360010 99.4
370018 369902 100.0
367656 364397 99.1
362132 360406 99.5
846586 811858 95.9
829876 799616 96.4
5 859980 800692 93.1 96.3+2.44  2.53
Tomentina 840096 808335 96.2
824215 823877 100.0
1699392 1568996 92.3
1679123 1626145 96.8
10 1652019 1650051 99.9 96.7£2.99  3.09
1640822 1622143 98.9
1680087 1602613 95.4
3131575 3109042 99.3
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3279579 3265492 99.6
20 3300225 3200110 97.0 98.2+1.22 1.24
3198001 3103140 97.0
3311856 3248992 98.1
350166 338010 96.5
365288 348912 95.5
355689 354397 99.6
354537 352406 99.4
835755 811858 97.1
829366 829616 100
S 820465 820662 100 99.2¢1.26  1.27
_ 828338 828335 100
Escopoletina 838300 828877 98.9
1584170 1568996 99.0
1681460 1626145 96.7
10 1669683 1596451 95.6 97.3t1.92  1.97
1699245 1622143 95.5
1599539 1592613 99.6
3219863 3122042 98.8
3231392 3165492 98.0
20 3159439 3089110 98.1 98.1+1.63  1.66
3454103 3303140 95.6
3194902 3194881 100
38974 38121 97.81 97.4+1.48 1.52
39033 37286 95.52
S 37454 36048 96.25
39049 38557 98.74
38391 37926 98.79
75604 75066 99.3
74391 74197 99.7
Acido 75007 74955 99.9
sphaeralcico 74503 73900 99.2
152030 149335 98.2
149202 148925 99.8
20 149976 149296 99.5 99.0£0.80  0.80
150973 148029 98.0
147103 146033 99.3
289536 287123 99.2
299976 296883 99.0
40 299264 298637 99.8 98.8£1.03  1.04
298727 289892 97.0
290051 286889 98.9
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VIII.2.2 Especificidad

La comparacion de los perfiles cromatogréaficos del plasma (blanco) con el patrén
interno (dopamina) y los de los compuestos extraidos del plasma, indica que no
existe interferencia entre los constituyentes del plasma, el patrén interno y los

compuestos activos (Figura 8).

Bajo estas condiciones cromatogréficas, el nimero de platos teoricos de la columna
para los compuestos activos se encontraban entre 26700 <N> 18760, lo que es

aceptable en términos de eficiencia de separacion.

VII.2.3 Precision y exactitud

Los valores de exactitud % Bias =(Cobs-Cnom)/Cnhom x 100 y precision %RSD=
desviacion estandar relativa =(SD/Cobs) x 100 determinados en los intra- e inter-
ensayos (<15) indican que los procesos de extraccién y andlisis son confiables y

reproducibles (Cuadro 6).

46



Cuadro 6. Pardmetros de exactitud y precisién determinados en los analisis intra- e
inter- ensayos de tomentina, escopoletina y acido sphaerélcico en plasma de ratdén
(matriz).

Compuesto Prueba Concentracién  Concentracién Exactitud Precision

nominal medida (% Bias) (% RDS)
(ng/mL) ug/mL+SD

2.5 2.41+0.07 -3.4 2.8

5 4.94+0.06 -1.2 1.1

Intra-ensayo 10 9.95+0.13 0.5 1.3

. 20 19.94+0.22 -0.3 1.1

Tomentina

2.5 2.39+0.09 -4.6 3.6

5 4.93+0.11 -1.5 2.3

Inter-ensayo 10 9.96+0.30 -0.4 3.0

20 19.77+0.19 -1.1 1.0

2.5 2.33+0.08 -6.6 3.5

5 5.06+0.06 1.1 1.1

Intra-ensayo 10 9.98+1.27 -0.2 2.7

. 20 19.26+0.25 -3.7 1.3
Escopoletina

2.5 2.20 + 0.04 -12.0 1.9

5 5.08 + 0.05 1.6 0.9

Inter-ensayo 10 9.78 + 0.14 2.2 1.4

20 19.38 +0.45 -3.1 2.3

2.5 2.33+0.17 -6.8 7.2

5 5.06+0.09 1.3 1.7

Intra-ensayo 10 9.96+0.12 -0.4 1.2

. 20 20.23+1.31 1.2 6.5

Acido

. 40 39.52+1.19 -1.2 3.0
sphaerélcico

2.5 2.18 +0.13 -13.0 6.1

5 4.91+0.13 -1.9 2.7

Inter-ensayo 10 9.90+ 0.7 -1.0 0.7

20 19.91+0.19 -0.5 0.9

40 39.36+ 0.75 -1.6 1.9

Media + Desviacion estandar de la Media; n =6
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VIIl.2.4 Estabilidad

Con base en los parametros de exactitud y precision (<15 %) se determiné que los
compuestos tomentina, escopoletina y acido sphaeralcico son estables en los
procesos de extraccion, analisis y almacenamiento a los que se ven sometidos las
muestras de plasma. Estos procedimientos pueden ser aplicables en los estudios

farmacocinéticos en ratones (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Perfil de estabilidad de los compuestos activos tomentina, escopoletina y 4cido sphaerélcico en plasmas de
ratén (matriz) bajo diferentes condiciones de manejo.

o Concentracién Concentracion observada Exactitud Bias (%) Precision RSD (%)
Condicion Compuesto nominal (ug/mL) (ng/mL)
Oh 8h 24 h Oh 8h 24 h Oh 8h 24 h
25 2.39+0.09 2.31+0.08 2.35+0.09 -459 -7.60 -5.93 3.57 3.30 3.90
Tomentina 5 4.93+0.11 4.96+0.14 4.91+0.17 -1.48 -0.86 -1.73 2.31 2.88 3.42
10 9.96+0.30 9.84+0.40 9.55+0.19 -041  -1.64 -452 2.97 4.10 1.99
Temperatura 2.5 2.49+0.12 2.38+0.08 2.38+0.08  -0.48 -4.63 -4.63 4.83 315 3.15
ambiente qconoletina 5 5.02+0.08 4.99+0.14 5.02+¢0.10 039 -0.17 0.43 1.53 282  2.07
24 - 35°C P 10 10.00+0.37 9.80+0.40 9.34+0.27 0.04 -2.02 -6.61 3.65 4.05 2.89
2.5 2.48+0.03 2.25+0.13 2.27+0.11 -0.60 -9.98 -9.03 1.10 5.97 5.01
Acido 5 5.01+0.06 4.59+0.06 4.56+0.10 0.17 -8.10 -8.73 1.11 1.27 2.09
sphaeralcico 10 9.95+0.11 9.35+0.11 9.26+0.07 -049 -6.48 -7.37 1.12 1.21 0.75
Concentracién . . .
nominal Automouestreador Perloodo largo Automouestreador Perloodo largo Autonguestreador Perlt?do largo
(Mg/mL) (4°C,8h) (-70°C, 1 mes) (4°C,8h) (-70°C, 1 mes) (4°C,8h) (-70°C, 1mes)
2.5 2.43+0.11 2.31+0.09 -2.64 -7.61 4.47 3.92
Tomentina 5 4.92+0.14 4.85+0.18 -1.65 -2.90 2.82 3.75
N 10 9.93+0.62 9.63+0.65 -0.65 -3.74 6.28 6.71
Estabilidad en 25 2.52+0.09 2.32+0.08 0.75 -7.05 3.65 3.57
almacenamientogscopoletina 5 4.95+0.14 4.89+0.17 -0.94 -2.27 2.76 3.48
10 9.90+0.61 9.95+0.38 -1.05 -0.46 6.21 3.79
Acido 2.5 2.40+0.04 2.38+0.08 -3.89 -4.82 1.82 3.39
sphaeralcico 5 4.92+0.08 4.87+0.10 -1.69 -2.61 1.61 2.10
10 9.67+0.12 9.65+0.08 -3.34 -3.50 1.22 0.79

Media * desviacion estandar (DE) de la media; n =5
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VIII.3 Obtencion de la fraccion SaTES estandarizada en tomentina, escopoletina

y acido sphaeralcico.

La fraccion SaTES (7.13 g) obtenida a partir del extracto CH,Cl,:CH3OH de células
en suspension de S. angustifolia, se analizd por CLAR (Figura 9) y se estandariz6 en
el contenido de 86.4 mg/g de acido sphaerélcico y 17.19 mg/g de la mezcla de las
cumarinas (escopoletina y tomentina).

La mezcla de cumarinas (tomentina y escopoletina) y acido sphaeralcico fueron
cuantificables en un rango 25-400 pug/mL de la fraccion SaTES.

No se observé interferencia entre los constituyentes del plasma, dopamina y el perfil

quimico de la fraccién estandarizada SaTES.

0.060 A
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0.000 JL 7
—\._.LVI
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200 400 E.00 g0o0 4000 1200 1400 4600 4800 2000 2200 2400
Minutes

Figura 9. Perfil cromatografico de la fraccion SaTES obtenida de células en
suspension de Sphaeralcea angustifolia y estandarizada en la mezcla de las
cumarinas (tomentina y escopoletina) tr=11. 457 min y &cido sphaeralcico tr= 23.319

con patrén interno dopamina.
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VIIl.4 Anédlisis farmacocinético

VIII.4.1 Farmacocinética de la administracion oral

Las determinaciones en plasma de escopoletina, tomentina y acido sphaeralcico
posterior a la administracion oral o intravenosa Unica de la fraccibn SaTES
estandarizada (400 mg/kg), se expresaron como la media del grupo de ratones
(Cuadro 8). La cuantificacion de tomentina y escopoletina se dio como un valor unico,
debido que no fue posible resolver la separacién de los picos cromatograficos en la

fraccion SaTES.

Después de la administracion oral de 400mg/kg de fraccion SaTES, la mezcla de
cumarinas y acido sphaeralcico alcanzaron una concentracion méaxima a los 3.30 y 5
min, respectivamente después de ese tiempo se observé un decaimiento en su
concentracion hasta los 80 min; posteriormente los contenidos de los compuestos

estuvieron por debajo del LOQ (Figura 10y 11).
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Figura 10. Andlisis de las variaciones de concentracion de &cido sphaerélcico en
plasma con respecto al tiempo en minutos después de la administracién oral de la
fraccion SaTES estandarizada. La linea representa la prediccion del comportamiento
dependiente de la concentracién siguiendo un modelo de dos compartimentos.
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Figura 11. Andlisis de las variaciones de la concentracién en plasma de tomentina y
escopoletina (mezcla de cumarinas) con respecto al tiempo, después de la
administracion oral de la fraccion SaTES estandarizada. La linea representa la

prediccion del comportamiento dependiente de la concentracion siguiendo un modelo
de dos compartimentos.
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Cuadro 8. Variaciones en la concentracion en plasma de la mezcla de cumarinas
(tomentina y escopoletina) y acido sphaeralcico después de la administracién oral e
intravenosa de una dosis unica (400 mg/kg) de la fraccion de SaTES estandarizada
en ratones ICR.

Administracion oral Administracion intravenosa
Concentracion plasmatica (ug/mL) Concentracion plasmatica (ug/mL)
Cumarinas en ’ Cumarinas en )
Tiempo mezcla Acido Tiempo mezcla Acido
(min) (tomentinay sphaeralcico | (min) (tomentinay sphaeralcico
escopoletina) escopoletina)
1.3 2.37+0.05 5.04+0.05 2.0 30.50+0.12 40.88+0.21
3.3 4.41+0.07 9.92+0.41 4.0 23.54+0.47 36.28+0.11
5 3.21+0.15 12.84+0.54 6.0 22.11+0.85 33.90+0.24
10 1.80+0.09 4.03+0.11 8.0 20.97+0.40 31.78+0.75
20 1.38+0.05 2.77+0.08 10 18.49+0.41 28.71+0.65
40 0.95+0.03 1.38+0.12 15 15.33+0.18 24.43+0.33
60 0.48+0.01 0. 69+0.03 20 12.76+0.19 21.16+0.51
80 0.12+0.01 0.17+0.03 30 8.46+0.21 15.79+0.57
120 0.00+0.0 0.00+0.0 60 0.68+0.04 3.81+0.09
240 0.00+0.0 0.00+0.0

Media £ desviacion estandar (DE) de la media; n = 10 para administracién oral y n = 3 para

administracion intravenosa.

El grafico construido a partir de los datos Cuadros 9 y 10 analizados con el programa
PKSolver (Zhang et al., 2010) de la concentracién plasméatica de la mezcla de
cumarinas y acido sphaeralcico versus el tiempo, se ajustan a un modelo de dos
compartimientos (Cuadro 9). Los parametros farmacocinéticos calculados se

mencionan primero para el acido sphaeralcico y luego para la mezcla de cumarinas.
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Los compuestos presentaron concentraciones mas altas en el compartimento central
(A), 413.6 ug/mL de &cido sphaerélcico y 71.47 ug/mL de cumarinas en mezcla. Las
constantes de tasa de absorcion aparente de primer orden (ka), fueron 0.27 y 0.39
min?, respectivamente. En el mismo orden que la anterior, las constantes de la

velocidad de eliminacion de primer orden (ki) fueron 0.13 y 0.08 min™

respectivamente.

La constante de transferencia del compartimento central al compartimento periférico
present6 una constante de velocidad aparente de primer orden (ki) de 0.114 min™
para el acido sphaeralcico, menor que la observada para la mezcla de cumarinas
(0.201 min™). En la direccién opuesta a la transferencia de masas, la constante de
velocidad aparente de primer orden para el paso desde el compartimento periférico al

central (ko;) fue 0.031 min™ y 0.086 min™* en el mismo orden mencionado para ki».

Las vidas medias en el compartimento central (t,a) de 2.70 y 1.96 min,
respectivamente, fueron menores que en el compartimento periférico (t.8) a 44.65 y
32.95 min, y la constante de velocidad de absorcién (ty, ka) 2.53 y 1.77 min, en el
mismo orden que los anteriores. Los valores del volumen de distribucion (V) y el
aclaramiento (CL) con respecto a la constante de biodisponibilidad (F) fueron 1.31 y
0.80 (mg)-(ng/mL)* para V y 0.17 y 0.07 (mg)/(ug/mL)/min para CL siguiendo el

mismo orden que los anteriores.
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Los valores del tiempo maximo (Tmax) ¥ la concentracién maxima (Cmax) fueron 4.00 y
3.23 min, respectivamente, para el primero, y 10.44 y 3.77 pg/mL, respectivamente
para el segundo parametro, también se informaron en el mismo orden como los
anteriores. Las areas bajo la curva calculados para el intervalo de inicio definido (O
—t), al final de la evaluacion (240 min) y para la dilucion infinita (0—<), fueron (1)
173.72 y 84.20 (ug/mL) -min para el primer parametro y (2) 208.06 y 100.02
(ug/mL)-min para el otro parametro, con el mismo orden de reportar. Para el tiempo
medio de residencia (MRT), los valores resultantes fueron 40.16 min para el acido

sphaerélcico y 41.39 min para la mezcla de cumarinas (Cuadro 9).

Con base a las curvas de concentracion versus el tiempo generadas y valores
menores determinados por el Criterio de informacién de Akaike (AIC) y el Criterio de
Schwarz (SC), se determind que el acido sphaerélcico y la mezcla de cumarinas
presentaron un comportamiento farmacocinético que se ajusta al modelo de dos
compartimentos (Ludden et al., 1994; Zhang et al., 2010), (Figuras 10 y 11, Cuadro

9).
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Cuadro 9. Parametros farmacocinéticos después de la administracion oral de la
mezcla de cumarinas (tomentina y escopoletina) y acido sphaeralcico presentes en la
fraccion SaTES estandarizada de Sphaeralcea angustifolia en el plasma de ratones
ICR; n=10. Los analitos se ajustan a un modelo de dos compartimentos.

Acido Cumarinas Unidades
sphaeralcico (tomentinay
escopoletina)
A 413.646 71.468 ug/mL
B 1.845 1.791 ug/mL
Ka 0.273 0.390 1/min
K10 0.127 0.085 1/min
Ko 0.114 0.201 1/min
K21 0.031 0.086 1/min
t1oa 2.698 1.963 min
t1oB 44.653 32.946 min
tioka 2.537 1.774 min
o 0.256 0.353 1/min
B 0.015 0.021 1/min
VIF 1.309 0.802 (mg)/(ng/mL)
CL/F 0.166 0.068 (mg)/( pg/mL)/min
e 4.004 3.234 min
(T 10.447 3.775 ug/mL
AUC ¢_240 173.724 84.198 ug/mL-min
AUC (_» 208.058 100.020 ug/mL-min
MRT 40.167 41.397 min
Diagnosticos
Acido sphaeralcico Cumarinas
(tomentina y escopoletina)
Modelo Modelo Modelo Modelo
mono- bi- mono- bi-
compartimental | compartimental| compartimental| compartimental
SS 18.469 15.62 1.918 0.835
R? 0.941 0.950 0.953 0.979
AlC 37.739 32.245 11.862 8.379
SC 35.726 32.836 12.453 9.365

Los datos fueron analizados por el programa Pk Solver en los modelos de uno y dos

compartimentos. Para establecer el comportamiento de la variacion de concentracion de los

-kdt -kat

compuestos analizados, se utilizaron las siguientes funciones: Cp = Ae™"+Ce™ (modelo de

un compartimento) y Cp =Ae“+Be™+Ce*™ (modelo de dos compartimentos). Cp es la
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concentracion plasmatica (ug/mL); A, B y C son la concentracion plasmatica (ug/mL) de
acido sphaerélcico y cumarinas (tomentina y escopoletina) en los compartimentos central y
periférico, respectivamente; ka es la constante de velocidad de absorcion de primer orden;
ki, es la constante de velocidad de transferencia aparente de primer orden desde el
compartimento central al compartimento periférico; ko es la constante de velocidad de
eliminacion aparente de primer orden desde el compartimento central; k,; es la constante de
velocidad de transferencia aparente de primer orden desde el compartimento periférico al
compartimento central; t;,a Y 1 es el tiempo medio de absorcion para el compartimento
central y periférico respectivamente; o y B son las constantes empiricas correspondientes a
los coeficientes de los exponentes de los valores de A y B; tioka es el tiempo medio de
absorcion; V/F es el volumen aparente de distribucion relacionado con la biodisponibilidad de
la sustancia activa; Tnax €S €l tiempo para la concentracion maxima; Cnax €S la concentracion
méaxima; CL/F es el aclaramiento aparente relacionado con la biodisponibilidad de la
sustancia activa; AUCy—. y AUCq 540 Min son las areas bajo la curva de plasma (AUC) de O
al infinito y de 0 a 240 min, respectivamente, y MRT es el tiempo medio de residencia. La
bondad del ajuste se evalué con el criterio de informacion de Akaike (AIC), la suma de
cuadrados (SS), el criterio de Schwarz (SC) y con el coeficiente de determinacion (R?). El
mejor modelo ajustado segun los valores de los Criterios de informacién de Akaike (AIC), la
Suma de cuadrados (SS), los Criterios de Schwarz (SC) y el coeficiente de determinacion

(R?) fue el modelo de dos compartimentos.

VIIl.4.2 Farmacocinética de la administracién intravenosa

La mezcla de cumarinas y acido sphaerélcico posterior a la administracion
intravenosa, se detectaron en plasma desde los 2 min hasta los 60 min (Figuras 12 y

13). El Cuadro 10 muestra los parametros farmacocinéticos del comportamiento
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dependiente de la concentracion de &cido sphaerdlcico y la mezcla de cumarinas

después de la administracion intravenosa de la fraccibn SaTES estandarizada.

Los valores calculados para los compuestos se comparan bajo dos tipos de
distribucion: (1) modelos de un compartimento y (2) de dos compartimentos. El
modelo de dos compartimentos se describio y discuti6 mas ampliamente porque el
diagnéstico derivado de AIC, SC (Ludden et al., 1994; Zhang et al., 2010) SS y R? se

ajusta mejor a dicho modelo.

El acido sphaerélcico se encuentra mas concentrado en el compartimento periférico
(B) 40.46 pg/mL que en el compartimento central (A) 18.03 ug/mL, lo contrario
sucedid para la mezcla de escopoletina y tomentina, la cual estaba mas concentrada
en (A) 63.57 pg/mL que en (B) 27.86 npg/mL. La constante de velocidad de
eliminacion aparente de primer orden (kio) fue 2.6 veces mayor para la mezcla de
cumarinas en comparacion con los mismos parametros determinados para el acido

sphaeralcico.

El &cido sphaerélcico mostré una velocidad de transferencia desde el compartimento
central al compartimiento periférico (ki2) 0.249 min™*, menor a la de las cumarinas en
mezcla (0.787 min™); en contraste, la constante de velocidad aparente de primer
orden desde el compartimento periférico hasta el compartimento central (ko;) fue de
0.624 min™ para el acido sphaerélcico y 0.424 min™ para la mezcla de cumarinas.
Para ambos, acido sphaeralcico y cumarinas en mezcla, se observo una vida media

promedio mas corta en el compartimento central (t,a) de 0.781 min y 0.534 min,
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respectivamente, en comparacion con la vida media en el compartimento periférico

(tB) 20.634 min y 16.70 min, respectivamente.

La concentracion inicial (Cp) es mayor para la mezcla de escopoletina y tomentina
91.44 nug/mL que para el acido sphaeralcico 58.49 ug/mL, el volumen de distribucion
(V) para é&cido sphaeralcico 0.591 (mg)-(ug/mL)™* es superior a las cumarinas en
mezcla 0.068 (mg)-(ug/mL)?* esto se relaciona con la menor eliminacién de &cido
sphaeralcico debido a que el compuesto se distribuye mas que las cumarinas. El
aclaramiento (CL) para el acido sphaerélcico (0.028) fue tres veces mayor al valor CL
de las cumarinas en mezcla (0.009). El AUC para el acido sphaerélcico y la mezcla
de cumarinas (en el intervalo de inicio definido (0 min) al final de la evaluaciéon (60
min) y para la dilucion infinita (0—<) proporcioné valores de 1064.3 y 1224.8
ng-(mL-min)™ para el primero de los pardmetros, respectivamente, 665.02 y 720.77

ng-(mL-min)™ para el otro parametro, en el mismo orden.

El periodo de tiempo en que el contenido total de los compuestos activos permanece
en el sistema, determinado con el area bajo la curva desde el momento inicial
(AUMC), fue superior para el acido sphaeralcico (35,880.3) en comparacion con la
mezcla de cumarinas (16,230.3) medida en pg-(mL-min)® Esto determina el valor del
tiempo medio de residencia (MRT), el cual es mas alto para el acido sphaeralcico
(29.29 min) que para la mezcla de escopoletina/tomentina (22.52 min). Y finalmente,
el volumen aparente de distribucion en el estado estacionario (Vss), para el acido
sphaeralcico (0.826) fue cuatro veces mayor con respecto a la mezcla de cumarinas

(0.195) cuantificados en mg/(ug/mL).
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Como se mencion6 anteriormente, el comportamiento tanto del &cido sphaeralcico,
como el de las cumarinas en mezcla después de la administracion intravenosa, se
ajustdé mejor al modelo de dos compartimentos ya que los pardmetros de diagnéstico
de Criterio de informacion de Akaike (AIC) y Criterio de Shawn (SC) fueron més
bajos para el modelo de dos compartimentos para &cido sphaerélcico: AIC,.
compartimentos  20.33 < AlCi.compartimento  34.13,  SCo.compartimentos 21.12<34.52 SCi.
compartimento- Para la mezcla de cumarinas, los valores fueron, AIC;.compartimentos
19.49<AIC1 compartimento 28.12,  SCy.compartimentos  20.28<  SCi.compartimento  28.5. LOS
resultados anteriores también se pueden apreciar en el grafico que se muestra en las

Figuras 12 y 13 y Cuadro 10.
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Cuadro 10. Parametros farmacocinéticos después de la administracion intravenosa
de la mezcla de cumarinas (tomentina y escopoletina) y acido sphaeralcico presentes
en la fraccion SaTES estandarizada de Sphaeralcea angustifolia en el plasma de

ratones ICR; n=3. El andlisis se realiz6 en los modelos de uno y dos
compartimientos.

Mezcla de cumarinas

Aelie® spitErleiee (tomentina y escopoletina)

Modelo Modelo Modelo Modelo
mono- bi- mono- bi- Unidades
compartimental compartimental compartimental compartimental
A 18.027 - 63.570 ug/mL
B 40.461 - 27.862 ug/mL
Kio 0.032 0.048 0.047 0.126 1/min
Kip, - 0249 - 0.787 1/min
koy - 0.624 - 0.424 1/min
typr e 0781 - 0.534 min
tyep 20.634 - 16.701 min
tie 21.245 - 14641 - min
a e 0880 - 1.297 1/min
B e 0034 - 0.041 1/min
Co 41.726 58.489 30.773 91.438 ug/mL
Vv 0.828 0.591 0.220 0.068 (mg)/(ng/mL)
CL 0.027 0.028 0.010 0.009 (mg)/(ng/mL)/min
AUC.60 1098.375 1064.322 612.085 665.022 pug/mL*min
AUCjine  1278.978 1224.828 650.047 720.770 pug/mL*min
AUMC  39202.118 35880.304 13731.187 16230.343 pg/mL*min?
MRT 30.651 29.294 21.123 22.518 min
Vss 0.828 0.826 0.220 0.195 mg/(ug/mL)

Diagnoésticos

Mezcla de cumarinas
(tomentina y escopoletina)

Modelo Modelo Modelo Modelo
mono-

: ) mono- . )
, bi-compartimental , bi-compartimental
compartimental compartimental

Acido sphaeralcico

SS 28.440 3.937 14.580 3.587
R? 0.996 0.999 0.995 0.999
AIC 34.131 20.333 28.116 19.497
SC 34.520 21.122 28.511 20.285

Los datos fueron analizados por el programa Pk Solver en los modelos de uno y dos

compartimentos. Para establecer el comportamiento de la variacion de concentracion de los
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compuestos analizados, se utilizaron las siguientes funciones: Cp =Ae™"+Ce™ (modelo de

un compartimento) y Cp =Ae“+Be™+Ce*" (modelo de dos compartimentos). Cp es la
concentracion plasmatica (ug/mL); A, B y C son la concentracion plasmatica (ug/mL) de
acido sphaeralcico y mezcla de cumarinas (tomentina y escopoletina) en los compartimentos
central y periférico, respectivamente; ka es la constante aparente de velocidad de absorcion
de primer orden; ki, es la constante de velocidad de transferencia aparente de primer orden
desde el compartimento central al compartimento periférico;k;o es la constante de velocidad
de eliminacion desde el compartimento central aparentemente de primer orden; ky; es la
constante de velocidad de transferencia aparente de primer orden desde el compartimento
periférico al compartimento central; t;,o y t1,p es el tiempo medio de absorcion para el
compartimento central y periférico; o y B son las constantes empiricas correspondientes a
los coeficientes de los exponentes de los valores de Ay B. Cy es la concentracion inicial del
compuesto en el tiempo cero; V es el volumen de distribucion aparente; CL es el
aclaramiento aparente total del cuerpo; AUCy_.. y AUCqy_s0 min son las areas bajo la curva de
plasma (AUC) de 0 a infinito y de 0 a 60 min, respectivamente, AUMC es el area bajo el
primer momento de la curva; MRT es el tiempo medio de residencia y Vss es el volumen
aparente de distribucién en estado estacionario. La bondad del ajuste se evalué con los
criterios de informacién de Akaike (AIC), la suma de cuadrados (SS), los criterios de Schwarz

(SC) y el coeficiente de determinacién (R?) como un modelo de dos compartimentos.

62



100

_ Predicha
g ] o0 Observada
= i
=
[
8 10 -
© ;
= ]
D)
(&) h 0]
c -
(@]
O i
1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80

Tiempo (min)

Figura 12. Andlisis de las variaciones de concentracion de acido sphaeralcico en
plasma con respecto al tiempo en minutos, después de la administracidon intravenosa
de la fraccion SaTES estandarizada. La linea representa la prediccion del
comportamiento dependiente de la concentracion siguiendo un modelo de dos
compartimentos.
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Figura 13. Analisis de la variacion de las concentraciones de la mezcla de tomentina
y escopoletina en plasma con respecto al tiempo después de la administracion
intravenosa de la fraccion SaTES estandarizada. La linea representa la prediccion
del comportamiento dependiente de la concentracién siguiendo un modelo de dos
compartimentos.
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VIII.4.3 Farmacocinética de productos de excrecion

Después de la administracion oral de 400 mg/kg de fraccion activa SaTES, la mezcla
de tomentina y escopoletina se detectd en orina desde las primeras 4 h hasta las 24
h (Figura 14); en las heces, se detectaron niveles bajos de 4 a 12 h, a las 24 h se
observo una concentracion acumulativa de ellas. Este comportamiento sugiere que la
eliminacion de cumarinas es principalmente renal (Cuadro 11, Figura 15). Al
contrario, las concentraciones de 4cido sphaeralcico en orina fueron mas bajas entre
las 12 y 24 h; Los mayores contenidos de este compuesto se detectaron en heces a
partir de 4 h. Por lo tanto, la principal via de eliminacion del acido sphaeralcico es la

hepatobiliar (Cuadro 11, Figura 16).
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Figura 14. Perfiles cromatograficos de la mezcla de tomentina y escopoletina (rt =
11.457 min), y acido sphaeralcico (rt = 23.319 min) detectados en extractos de heces
(a) y orina (b) recolectados a las (1) 4, (II) 8, (lll) 12 y (IV) 24 horas, después de una

administracion oral Gnica de fraccién SaTES estandarizada.
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Cuadro 11. Excrecion de la mezcla de cumarinas (tomentina y escopoletina) y acido

sphaerélcico por orina y heces durante las primeras 24 horas, después de una

administracion oral Unica (400 mg/kg) de fraccion SaTES estandarizada.

SR HLale 2 /orina total /heces totales
Tiempo | total | totales Hg hg

(h) . Acido . Acido

i {mgy) || CHmaines sphaeralcico SmEneE sphaeralcico
0 0.00 0.00 0.00£0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00
4 2.05 131.8 70.75+0.12 0.00+0.00 0.30+0.03 25.97+0.13
8 1.00 193.5 39.69+0.09 0.00+0.00 1.97+0.03 64.99+0.10
12 0.65 139.7 28.30+0.10 3.15+0.04 2.42+0.09 42.49+0.14
24 4.00 630.2 15.87+0.11 1.25+0.06 11.46+0.14 20.55+0.11

Dos grupos de 10 ratones.

El analisis no compartimental del 4cido sphaeralcico y la mezcla de escopoletina y
tomentina después de la administracion Unica de la fraccion SaTES estandarizada,
no asume ningun modelo farmacocinético, si no que analiza la concentracion de los

compuestos en heces y orina con respecto al tiempo con ecuaciones algebraicas.

Las constantes de velocidad de eliminacion terminal de primer orden (Az), calculadas
a partir de la fase de desintegracion en las curvas semi-logaritmicas de las
concentraciones versus tiempo, fueron similares para ambos tipos de compuestos
(Cuadro 12): mezcla de cumarinas en orina y acido sphaeralcico en heces (0.064 y

0.066 h™, respectivamente).

La vida media de eliminacién (t1,) de la mezcla de escopoletina/tomentina en orina y
de &cido sphaerdlcico en heces también fue similar (10.909 y 10.506 h™,

respectivamente). El ty, de la eliminacién esta influenciado por los volumenes de
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distribucion (Vz/F) y aclaramiento, el acido sphaeralcico se distribuyd 81.16 % mas
que las cumarinas en mezcla; el aclaramiento total aparente después de la
administracion oral (CI/F) de acido sphaerélcico es mayor al de las cumarinas en
mezcla, por lo tanto, para una mayor clarificacion, la vida media es menor. Por el
contrario, si el aclaramiento es menor, como es el caso de las cumarinas, su ty;, sera
mayor (Cuadro 12). Este parametro es esencial para conocer los intervalos de

dosificacion de los compuestos.

El Tmax€s el tiempo en el cual se obtiene la concentracion maxima (Cnax), €Sto ocurre
cuando la velocidad de absorcién es igual a la velocidad de eliminacion. La Cpax esta
relacionada con la via de eliminacién, la via fecal implica un proceso mas complejo,
por lo que cualquier factor que influya en las constantes de absorcion y la velocidad
de eliminacion influird en el valor del Tnax. Con base en que el acido sphaeralcico
alcanzo la Cnsax a las 8 h, se propone que se elimind por excrecién biliar o por vias
enterohepaticas, y no tanto por la via gastrointestinal. Mientras tanto, la eliminacion
renal de cumarinas mostré6 una Cnyax a las 4 h (Cuadro 12). El aclaramiento total
aparente de compuestos (CI/F) como un indicador de la capacidad del organismo
para la eliminacion de compuestos indican que el higado eliminé el &cido
sphaeralcico a travées de la bilis; El valor de aclaramiento de la mezcla de cumarinas
fue casi 6 veces menor que el del acido sphaeralcico, lo que indica que su

eliminacién es mas eficiente por via renal.
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El &rea bajo la curva (AUC) es una medida de biodisponibilidad que relaciona las
variaciones de concentracion en un tiempo determinado (AUCo_i) y en el infinito
(AUCq_.«). Los valores de AUC_.yo-.- para acido sphaeralcico fueron mas bajos que
los determinados para las cumarinas en mezcla, probablemente debido a su
preferente via de eliminacién, que depende de su absorcibn en el tracto
gastrointestinal, puesto que alcanzar la Tmax para el acido sphaeralcico requiri6 mas

tiempo (Cuadro 12).

Los valores de la ultima concentracion observada en relacién con la concentracion
maxima (Ciast obs/Cmax), fueron similares para la mezcla de cumarinas y el acido
sphaeralcico (Cuadro 12). AUMC indica la cantidad de compuesto que ingresa en el
primer momento de la curva (biodisponibilidad), que ha alcanzado el interior del
compartimiento en el primer momento del célculo, AUMC para cumarinas mixtas es

mayor que la del acido sphaeralcico (Cuadro 12).

El tiempo medio de residencia (MRTy_..) es el tiempo que los compuestos necesitan
salir del organismo (Cuadro 12). El valor de MRT indic6 que &cido sphaeralcico
necesita 1 h mas que las cumarinas en mezcla, debido su gran distribucién (Vz/F), el

valor de MRT de acido sphaerélcico es mayor al de las cumarinas.
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Cuadro 12. Parametros farmacocinéticos en el modelo no compartimental de la
mezcla de cumarinas (tomentina y escopoletina) y acido sphaeralcico en orina y en

heces de ratones ICR, después de la administracion oral de la fraccion SaTES

estandarizada.
Mezcla de Acido
No-compartimental CHmEiliG: =RlifellEice Unidades
Orina Heces
(A2) 0.064 0.066 1/h
t1 10.909 10.506 h
Tmax 4 8 h
Crnax 73.08 65.235 ng/mL
Ciast_obs/Cmax 0.279 0.297
AUC o_ 759.082 693.001 ug/mL-h
AUC o« 1080.345 986.321 pg/mL-h
AUC o.t/0_ 0.702 0.703
AUMC ¢« 20112.986 19457.701 pg/mL-h?
MRT o« 18.617 19.728 h
Vz/F 0.100 0.531 (mg)/(ug/mL)
Cl/F 0.006 0.035 (mg)/(ug/mL)/h

Los datos fueron analizados con el programa Pk Solver en el modelo no compartimental.
Para establecer el comportamiento de la variaciébn de concentracion de la mezcla de
cumarinas y el acido sphaerélcico en orina y heces, se utilizaron las siguientes funciones:
lambda z (Az) es la constante de velocidad de primer orden de las curvas de eliminacion (log-
lineal) (1/h); ty, es el tiempo medio de eliminacion (h); T €S el tiempo de concentracion
maxima (h); Cnax €s la concentracion maxima (ug/mL); Ciast obs/Cmax €S la Ultima
concentracion observada/concentracion méaxima; AUC,_; y AUC,_... son las areas bajo curva
(AUC) de 0 a 24 h y de 0 a infinito (ug/mL-h); AUMC ,_... &rea bajo el primer momento de la
curva (AUMC) de 0 a infinito (ug/mL-h®; MRT,_.. es el tiempo de residencia promedio

observado de 0 a infinito (h); Vz/F es el volumen aparente de distribucion durante la fase
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terminal después de la administracion no intravenosa ((mg)/(ug/mL)); CI/F_obs es el
aclaramiento total aparente del compuesto en el organismo después de la administracion
oral ((mg)/(ng/mL)/h).
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Figura 15. Excrecion de la mezcla de cumarinas (tomentina y escopoletina) en orina
con respecto al tiempo, después de una administracion oral Unica (400 mg/kg) de
fraccion SaTES estandarizada.
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Figura 16. Excrecion de &cido sphaeralcico en heces con respecto al tiempo,
después de una administracion oral uUnica (400 mg/kg) de fraccion SaTES
estandarizada.
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IX. Discusion

Sphaeralcea angustifolia es una planta usada tradicionalmente en México para tratar
enfermedades inflamatorias. Los compuestos identificados responsables del efecto
antiartritico e inmunomodulador son el acido sphaeralcico, escopoletina y tomentina
(Pan et al., 2010; Pérez -Hernandez et al., 2014; Nicasio-Torres et al., 2016 y 2017).
Este antecedente apoya el desarrollo de un nuevo fito-medicamenté de

administracion oral estandarizado en estos compuestos activos.

La via de administraciébn mencionada esta establecida por la Norma Oficial Mexicana
(NOM-248-SSA1-2011) y el Reglamento de Suministros de Salud 2014, que indican
que los medicamentos de origen vegetal deben administrarse por via oral o topica.
Ademas, para su registro se requieren estudios preclinicos que incluyan estudios de
seguridad, estabilidad, actividad farmacoldgica y andlisis farmacocinéticos, entre

otros, con el fin de proporcionar productos de calidad al consumidor.

Hasta donde conocemos, este es el primer estudio acerca de la validacién de los
métodos analiticos, desarrollado para los compuestos antiartriticos tomentina,
escopoletina y acido sphaeralcico, el cual fue til para la evaluacién farmacocinética.
La cuantificacién de tomentina y escopoletina se dio como un solo valor ya que no
fue posible resolver los picos cromatograficos resultantes (rt = 11.457 min); ambos
compuestos tienen estructuras quimicas muy similares y tienen tiempos de retencion
muy cercanos. La fraccion de SaTES se estandarizé en una mezcla de tomentina y

escopoletina 17.19 mg/g y acido sphaeralcico 86.4 mg/g.
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La fraccibn contiene (tomentina y escopoletina) ya que de esta fraccion, se
purificaron los tres compuestos activos, sin embargo, para la validacion del método
analitico se decidié evaluar escopoletina (Sigma-Aldrich) debido a su pureza y

disponibilidad.

Las concentraciones de la mezcla de cumarinas (71.47 npg/mL) y de acido
sphaerélcico (413.64 ug/mL) fueron mayores en el compartimento central (A) que en
el compartimento periférico (B). La constante de velocidad de absorcion de primer
orden (k,) para la mezcla de cumarinas (0.390 min™) fue méas alta que la del acido
sphaeralcico (0.273 min™), lo que indica que la mezcla de cumarinas se absorbe més

rapido que el &cido sphaeralcico.

La velocidad de eliminacion del compartimento central es aparentemente de primer
orden (kip) depende de la cantidad de compuesto presente en el compartimento
central; esta constante fue mayor para el acido sphaeralcico (0.127 min™) que para
las cumarinas en mezcla (0.085 min™). Este hallazgo se correlaciona con la mayor
concentracion de acido sphaeralcico en el compartimento central que en el periférico
el cual es un 82.72 % mas concentrado a las cumarinas. La velocidad de
transferencia es aparentemente de primer orden (k;2) desde el compartimento central
al periférico fue 46 % mayor para la mezcla de cumarinas que para el acido

sphaeralcico.

Este hallazgo se correlacion6 con los valores de la velocidad de retorno del

compartimento periférico al compartimento central (k.1), que también son superiores
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para la mezcla de cumarinas. Por lo tanto, para los compuestos, la vida media en el
compartimento periférico t;,f fue mayor que la vida media en el compartimento

central ty»a.

Acido sphaeralcico tiene un volumen de distribucion (V/F) 38.73 % mas alto que las
cumarinas, un gran volumen de distribuciébn revela una fuerte tendencia a la
distribucion fuera de la sangre para irse hacia los tejidos (Philip-Rowe, 2012). Este
volumen de distribucién no corresponde con el volumen real del cuerpo o sus
compartimientos, sino que esta relacionado con la distribucion de los compuestos en
el organismo. Cuando un compuesto se une demasiado a los tejidos, solo queda
circulando una pequefia parte de la dosis, por lo que la concentracion plasmatica
sera baja y el volumen de distribucion grande, por el contrario los compuestos como
son las cumarinas en mezcla, que permanecen en el torrente circulatorio tienden a

presentar volimenes de distribucion menores (Toutain y Bousquet, 2004).

El aclaramiento total aparente con respecto a la biodisponibilidad (CL/F) después de
la administracién oral, sefiala la capacidad que tiene el organismo para eliminar un
compuesto, el valor del &cido sphaeralcico fue dos veces mayor que el calculado
para las cumarinas en mezcla, lo que indica que mas volumen de sangre o plasma

es depurado de acido sphaeralcico por unidad de tiempo (Barrett et al., 2013).

El acido sphaerélcico alcanzo la Cnax de 10.45 pg/mL a los 4.00 min, y las cumarinas
en mezcla tuvo una Cysx de 3.77 ug/mL a los 3.23 min. Este Gltimo se midio por el

AUC de las concentraciones plasmaticas (AUCy_. Yy AUCy_240), l0 que refleja la
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cantidad total del compuesto que llega a la circulacién sistémica. El MRT de ambos
compuestos es muy cercano, esto se relaciona, con que el tiempo de vida media en
el compartimento B (t12p) para ambos compuestos es superior, al tiempo que pasan

en el compartimiento a.

Se realiz6 la prueba de comportamiento farmacocinético después de Ila
administracion intravenosa tanto de &cido sphaeralcico como de la mezcla de
cumarinas, con lo observado de los valores de V y CL permitieron el establecimiento
del pardmetro F (Biodisponibilidad absoluta) durante la administracion oral del
extracto con la fraccion SaTES estandarizada. El parametro de biodisponibilidad, F,
presentd valores entre el 16% y 45% para el acido sphaerélcico y entre 8% y 13%

para la mezcla de cumarinas.

Los compuestos se ajustaron a un modelo de dos compartimentos y se encuentran
biodisponibles en plasma; y se pueden considerar compuestos con potencial
actividad antiartritica ya que no se detectaron productos derivados de su

biotransformacion.

La eliminacién de un compuesto es una de las fases mas importantes de los andlisis
farmacocinéticos, el cual define el comportamiento de la concentracién de
compuestos activos en el plasma con respecto al tiempo (Haberer, 2016). Los
compuestos activos acido sphaeralcico y las cumarinas en mezcla se identificaron en
heces y orina; fue posible definir que después de su absorcion en el organismo,

tienen diferentes vias de eliminacion, ya que la mezcla de escopoletina y tomentina
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su eliminacién fue por la via renal y la eliminacion del acido sphaerélcico fue

principalmente por la via hepatobiliar.

No se detectaron productos derivados de la eliminacion de escopoletina y tomentina,
sin embargo, la eliminacion renal de compuestos intactos no descarta que tales
sustancias también puedan eliminarse mediante procesos de biotransformacion y
gue finalmente una parte sustancial de sus metabolitos inactivos sean eliminados por
el rindn. La concentracion final de las cumarinas en mezcla excretadas en la orina
son el resultado de la filtracion glomerular y la secrecion tubular, menos la

reabsorcion tubular (Aleixandre & Puerro, 2010).

Por lo tanto, es posible establecer que las cumarinas son eliminadas principalmente
por via renal, debido a que fue posible detectar estos compuestos dentro de los
pardmetros de LOQ y LOD en muestras de orina y no tanto en las heces, por lo que
podria hacerse la evaluacion del comportamiento de la concentracidon en un curso
temporal. Por consiguiente, fue posible determinar los parametros farmacocinéticos

para la eliminacién renal.

La via de eliminacion del acido sphaeralcico fue fecal. EI organismo elimina los
compuestos a través de las heces de tres diferentes formas: la primera es a través
de la excrecion biliar relacionada con los procesos de biotransformacion de
sustancias y productos de biotransformacion (Flérez-Beledo et al., 2013); Este
proceso no ocurrié para el acido sphaeralcico debido a que no se detectaron

productos de biotransformacion en las heces. La segunda modalidad de eliminacion
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fecal es a través de la circulacion enterohepatica; en este proceso, durante el transito
intestinal el &cido sphaeralcico, se absorbe pasivamente en el intestino, a favor de un
gradiente de concentracion. De esta manera, el compuesto activo puede detectarse
en el torrente sanguineo y eventualmente transportarse al higado, en principio
mediante circulacion sistémica o un proceso de circulacién hepatica completo. De
esta manera, la disposicion final del &cido sphaeralcico es mediante la eliminacion
activa en la luz intestinal a través de la bilis o el epitelio intestinal. La diferencia de
tiempo, entre el proceso de absorcion intestinal y la disposicion final corresponde al
tiempo de residencia, el cual retrasa la caida de las concentraciones plasméticas y

prolonga la duracién del efecto (Florez-Beledo et al., 2013).

La tercera forma es a través de la excrecion intestinal. El acido sphaeralcico pasaria
directamente a través del tracto gastrointestinal y sin ninguna alteracién se eliminaria
en las heces. Este compuesto es absorbido porque ha sido detectado en plasma. No
es posible descartar ninguna de las tres modalidades en la eliminacion del acido
sphaeralcico en las heces. Sin embargo, se pueden observar los siguientes
aspectos: la diferencia entre la cantidad de acido sphaeralcico administrado (34.56
mg/kg) en 400 mg de fraccion SaTES y la recuperada en las heces (Cmax 64.99
ug/heces totales en un Tnax de 8 h), lo que implica una diferencia de
aproximadamente tres 6rdenes de magnitud, lo que nos hace pensar que en algun

lugar se debe distribuir una gran cantidad de acido sphaeralcico desde el organismo.

Se puede argumentar que el acido sphaeralcico se elimina por excrecién biliar o por

eliminacién enterohepatica. La prediccion se basa en el hecho de que para su
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eliminacion se deben considerar los siguientes puntos: entre los parametros
farmacocinéticos se puede observar que el volumen aparente de distribucion durante
la fase terminal después de la administracién no intravenosa (Vz/F_obs), acido
sphaeralcico se distribuye un 81% mas que la mezcla de cumarinas, por esta razon
su eliminacion es mas lenta y su Cnax Y Tmax S€ ven afectadas, lo que se alcanza a

las 8 h, 4 h después de las cumarinas en la mezcla.

X. Conclusioén

Se desarrollé un método analitico confiable para el analisis de los compuestos
activos antiartriticos escopoletina, tomentina y acido sphaeralcico, el cual se utilizé
en el estudio farmacocinético. Los valores farmacocinéticos de acido sphaerélcico
indican que es un compuesto que tiene la capacidad de absorberse, estar
biodisponible y llegar un compartimiento periférico y pasar en este compartimiento un
periodo de tiempo mayor al que pasa en un compartimento central, se distribuye con
facilidad, el aclaramiento y vida media, indican que es un compuesto facil de ser

eliminado del organismo.

Los valores farmacocinéticos de la mezcla de cumarinas muestran que son
compuestos que tienen la capacidad de absorberse, pasar a un compartimiento
periférico y ademas estar mas tiempo en este compartimiento que en el central,
tienen una buena biodisponibilidad plasméatica, permanecen mas tiempo en el
organismo, debido a su lento aclaramiento plasmatico y a su tiempo medio de

residencia.
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La eliminacion de acido sphaerélcico es primordialmente hepatobiliar ya que la
presencia acumulativa de este compuesto se observa principalmente en heces,
debido a que en orina se ven concentraciones muy bajas del compuesto hasta las 12
h después de su administracion. La eliminacion de la mezcla de escopoletina y
tomentina es principalmente renal. La informacion proporcionada permitird el disefio
de un fito-medicamenté de administracion oral, efectiva y segura, util para el

tratamiento de la artritis reumatoide.

Xl. Perspectivas

¢ Disefiar un fitomedicamento de administracion oral (cipsulas) estandarizado
en los antiartriticos escopoletina, tomentina y acido sphaerélcico, que cumpla

con los atributos de calidad establecidos, seguridad y eficacia terapéutica.

¢ Evaluar las propiedades de calidad fisicas, quimicas, biolégicas vy

microbioldgicas deseables del fitomedicamento.

¢ Realizar estudios de estabilidad por un tiempo determinado bajo la influencia
de temperatura, humedad o luz en el envase que lo contiene, para definir el

periodo de vida util y fecha de caducidad.

¢ Realizar estudio clinico fase | del fitomedicamento para determinar su
farmacodinamia y farmacocinética, a través de un protocolo aprobado por la

Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS).

¢ Realizar estudio clinico fase Il del fitomedicamento para ajustar la dosis

terapéutica, seguridad y eficacia, a través de un protocolo aprobado por la
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Comision Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS).

¢ Realizar estudio clinico fase Ill del fitomedicamento para determinar la dosis
terapéutica, seguridad y eficacia, a través de un protocolo aprobado por la

Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS).
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1. Introduction

Sphaeralcea angustifolia (Cav.) G. Don (Malvaceae)is a plant used in inflammatory illnesses. The scopoletin
was the main responsible compound for the anti-arthritic effect in this species. The therapeutic effective-
ness of a 5. angustifolia dichloromethane extract gel standardized in scopoletin was confirmed in patients
with osteoarthritis. Cells in suspension cultures from S. angustifolia were established for scopoletin pro-
duction; in addition, tomentin, and sphaeralcic acid compounds were isolated from this culture. Tomentin
and sphaeralcic acid showed also anti-inflammatory and immunomaodulatory effects. Validation of HPLC
quantification methods for sphaeralcic acid, and scopoletin and tomentin was performed in addition to
extraction efficiency and stability of the active compounds. The pharmacokinetic parameters of scopo-
letin and tomentine in mixture, and sphaeralcic acid after oral administration of standardized active
fraction indicated that these compounds followed a two-compartment model; they were bioavailable in
plasma (absorbed) and distributed to blank organs. No products derived from their biotransformation
were detected. The objective of this work was to determine the pharmacokinetic constants of urinary and
fecal elimination in mice of the anti-arthritic compounds, after oral administration (400 mg / kg) of a stan-
dardized active fraction (SaTES) of 5. angustifolia. It was established that the coumarin mixture (scopoletin
and tomentin) were eliminated by the urine; while, sphaeralcic acid was mainly eliminated by fecal path,
following both a non-compartmental behavior. No products derived from their biotransformation were
detected.

© 2020 Published by Elsevier B.V.

compound of anti-arthritic effect in this species. Scopoletin ele-
vated the mean body weight of adjuvant-induced arthritic rats;

Sphaeralcea angustifolia (Cav.) G. Don (Malvaceae) is a plant
widely used in Mexican traditional medicine to treat illnesses that
involve inflammatory processes as gum infection, hurts, fractures
and wounds [1]. Pharmacological researches of dichloromethane
extract from S, angustifolia aerial tissues showed anti-inflammatory
and immunomodulatory activities on pro-inflammatory inter-
leukin IL-13, IL-6, tumor necrosis factor alpha (TNF-o) and
anti-inflammatory interleukin IL-10 production in adjuvant-
induced arthritic rats [2]. The scopoletin was the main responsible

* Corresponding author.
E-mail address; enriqueferrer.mx@yahoo.com (E, iménez-Ferrer),

hitps://doi.org/10.1016/j,jpba.2020.113143
0731-7085/© 2020 Published by Elsevier B.V.

rats showed a near-normal histological architecture of the joints
and a reduced new blood vessel formation in the synovial tissues.
Furthermore, scopoletin downregulated the overexpression of vas-
cular endothelial growth factor, basic fibroblast growth factor and
IL-6in the synovial tissues [3]. A topical phytomedicine in a gel pre-
pared with 1 % of dichloromethane extract of 5. angustifolia aerial
tissues standardized in scopoletin was evaluated in patients with
osteoarthritis for 4 weelks [4]. Therapeutic effectiveness (89 %) in
the patients treated with 5. angustifolia gel was similar to therapeu-
tic effectiveness of 2 % diclofenac gel (91 %). None of the treatments
presented any adverse effects [4].

The cells in suspension from S. angustifolia cultivated in Erlen-
meyer flaks and in stirred tank bioreactor have been already used
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Fig. 1. Chemical structures of active compounds standardized in the SaTES fraction obtained from Sphaeralcea angustifolia cell suspension [5] (Pérez-Herndndez et al. 2014).

for scopoletin production; tomentin and sphaeralcic acid were
isolated from this culture and they were also detected in the
wild plant [5-7]. Dichloromethane extract from cells in suspen-
sion, tomentin and sphaeralcic acid showed anti-inflammatory
activity and modulate pro-inflammatory IL-1[3, TNF-ac and anti-
inflammatory 1L-4 and IL-10 production in kaolin/\-carrageenan
arthritic mice. Chemical research (Fig. 1) leads to the conclusion
that the main responsible for the anti-arthritic effect were scopo-
letin and tomentin, and sphaeralcic acid [4-6,8].

Validation of an analytical methad by HPLC of active compounds
for their determination in plasma was established. After a single
oral administration in mice of SaTES standardized fraction from S.
angustifolia cell suspension, and according to the pharmacokinetic
behavior scopoletin, tomentin and sphaeralcic acid was adjusted
to the two-compartment model, the compounds were bioavailable
in plasma absorbed, and distributed to blank organs. No prod-
ucts derived from their biotransformation were detected (Data
not reported). The elimination characteristics of a drug are impor-
tant for a phytomedicine design, for that reason, it is important
to identify the elimination via and pharmacokinetic parameters
for scopoletin, tomentin and sphaeralcic acid after a single oral
administration of SaTES standardized fraction in mice.

2. Material and methods
2.1. Cells in suspension culture of Sphaeralcea angustifolia

The 5. angustifolia cell suspension was previously established
from leaves of plants collected in the State of Hidalgo, Mexico, and
botanically identified by Abigail Aguilar M.Sc, at the Mexican Insti-
tute of Social Security Herbarium IMSSM with code number 14,294
[5]. Cells in suspension in batch were cultivated in MS medium
with total nitrate content reduced to 2.74 mM, supplemented with
1.0 mg/L of a-naphtaleneacetic acid plus 0,1 mg/L of kinetin, 30/L

of sucrose and growing at conditions already described for active
compounds production in Erlenmeyer flaks of 1L [5-7].

2.2. Preparation of SaTES active fraction

Dried biomasses (100g) were extracted with 2L of
dichloromethane:methanol (1.8 L:0.2L) for analysis (Merck,
Mexico), three times by maceration at room temperature for 24 h
each one, The extracts obtained were clarified through filter paper,
pooled, and concentrated to dryness under reduced pressure [9].

The dichloromethane: methanol extract was fractionated by sil-
ica gel column chromatography (9 = 28 cm, 70-230 mesh; Merck)
employing a gradient system of n-hexane:ethyl-acetate grade-
reactive solvents (Merck). Ten fractions of 200 mL from 50:50 and
60:40 gradient system with tomentin, scopoletin and sphaeralcic
acid were integrated into SaTES active fraction [5]. SaTES fraction
was analyzed by HPLC and standardized based on the content of
tomentin and scopoletin in mixture and sphaeralcic acid.

2.3. Pharmacokinetic analysis

Female of ICR mice (30-35g, Envigo, México City) were inte-
grated in 10 animals per cage and preserved in the bioterium at
25°C, with a 12 hlight/dark cycle, and water and food (pellets from
Harlan Rodent Lab Diet) ad libitum access. The ethical use of animals
was done accordance with the Mexican Official Regulation, and
the research protocol approved through the Local Committee for
Research in Health, and Ethics from Instituto Mexicano del Seguro
Social (IMSS) with a registration number R-2016-1702-10.

Each animal, from 2 groups of 10 mice, was put in a metabolic
cage with free access to water and food. Mice were orally admin-
istered with a single dose (400mg/kg) of SaTES active fraction
standardized in tomentin and scopoletin in mixture (7 mg) and
sphaeralcic acid (35 mg). The feces and urine were collected at the
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Fig. 2. Chromatographic profiles of tomentin and scopoletin in mixture (rt=11.457 min), and sphaeralcic acid (rt=23.319 min) detected in feces {a) and urine (b) extracts
collected at (1) 4, (11) 8, (I11) 12 and (IV) 24 h, after a single oral administration of standardized SaTES fraction obtained from Sphaeralcea angustifolia cell suspensions,

beginning of study and after 4, 8, 12 and 24 h, the fresh fecal weight
and volume urine were recorded; subsequently, samples of feces
and urine were frozen and Iyophilized.

2.4. Extraction of active compounds in feces and urine

Samples of feces (100 mg) and urine were dissolved in 300 pL
of methanol and in sonication for 10min (Branson ultrasonics
2800 H); after that, to each sample were added 2 mLof CH3CN:TFA-
20 % (1:1), and shaken for 5min (IKA MS1 Minishaker) and in
maceration for 5 hat room temperature, Each sample extracted was
clarified through filter paper (Whatman, 1001-055), the extracts
were dry at room temperature and subsequently they dissolved in
1 mL of high purity methanol (Merck, Mexico) and filtered through
Teflon membrane (13 mm, 0.45 m, Life Science) for HPLC analysis.

2.5. HPLC analyses

The sphaeralcic acid and tomentin and scopoletin in mixture
determinations in the feces and urine extracts, were carried out
according to the HPLC method and concentration curves previously
stablished and validated according to the guidelines of analyti-
cal methods recognized by the Food and Drug Administration [10]
(FDA, 2018).

Analyses of HPLC were carried out in a Waters system (2695
Separation Module) coupled to a diode array detector (2996) with
a 190-600 nm detection range and operated by the Manager Mil-
lennium software system (Empower ver. 1; Waters Corporation,
Meéxico). Separations were performed inaSpherisorb RP-18 column
(250 x 4.6 mm, 5 pm; Waters Corporation) employing a constant
temperature of 25°C during the analyses. Samples (20 L) were
eluted at a 1.0mL/min flow rate with a gradient of mobile phases
of (A) high-purity H,0 with TFA (0.5 %) and (B) high-purity CH3CN
(Merck), and compounds detected by monitoring absorbance for
coumarins at A =340 nm and for sphaeralcic acid at A =357 nm. The
chromatographic method had a run time of 25 min.

The identification of scopoletin (99 %; Sigma-Aldrich Quimica,
México) and tomentin (93 %) in mixture, and sphaeralcic acid (95
%) was performed by comparing their retention times (tomentin
and scopoletin mixture 11.4 minand sphaeralcic acid 23.3 min) and
absorbance spectra. The concentration range for quantification of
tomentin was 0.62-20 p.g/mL, for scopoletin 1.25-20 pg/mL, and
for sphaeralcic acid at 2.5-40 pg/mL. The internal standard used
was dopamine rt =8.019min (10 pg/mL).

The regression equation for tomentin was
(v)=162940(x)+1268.2, 12=09994; for scopoletin, it was
(y)=165407(x)+16720, r2=0.9993, and for sphaeralcic acid it
was (y)=7381.9(x )+ 1362.2, r? =0.9998, with a r? >0.99. The LOQ

and LOD for sphaeralcic acid were 0.180 and 0.059 pg/mL with a
RSD 1.80 %; for tomentin they were 0.207 and 0.068 j.g/mL with a
RSD 2.07 %; and for scopoletin were 0.421 and 0.139 pg/mL and
RSD 4.21 %,

Quantification (LOQ) and detection (LOD) limits were calculated
using the equations LOD=3.3¢ | 5; LOQ=10c | s (where s is the
slope of the calibration curve and o is the standard deviation of the
slope), the relative standard deviation precision values (RSD <15 %)
were considered acceptable,

2.6, Pharmacokinetic parameters

The concentration values of tomentin and scopoletin in mix-
ture and sphaeralcic acid obtained at 0, 4, 8, 12 and 24 h were
expressed as the mean + Standard Deviation (SD). Pharmacokinetic
parameters were determined using the PKSolver add-in program
for Microsoft Excel written in Visual Basic for Applications [11] and
selection was made either from a no-compartment model.

3. Results

3.1. Contents of tomentin and scopoletin mixture and sphaeralcic
acid in mouse urine and feces

After oral administration of 400 mg/kg of SaTES active fraction
containing 7 mgof coumarins mixture and 35 mg of sphaeralcic acid
(Fig. 2). Tomentin and scopoletin mixture was detected in urine
from the first 4h until 24 h; in feces, were detected at lower lev-
els from 4 to 12 h, and at 24 h a cumulative concentration of them
was seen. This behavior suggests that the coumarins elimination is
primarily renal (Table 1, Fig. 3). Instead of, sphaeralcic acid con-
centrations in urine were lowest between the 12 and 24h; the
highest contents of this compound were detected in feces from 4 h
to 24 h. Therefore, the main elimination path of sphaeralcic acid is
hepatobiliary (Table 1, Fig. 4).

3.2. No-compartmental pharmacokinetic of sphaeralcic acid and
coumarins

The non-compartmental analysis of sphaeralcic acid and scopo-
letin and tomentin in mixture after the single administration of the
standardized SaTES fraction, does not assume any pharmacokinetic
model, then the concentration of the compounds in feces and urine
with respect to time were analyzed with algebraic equations.

The apparent elimination constants of first-order rate (Az),
calculated from the decay phase in the semi-logarithmic curves
of concentrations versus time, were similar for the compounds
(Table 2): mixture of coumarins in urine and sphaeralcic acid in
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Table 1

Excretion of coumarin mixture (tomentin and scopoletin} and sphaeralcic acid by urine and feces during the first 24 h, after a single oral administration (400 mgfkg) of

standardized SaTES fraction.

Time (h) Total urine Total feces pg/total urine pgftotal feces
mL (mg) Coumarins Sphaeralcic acid Coumarins Sphaeralcic acid
0 0.00 0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0.00 0.00+0,00
4 205 1318 70,75+012 0,00+0,00 0304003 2597 £0.13
8 1.00 193.5 39,69+009 0.00 0,00 197 £0.03 54,99 +0.10
12 0.65 139.7 2830£010 315+£004 242+0,09 42491014
24 4.00 630.2 1587 £0.11 1.25+0.06 11.46+0.14 20,55 +0.11

Two groups of 100 mice,
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Fig. 3. Excretion of coumarin mixture (tomentin and scopoletin) in urine with
respect to the time, after a single oral administration (400 mg/kg) of standardized
SaTES fraction,
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Fig. 4. Excretion of sphaeralcic acid in feces with respect to the time, after a single
oral administration (400 mg/kg) of standardized SaTES fraction,

Table 2

Pharmacokinetic parameters in the non-compartmental model of coumaring mix-
ture (tomentin and scopoletin) and sphaeralcic acid in the urine and feces of ICR
mice, after oral administration of standardized SaTES fraction.

feces(0.064 and 0.066 h~', respectively). Median elimination times
(tyj2) of scopoletin/tomentin mixture in urine and of sphaeralcic
acid infeces were also similar(10.909 and 10.506 h~!, respectively).
The half-life time is smaller because for each volume that is pro-
cessed, the compound contained in that volume is eliminated. The
ty2 of elimination is influenced by distribution and clearance vol-
umes (Vz [ F), sphaeralcic acid was distributed 81.16 % more than
the coumarins in mixture; in the same way, and the total apparent
clearance (Cl/F)of sphaeralcic acid is greater than that of coumarins
mixture, therefore to greater clarification. On the contrary, il the
clearance is lower, as is the case with coumarins, its ty; will be
higher (Table 2). This parameter is essential to know the dosing
intervals of the compounds.

- .. sphaeralcic acid was distributed 81.16 % more than the coumarins in
mixture” How do you explain this? Please write something for all those non
accustomed to this argument.

- “in the same way, and the. ..” Possible writing mistake?

Non- Coumarin mixture Sphaeralcic acid .
compartment  Urine Feces Units

(Az) 0.064 0.066 1/h

tiz 10,900 10,506 h

Tan 4 8 h

Conax 73.08 65.235 pg/mL
Crase.obs /Cmax 0279 0.297

AUC gt 759,082 693.001 pg/mLh

AUC g .n 1080.345 986.321 pg/mL-h

AUC gefone 0.702 0.703

AUMC . 20112986 19457.701 pe/mLh?
MRT g 18,617 19,728 h

Vz(F 0100 0.531 (mg)f{pg/mL)
Cl/F 0.006 0.035 (mg)/(pg/mL)/h

Twao groups of 100 mice,

The Tmax is the time at which a maximal concentration (Cmax) is
obtained, this occurs when the absorption rate is equal to the elim-
ination rate, The Cpay is related to the elimination route, the fecal
route involves a more complex process, so any factor that influ-
ences the absorption constants and elimination rate will influence
on the value of the Tppax. According to the Cyay of sphaeralcic acid
reached at 8h, it was proposed that sphaeralcic acid was elimi-
nated by biliary excretion or by entero-hepatic paths, and not so
much by the gastrointestinal route. Meanwhile, the renal elimi-
nation of coumarins showed a Cpax at 4h (Table 2). The apparent
total clearances of compounds (CI/F) as an indicative of the organ-
ism capability for compounds elimination indicate that sphaeralcic
acid was removed by the liver through the bile; the clearance value
of coumarin mixture was almost 6 times lower than that for sphaer-
alcic acid, indicating that their elimination is more efficient by the
renal route.

The area under the curve (AUC) is a measure of bioavailabil-
ity that relates the concentration variations at determined time
(AUCy_. () and at infinity (AUCy_ ). The values of AUCy_, /
AUCy _. ., for sphaeralcic acid were lower than those determined for
coumarins in mixture, probably due to elimination rout of sphaer-
alcic acid depends of its absorption in the gastrointestinal tract,
beside the reached Ty, for sphaleric acid was longer (Table 2).

Values of the last detectable concentration in relation to the
maximal concentration (Cjase obs/Cmax) Were similar for coumarin
mixture and sphaeralcic acid (Table 2). AUMC indicates the amount
of compound that enters the first moment of the curve (bioavail-
ability), which has reached the interior of the compartment at
the first moment of the calculation, AUMC for mixed coumarins
is higher than that for sphalerical acid (Table 2).

The median residence times (MRTp_ . ) is the time that the com-
pounds need to leave from organism (Table 2). MRT value indicated
that sphaeralcic acid needs 1 h more than the coumarins in mix-
ture, since oral administration of standardized SaTES fraction and
absorption of active compounds. Due to its greater distribution (Vz
| F), the MRT value of sphaleric acid is higher than that of coumarins.
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4. Discussion

This background supports the development of an oral stan-
dardized phytomedicine in scopoletin, tomentin and sphaeralcic
acid active compounds. The route of administration mentioned is
established by the Mexican Official Norm (NOM-248-55A1-2011)
and the Regulation of Health Supplies 2014 [4], which indicates
that drugs of plant origin should be administered orally or top-
ically. Besides, for phytomedicine registration it is necessary to
perform pre-clinical studies that include studies of safety, com-
pounds stability, pharmacological activity and pharmacokinetic
analysis, among others, in order to provide quality products to
the consumer. After oral administration of a standardized active
fraction, scopoletin and tomentin in mixture, and sphaeralcic acid
were bioavailable in plasma; the analysis of plasma extracts by UV
spectra did not show products derived from their biotransforma-
tion. The active compounds’ kinetics followed a two-compartment
model (Data not reported).

The drug elimination is one of the most important phases of
the pharmacokinetic analyses, which defines the behavior of the
active compounds concentration in the plasma with respect to time
[12]. The active compounds sphaeralcic acid and coumarins mix-
ture were identified in feces and urine; it was possible to define
that after their absorption and distribution in the organism, they
had different elimination pathways, since the mixture of scopo-
letin and tomentine were eliminated by the renal route and the
elimination of sphaleric acid was by the hepatobiliary route.

The analysis of urine and feces extracts by UV spectra did not
show elimination products from scopoletin and tomentin. The renal
elimination of intact drugs does not rule out that such substances
can also be eliminated by biotransformation processes and that
finally a substantial part of their inactive metabolites are elimi-
nated by the kidney. The final amount of the coumarins mixture
excrefed in the urine are the result of glomerular filtration and
tubular secretion, less tubular reabsorption [13]. Then, it is possible
to establish, that coumarins were eliminated mainly by the renal
route, since it was possible to detect these compounds within the
parameters of LOQ and LOD in urine samples and not so much in
feces, so it could be done the evaluation of concentration behavior
in a temporary course, Therefore, it was possible to determine the
pharmacokinetic parameters for renal elimination.

The elimination route of sphaleric acid was fecal. The body elim-
inates the drugs through feces by three different ways: the first way
is through biliary excretion related to biotransformation processes
of substances and biotransformation products [ 14]; this process not
occurred for sphaeralcic acid due to it biotransformation products
were not detected in feces. The second modality of fecal elimination
is through the entero-hepatic circulation; in this process, during
the intestinal transit of sphaeralcic acid, it is passively absorbed in
the intestine, in favor of a concentration gradient. In this way, the
active compound can be detected in the bloodstream and eventu-
ally transported to the liver, in principle by systemic circulation
or an entire hepatic circulation process. In this way, the final dis-
position of sphaeralcic acid is by elimination into the intestinal
lumen actively through the bile or intestinal epithelium. The time
difference, between the intestinal absorption process and the final
disposition corresponds to the residence time, which delays the fall
in plasma concentrations and prolongs the duration of the effect
[14].

The third way is through intestinal excretion. Sphaeralcic acid
would pass directly through the gastrointestinal tract and with-
out any alteration would be eliminated in feces. This compound is
absorbed because it has been detectable in plasma. It is not possible
to rule out any of the three modalities in the elimination of sphaer-
alcic acid in feces. However, it can be noted the following aspects:
the difference between the amount of sphaeralcic acid adminis-

tered (34.56 mg/kg) in 400 mg of SaTES fraction and that recovered
in feces (Cmax 64.99 pg [ total feces in a Tyax of 8 h), which implies
a difference of about three orders of magnitude, which makes us
think that somewhere a large quantity of sphaeralcic acid must be
distributed from the organism.

It can be argued that sphaeralcic acid is eliminated by bil-
iary excretion or by entero-hepatic elimination. The prediction is
based on the fact that for the its elimination the following points
should be considered; among the pharmacokinetic parameters it
can be observed that the apparent volume of distribution during
the terminal phase after non-intravenous administration (Vz/F,,. ),
sphaeralcic acid is distributed a 81 % more than the coumarins
mixture, for this reason its elimination is slower and its Cpay and
Tmax are affected which is reached at 8 h, 4 h after the coumarins in
mixture.
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The data were analyzed by the Pk Solver in the non-
compartmental model. To establish the behavior of the concen-
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tration variation of coumarin mixture and sphaeralcic acid in urine
and feces, the following functions were used: lambda z (Az) is the
first order rate constant of elimination curves (log-lineal) (1/h);
tyz is the half time of elimination (h) ; Tmax is the time of maxi-
mal concentration (h); Cmax 15 the maximal concentration (ug/mL);
Clast-obs/Cmax s the last observed concentration/maximal concen-
tration; AUCy_, and AUCy_., are the areas under curve (AUC)
from 0 to 24h and from O to infinitum (pg/mLh); AUMC g_,
are the areas under curve (AUMC) from 0 to infinitum (jpg/mL:h?);
MRTq.. ., is the average residence time observed from 0 to infinitum
(h); Vz/[F is the apparent volume of distribution during the termi-
nal phase after non-intravenous administration ((mg)/(pg/mL));
Cl[F.obs is the apparent total clearance of the compound in the
organism after oral administration ((mg)/{ p.g/mL)/h).

Appendix A. Supplementary data

Supplementary material related to this article can be found,
in the online version, at doi:hittps://doi.org/10.1016/j.jpba.2020.
113143,
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