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INTRODUCCION

Siempre ha existido una curiosidad innata en el hombre que lo
llevé a conocer y relacionar los diferentes objetos encontrados en su
ambiente natural, por esto, no es sorprendente que ¢l conocimiento y
la utilizaci6n de la flora con fines terapéuticos y curativos date desde
tiempos muy antiguos. De forma tradicional las poblaciones
indfgenas han tenido una variedad de plantas para mantener su
salud, muchas de éstas han sido seleccionadas a través de
generaciones, acrecentando su importancia durante la historia de la
humanidad.

En México las poblaciones que habitaban el pafs en épocas
prehispdnicas conocfan las propiedades arlesanales, medicinales y
estimulantes de muchas plantas silvestres; el uso de éstas se basaba
en conocimientos empfricos ya que se desconocfan sus principios
activos, los que ahora se demominan productos naturales.

En la naturaleza, son muy pocas las sustancias que se encuentran
en estado puro, una gran parte de¢ los primeros trabajos en el campo

de la quimica orgénica se concentraron en el aislamiento,

determinacién estructural y sintesis de estos productos, asf en Ia
actualidad con el gran avance cientffico se ha conseguido aislar y
caracterizar muchos de éstos compuestos  correlacionando su
estructura con su posible actividad biolégica. El uso de los productos
naturales aislados dc plantas sus andlogos y semisintesis tuvo un
avance importante en el siglo XIX durante el periodo de crecimiento
y diversidad de la industria fitoquimica , que lentamente ha venido
desarrolldndose cémo una disciplina



Anteriormente los estudios en plantas se enfocaban al desarrollo de
técnicas de separacién (cromatograffas) y los metodos de
identificacién de estructuras (espectrometrfas, resonancia magnetica
nuclear) y se le daba poca prioridad a la evaluacién biol6gica. Sin
embargo esto ha venido cambiando al incorporarse una serie de
bioensayos en diversas areas tales cémo fisiologfa vegetal y animal,
parasitologfa, neurobiologfa, etc., para ser aplicados en las disciplinas
farmacol6gica, alimenticia y agricola entre otras.

Por otra parte, los productos naturales (metabolitos secundarios)
también juegan un papel ecolégico importante cuando se estudian
interacciones qufmicas entre plantas (alelopatfa, por ejemplo) y entre
plantas con otros organismos incluyendo parésitos, insectos o
mamf{feros.

Dentro del grupo de los metabolitos secundarios se encuentra al
Glauc6lido-E, preducto natural estudiado en este trabajo, que fue
extrafde de Vernonia salicifolia (Compositae) y sometido a pruebas
de actividad biolégica.

Una de las familias mas grandes dentro del reino vegetal, es la de
las compuestas, su origen se localiza probablemente en el continente
Americano, en México ya que es en nuestro pafs donde se localiza
el mayor nimero de géneros (Rzedowky, 1983).

Debido al gran nimero de plantas de la familia Compositae, con
frecuencia las diferencias morfolégicas entrc las cspecies son muy
pequeiias, creando confusién para su clasificacién, por lo que
actualmentc es importante conocer sus metabolitos secundarios para
fines taxonémicos, ya que éstos son caracterfsticos de tribus, de
géneros y en ocasiones de especies particulares (Wagner, 1983).



Entre los metabolitos secundarios mas comunes en la familia de las

compuestas estdn: aceites escenciales de acidos grasos, diterpenos,
triterpenos, compuestos acetilénicos, flavonas y flavonoles, pero
probablemente los que caracterizan mejor a esta familia son los
sesquiterpenos, en especial, las lactonas sesquiterpénicas. El interés
de este tipo de compuestos radica no solo en su valor
quimiotaxonémico sino también en sus propiedades biolégicas y
qufmicas.

Las lactonas sesquiterpénicas son compuestos que poseen un
esqueleto fundamental de 15 4tomos de carbono, se han aislado
principalmente de extractos de flores o partes aéreas de plantas de
varias familias de angiospermas (Fischer et,al.,1979) umbelfferas y
hongos (Fischer et.al,,1979), pero la mayorfa de los compuestos han
sido aislados de varios géneros de la familia Compositae, las lactonas
sesquiterpénicas son sustancias amargas, generalmente insolubles en
agua y biolégicamente poco estudiadas.

La clasificacién de los diferentes tipos de esqueletos de lactonas
sesquiterpénicas estf basado en el esqueleto carbocfclico en el cual el
sufijo “olide" indica la presencia de una funcién lacténica(Gil,1992).

Durante las tres tltimas décadas se ha incrementado el nimero
de publicaciones concernicnles a aspectos quimicos y biol6gicos de
lactonas las sesquiterpénicas. Algunos de ellos son las dos revisiones
sobre la distribucién, biogénesis y quimica de varios tipos
estructurales de lactonas sesquiterpénicas (Fischer ¢t.al.,1979) y la
revisién anual sobrc sesquiterpenos en Natural Products Report
(Robert and Bryson 1984) entre muchos otros.



El glauc6lido-E pertenece al grupo de los compuestos llamados
Germacran6lidas, los cuales son ¢l primer tipo de lactonas
sesquiterpénicas que se forma por ciclizacién del farnesol, (fig. 1 )
tiene dobles ligaduras en C-4 y C-1 ambas en posicién trans; estas
sustancias son las de mayor distribucién y abundancia. Se conocen
cerca de 300 compuestos diferentes (Romo de Vivar, 1985), este tipo
de compues’tos merecen atencién para el conocimiento de su posible
actividad biolégica.

El grupo funcional responsable de la actividad biolégica es el
o - metileno - vy - lactona, .Otras lactonas también contienen
o , p- carbonilos insaturados con algunos grupos funcionales como
ep6xidos, clorhidruro, éster no saturado, lactonas no saturadas y
cetonas sin saturar. Estos grupos funcionales representan receptores
reactivos en sitios para nucledfilos biolGgicos, en particular tioles y
grupes amino. Por lo tanto, las lactonas sesquiterpénicas pucden
causar alquilaciones irreversibles de tioles escenciales y funciones
amino de ciertas enzimas. As{ que han sido reportadas un extenso
espectro de actividades biolGgicas de lactonas sesquiterpénicas.
(Rodriguez,et.al,,1976; Picman,1986).

Dentro de los estudios sobre actividad-estructura han demostrado
que las enzimas que contienen tioles tales como la fosfofructocinasa,
la glicogeno sintetasa, DNA polimerasa y timidil sintetasa son
inhibidas por lactonas. Ademds, ciertas lactonas suprimen la
actividad de las enzimas que contiencn tioles en vias como la
glicSlisis y la sintesis de proteinas. (Picman,1986),

Muchas lactonas sesquiterpénicas presentan actividad antibacterial,
gencralmente  en bacterias Gram positivo tales como:
Bacillus subtilis y Staphylococus aureus (Lee et.al,, 1970; Picman y
Towers,1983).
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Se report6 actividad antimic6tica en varios tipos de lactonas
sesquiterpénicas contra Candida albicans (Lee, etal., 1977;
Picman,!984) también actividad contra hongos filamentosos
(Blakeman y Atkinson,1979). Ha sido dcmostrada actividad
antiparasitaria contra varias especies de Plasmodium
(Klayman,1985) y se ha obtenido un nuevo tipo de droga anti-
malaria; también atacan tremdtodos de géneros cémo Schistosoma
(Vichnewski,gt.al,, 1976), poseen actividad antihelmfntica, y ha sido
estudiada su actividad moluscicida sobre caracoles hospederos
intermediarios de algin pardsito de importancia médica, con
resultados alentadores (Cruz-Reyes, 1989 ).

Las lactonas sesquiterpénicas representan uno de los grupos de
productos naturales mas grandes en los que se ha demostrado
actividad citotéxica y antitumoral (Kupchan,1970; Pettit,1977;
Cassady y Suffnes, 1980; Misra y  Pandey, 1981;  Picman,
1986). Ei grupo a - melileno - y- lactona estd presente en muchos
de los compuestos que presentan ésta actividad.

También han sido revisadas actividades farmacol6gicas, cémo
espectorantes y estimulantes de secrecién intestinal (Kowalewski,
ct.al,,1976). Sedantes (Wagner,1983), propiedades analgésicas
(Lucas,get.al,,1964) y mas recientemente actividad anti-inflamatoria
(Hall ¢t.nl. 1980).

Muchas lactonas sesquiterpénicas también presentan efectos
téxicos en un amplio rango de organismos, lo que sugiere que ¢stas
lactonas juegan un papel ecol6gice importante debido a su interaccién
con otres organismos, incluyendo mamiferos, insectos, pardsitos y con
otras plantas, Los efectos de las lactonas sesquiterpénicas sobre
insectos herbivoros muestran propiedades antialimentarias y
reducen la sobrevivencia de larvas y adultos (Romo de Vivar, 1985}
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Propiedades alelopéticas y efecto sobre los reguladores de
germinacién y crecimiento en plantas, también son atribuidos a
algunas lactonas sesquiterpénicas (Hartman,1979).

La informacién anterior nos muestra la amplia actividad biol6gica
que desempefian las lactonas sesquiterpénicas Tomando en cuenta el
gran némero de éstos compuestos y que sélo algunos han sido
estudiadas quimica y biol6gicamente, se hace necesario, plantear una
serie de bioensayos definidos, los cuales deben ser simples, rdpidos y
reproducibles, usar un minimo de equipo, razonablemente selectivos
para la clase de compuesto que se esti probando y cuantitativos
hasta donde sea posible, de esta manera poder garantizar resultados
rdpidos ( lo cual es primordial debido al amplio nimero de productos
naturales que se estin extrayendo actualmente) y poder continuar,
estudios mas detallados de una - actividad cuando se hayan obtenido
resultados positivos.

Los resultados sobre la  actividad biol6gica de las lactonas
sesquiterpénicas, estd haciendo que muchos investigadores en
diversas partes del mundo se interesen en su estudio.



ANTECEDENTES

La familia Compositae, es una de las mas grandes y estudiadas,
consta de mas de 1000 géneros y 20 000 epecies. Esta familia se
encuentra dividida en 14 tribus:

1. Vernoneae 8. Senecioneae
2. Astereae 9. Tapeteac

3. Bupatoreae 10. Arloteae

4. Inuleae 11, Calenduleae
5. Heliantheae 12. Cynareae
6. Heliniege 13. Muticeae

7. Anthemideae 14. Lactuceae

La tribu Vernonicae se divide en dos subtribus:

1. Vernoninae 2. Lychnophoreae

La planta estudiada fue clasificada cémo Vernonia salicifolia (que
pertencce a la familia compositae, a la tribu Vernonieae y a la
subtribu Vernoninae). La clasificacién fue realizada por el profesor
Francisco Ramos en el Instituto de Biologfa UNAM.

Vernonia salicifolia  es llamada comupmente cémo Ahuitle
(Tejupilco, Luvianos, Mex.). Es un arbusto de hojas alternas, elfpticas,
o angostamente oblongo elipticas , de 4-8.5 cm de largo por 1-2 de
ancho, punteado-glandular en ambas caras; flores en cabezuelas; el
vilano blanco-pilose. Localizada en los estados de México, puebla,
Oaxaca ( Mantinez, 1979) y Morelos {Gil, 1992).

Se han reportado para la trubu Vernoninac 1456 spp de 70
géneros de los cuales el género Verncnia es el mas grande de la tribu
con 1000 especies aproximadamente, distribufdas en América, Africa
y Asia ( Wagner, 1983).



Cémo se puede ver en la revisién bibliogréfica una gran cantidad
de especies de éste género ya han sido estudiadas quimicamente e
indudablemente los compuestos quimicos mas importantes son las
lactonas sesquiterpénicas .

Han sido identificadas alrededor de¢ 19 lactonas sesquiterpénicas
en solo cuatro géneros de la tribu  Vernoninae:Vernonia,
Elephantopus, Eremanthus, y Vanillosmopsis, La mayoria de las
lactonas de las especies de Vermonia  pertenccen al tipo
Germacran6lida (Wagner, 1983).

Parece ser que pocas especies de esta tribu han sido estudiadas
biol6gicamente, una es Vernonia antielmintica la cual ha sido
utilizada cémo fuente de un agente antihelmintico, para el
tratamiento del asma y problemas renales, Muchas especies de
Vernonia  han sido utilizadas en la medicina tradicional para tratar
varias enfermedades, Las sustancias activas que presentan estas
plantas han sido demostradas por Kupchan gial, (1966) con el
aislamiente de vernolepina de Vernonia himenolepis y de
elefatopina y elefantina de Elephantopus .Estas lactonas
sesquiterpénicas muestran una significativa actividad  in vitro en
celulas derivadas de carcinoma humano de la nasofaringe e in vive
en carcinomas de ratas. La Vernolepina también actia cémo un
inhibidor en el crecimiento de planmtas, que es reversible por el ac.
indolacético ( Wagner, 1983).

Una de las actividades biolégicas mas importantes de Vernonicac
es el descubrimiento de la eremantina, la lactona sesquilerpénica de
Eremanthus elaeagnus que afecta al tremdtodo Schistosoma mansoni
(Wagner, 1983).

Un estudio muy reciente mucstra actividades farmacolégicas: cémo
analgésico, anti-ilcera y sedante de un extracto obtenido de las hojas
de Vernonia condensata (Frutucso, 1994)



Las lactonas sesquiterpénicas llamadas Glaucélidos tienen también
propiedades interesantes tanto qufmicas cémo biol6gicas, en pruebas
alimentarias en larvas de varias especies dec insectos lepidopteros sc
ha demostrado que el Glauc6lido-A altera de alguna manera el ciclo
de vida del insecto; el Glaucélido-B aislado de Vernonia eremophila
mostré actividad molucicida, también ha presentado actividad
antibiética en Bacillus cereus y Stafilococus aureus (Gil, 1992)

Se encuentran pocos estudios donde han aislado Glaucélido-E , de
Vernonia uniflora  (Betrousky, 1975) , Vernonia liatroides DC
{Maldonado, 1980). y Vernonia salicifolia (Gil, 1992) y ningiin estudio
reportado en la literatura acerca de que presente alguna actividad
bioldgica.

En estos antecedentes se pueden observar algunas actividades
biolégicas que presenian ciertas lactonas sesquiterpénicas extrafdas
de plantas del género Vernonia y también algunas propiedades
biolégicas que presentan otros GlaucSlidos, moléculas quimicamente
mas parecidas al GlaucGlido-E. En base a esto se plantearon los
objetivos generales de este trabajo. '
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OBJETIVOS

1. Extraccidn, aislamiento y purificacién de metabolitos
secundarios de Vernonia salicifolia e identificacién del
compuesto cristalizado mas abundante.

2. Determinacin de posibles actividades biolégicas del compuesto
aislado  Glaucélido-E, medjante una serie de bioensayos
definidos.

t



METODOLOGIA

La metodologfa de éste trabajo consta de dos partes, una quimica
(extraccién del producto natural) y una biolégica (bioensayos).

EXTRACCION DEL PRODUCTO NATURAL

Vernonia s'alicifoiia fue colectada a 6 km al sur de Cuautla,
Morelos; 396 g de la parte aerea de la planta se sometieron a un
tratamiento de extraccién con diclorometano durante 24 h a
temperatura ambjente y concentrado en una destilacién sencilla
hasta obtener aproximadamente 300 ml de extracto lo que
posteriormente se pas6 a un rotavapor para desecarse,cste
procedimiento se realiz6 tres veces en total, de las cuales se
obtuvieron finalmente 59.4 g de extracto concentrado y seco.

La cantidad total de cxtracto seco se pasé por una columna
empléando c6mo soporte 800 g de gel de silice; la columna se eluyé
con diferentes proporciones en orden creciente de polaridad, de
hexano-diclorometano.

Todas las fracciones se se analizaron por cromatograffa en placa
fina (ccf), eluyendo con 95% diclorometano y 5% acetona.

De las fracciones elufdas con hexano-diclorometano (1:9) se obtuvo
un compuesto sélido, fué purificado por cristalizacién, se eliminaron
las ceras por medio de filtracién en caliente y se recristalizé con eter
isopropflico, sometido después a una cristalizacién fraccionada
obteniéndose un punto de fusién final de 144-1450C.

Por medio de las propiedades ffsicas y datos espectrosc6picos de

la muestra cristalizada, s¢ determiné que cl compuesio aislado es una
lactona sesquiterpénica, de la familia de las Germacranélidas, llamada

Glaucélido-E (Gil, 1992).
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El siguiente paso fue hacer prucbas de solubilidad para iniciar Ja
experimentacién bioldgica. Los solventes utilizados en éstas pruebas
fueron los siguientes: DMSQ en concentracién de 0.05ml/5ml o
acetona en soluciones con agua, en pruebas in vivo con- ratones se

suspendié en aceite de mafz.

BIOENSAYOS

El Glaucélido-E ya determinado, fue sometido a las siguientes
pruebas biol6gicas:

1) Germinacién de semillas

2) Sintesis de protefnas en la germinacifn de semillas

3) Prueba en raices

4) Antibiosis

5) Prueba antimicética

6) Actividad Moluscicida

7) Prueba antialimentaria en larvas de insecto

8) Citotoxicidad

9) Determinacién de la toxicidad aguda preliminar en ratén
LDSO

10) Prueba sobre actividad motora

11) Prueba de Analgesia

12) Prueba de umbral al dolor por medio de la platina caliente
13) Prueba cémo anticspasimddice en misculo liso

14} Actividad en induccién de suefio

15} Actividad anticonvulsiva

16) Efecto sobre espermatozoides



GERMINACION DE SEMILLAS

De una diversidad de partes de plantas : semillas, frutos, savia de
hojas, bulbos y raices se pueden extraer sustancias que inhiben la
germinacién. Algunos de éstos inhibidores que ocurren naturalmente
han sido identificadas sustancias qufmicas especfficas coémo:
amoniaco, ac. cianhfdrico, etileno, aceites escenciales, ac. orgénicos no
saturados, alcaloides y lactonas entre otras.

La existencia de éstas sustancias en las plantas no significa
necesariamente que tienen un papel escencial en el control de la
germinacion de las semillas, Sin embargo, desempedian un papel
ecol6gico importante cuando se presenta éste fenémeno l!lamado
alelopatfa al inhibir la germinacién o crecimiento de otras especies
‘(Hartman, 1979).

En cste bioensayo se utilizaron varias concentraciones del
Glauc6lido-E para determinar si alguna de ellas inhibe la germinacion
de semillas.

Tratamiento de imbibicién con Glaucélido-E durante 2horas
25 semillas en 100 partes por miflén (ppm) +DMSO
25 semillas en 50 ppm + DMSO
25 semillas en DMSO 0.05 ml por cada 5 ml de agua (testigo)
25 semillas en agua (testigo)

Después se pasaron las semillas a cajas petri sobre papel filtco
{(Whatman No 1} humecdecido con 5 ml de la solucién del tratamiento
que tuvieron las semillas en cada caso, las cuatro cajas del biocnsayo
se etiquctaron y sc observaron cada 24 h durante tres dias y al
término dc este periodo se obtuvo el porcentaje de germinacidn.
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SINTESIS DE PROTEINAS EN LA GERMINACION DE SEMILLAS

Cuando la semilla seca embebe agua aparece en el embrién la
Giberelina (hormona vegetal del crecimiento) y es translocada a la
capa de aleurona (capa exterior del endospermo) donde activa a las
enzimas. Una de esas enzimas la o-amilasa se mueve al endospermo
(tejido no viviente de almacenamiento, formado principalmente por
almidén) haciendo que el almidén se convierta en azucar
. (Hartman,1979).

En este caso utilizamos una solucién de lugol para detectar la
presencia de almidén en el medio de cultivo durante la germinaci6n,
lo cual indicarfa indirectamente la sintesis de protefnas (Taboada,
comunicacién personal).

En un medio de cultivo compuesto de 2% agar y 0.05% de almidén
soluble dentro de cajas petri previamente etiquetadas, sc colocaron
25 semillas en cada caja, las cuales habfan pasado durante 2 h por un
tratamiento de imbibicién con las concentraciones del Glaucélido-E de
50 y 100 ppm y testigos igual al bioensayo anterior.

Se revisaron después de 24 h y se les aplicé el método de colorante
indicativo de almid6n con lugol (Gavifio,1975) para comprobar si hay
o no sfntesis de protefnas, si no hay sintesis de protefnas el almidén
queda intacto y toma una coloraci6n azul.



PRUEBA EN RAICES

En 1935 Went demostré que las auxinas juegan un papel
importante en la formacién y crecimiento de rafces en plantas , mas
tarde sugiri6é que algunos cofactores adicionales son requeridos para
estimular el enraizamiento, desde entonces varios investigadores han
reportado la prescencia de estimulantes end6genos para la formacién
y desarroilo de rafces (Osawa, ¢t,al.1971) con tal motivo este
bicensayo se hizo sobre cebollas de cambray.

El primer paso fue hacer tres repeticiones solo con agua, colocando
la cebolla en un vaso de precipitado de 20 m! sumergiendo solo la
placa basal y esperar los resultados cn 24 y 48 h, comprobando asf
que si presentaban enraizamiento, se procedié a  probar con
diferentes concentraciones de Glaucélido-E : 106 ppm, 50 ppm, 25
ppm, DMSO/agua (testigo) y agua (testigo), primero con una
repeticién y después con 5 repeticiones de cada dosis. Se observaron
cada 24 h y se cuantificé hasta el sexto dfa en que se midieron y
contaron las raicillas y asi poder determinar si el Glauc6lido-E de
alguna forma estimula la formacién yfo desarrollo de raices.

ANTIBIOSIS

Con métodos in vitro se¢ puede determinar la acci6n microbiana de
drogas sobre cultivo de microorganismos (bacterias u hongos) y asf
puede estudiarse la accifn bactariostdtica (detencién del crecimiento)
y bactericida (muerte) pero en general se acostumbra estudiar la
primera, en esta forma se determina lo que se denomina espectro
antimicrobiano, es decir el conjunto de microorganismos susceptibles
o sensibles a la droga,



Una de las pruebas mas sencillas y muy empleada en clinica
consiste en utilizar discos de papel filtro impregnados con la droga y
que se colocan sobre el cultivo s6lido, el efecto antimicrobiano se
determina  midiendo la zona de inhibicién de crecimiento
producida en forma de halo, el ensayo de denomina método del
disco (Litter, 1986).

En este caso sc prepardé el medio de cultivo para antibibtico (No 1
de Grove y Randal marca Bioxén) segin especificaciones del
fabricante, 25 ml del medio sc pusieron en cajas petri esterilizadas y
se colocaron en la estufa a 37 OC durante 24 h, transcurrido ese
tiempo se determiné que el medio nutritivec no estaba contaminado,
se guardaron en refrigeracién hasta el momento de la siembra de las
bacterias,

A discos de papel filtro (Whatman No 42) con difmetro de 0.6 mm
llamados sensidiscos, s¢ les puso una determinada cantidad del
producto natural que se estd probando, previamente disuelto en 1 ml
de acetona (la cual se deja evaporar completamente del semsidisco)
los sensidiscos testigos se prepararon solo con solvente,

Con todas las medidas de seguridad e higiénicas (para evitar
contaminacién) se sembraron las bacterias en las cajas y a cada una
se lc colocé tres sensidiscos sobre la siembra, cada sensidisco con
diferente concentracién del producto y wun testigo, siempre
verificando que el lado del sensidisco con el Glaucélido-E estuviera en
contacto directo con las bacterias, se meticron en la estufa a 37 °C
durante 24 h y se observé si existfa inhibicién de crecimiento
alrededor dec los discos,

En csta prueba sc utilizaron cepas de bacterias Escherichia coli y
Staphilococus aureus.
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PRUEBA ANTIMICOTICA

Se utiliz6 la misma metodologia que el bioensayo anterior
(antibiosis) con excepcién de que las cajas petri con el medio
nutritivo, se dividieron en tres zonas con un espacio entre ellas ya
que en cada una se sembré un hongo diferente y sobre cada zona sus
sensidiscos "respectivos.

Las especies de hogos utilizados para la prueba se muestran en el
siguiente cuadro:

Hongo filamentoso Actividad

Trichoderma viride Celulolitico

Absidia cilindrospora Amilolftico

Aspergillus terreus Degradador geaeral

Levadura

Candida albicans Potencialmente
patégeno

ACTIVIDAD MOLUSCICIDA

El control de los caracoles que actian como vectores de
enfermedades parasitarias de humanos y de algunos animales de
importancia econémica representa un medio efectivo y rdpido para
transmitir par4sitos cémo: Schistosoma mansoni y Fasciola hepdtica
Estudios recientes ha demostrado que la aplicacién de meoluscicidas
sintéticos afecta seriamente el habitat de los moluscos de agua dulce
actuando cémo biocidas reciduales que eliminan flora y fauvna
asociados con los caracoles que se desean eliminar. Por esto es que sc
ha incrementado el interés por el estudio de extractos o productos
aislados de plantas, para emplearlos cémo moluscicidas con la
esperanza de que scan efectivos, menos contaminantes, baratos y a la
vez se apliquen con técnicas simples (Cruz-Reyes, 1989).
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En este caso el Glauc6lido-E se trabajé en soluciones acuosas de la
siguiente forma: Se pes6é la cantidad necesaria del sélido cristalino
para diferentes concentraciones 100, 50 y 25 ppm {(para 200 ml de
agua desclorinada) cada una fue disuelta en 1 ml de acetona dentro
de cristalizadores con capacidad de 250 ml humedeciendo todas las
paredes del recipiente hasta que el solvente se evaporara y quedara
impregnado el producto, posteriormente se le puso el agua
correspondiente, Para cada concentracién se utilizaron 10 caracoles
adultos por recipiente, mas el control, al cual se le agregé la misma
cantidad de acetona (que se dejé evaporar) y agua desclorinada.
Durante el periodo de exposicién al Glaucélido-E, los cristalizadores se
cubrieron con una tapa de vidrio y se mantuvieron a temperatura
ambiente. En ningin caso los caracolcs se alimentaron durantc el
experimento, las observaciones se hicieron a las 6 y a las 24 h ,
después de este periodo se colocaron en otro recipiente conteniendo
el mismo volumen de agua para observar posible recuperacién.

Se probaron dos especies de caracoles: Melanoide tuberculata
colectados en cl estado de Hidalgo, y Physella sp colectados en la
planta tratadora de agua en Ciudad Universitaria (UNAM).

PRUEBA ANTIALIMENTARIA EN LARVAS DE INSECTO

Algunas lactonas sesquirtepénicas impiden que algunas especies de
insectos s¢ alimenten de las plantas que las posecen, de esta forma
podrfan ser utilizadas como control de plagas que no sean toxicas
para otras especies de seres vivos (obregén, 1986).

Se probd la actividad del Glaucdlido-E sobre larvas jovenes y
larvas  maduras  (después del tercer estadfo) del insecto
Spodoptera frugiperda o gusano cogollero del mafz, donadas por el
CEPROBI, IPN de Yautepec morelos,
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La prueba entomoldgica se llevd a cabo siguiendo el método
descrito por M. Kato et.al. (1972} ligeramente modificado: En cajas de
petri se colocaron trozos de 6 X 4 cm de hojas tiernas de mafz cn el
caso de las larvas mas pequefias y de pasto comin en en larvas de
mayor tamafio (esto es indistinto para su alimentacién) que fueron
sumergidas durante 10 segundos en la solucién aceténica de 100, 50
y 25 ppm con Glaucélido-E. Las hojas testigo se sumergieron en
acetona de igual manera que las experimentales; luego las hojas se
dejaron secar al aire. Junto con el alimento tratado, en cada caja petri
se colocé una larva de insecto (Guerrero, 1990).

De cada dosis se hicieron dos pruebas y dos mas cémo control
tratadas dnicamente con solvente.

CITOTOXICIDAD

En un estudio de la relecién estructura-actividad entre las lactonas
sesquiterpénicas se observé que la prescencia de un doble enlace
exociclico en C)1 - C{3 conjugado con la y-lactona era escencial para
la actividad citotéxica (Kupchan,1970)). Para determinar  esta
actividad se utilizé6 el bioensayo propuesto por Mayer, et.al. en 1982
el cual se basa en la  comparacibn de sus resultados con
Artemia salina  con los obtenidos al probar diferentes lincas
celulares.

Se prepar6 el medio para el cultivo del crustaceo con solucién
salina al 35% y en un pequefio estanque (el cual tenia cubierta la
mitad) se colocaron huevos de Artemia salina en la parte oscura y se
mantuvieron a una temperatura de 24-25 OC aproximadamenie y se
incubaron por 48 h, al término de este tiempo se colocé una lampara
sobre el estanque y las larvas con fototropismo positivo pasaron a la
parte iluminada del estanque , estando listas asf para la prueba con
el producto natural.
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Sc utilizaron tres concentraciones diferentes del Glaucélido-E, 100,
50 y 25 ppm en solucién salina y DMSO usado cémo solvente; los
testigos fueron DMSO/solucién salina y otro con solucién salina
unicamente.

En viales de 10 m), se pusieron 7 ml de cada concentracién y
testigos, con tres repeticiones cada una. A cada vial se lc puso 10
larvas, quedaron bajo la luz (cuidando la temperatura adecuada} y se
cuantificé Ia mortalidad a las 24 h.

Los resultados se extrapolaron en el programa de computacién de
Finney Purde (Meyer, 1982)

DETERMINACION DE LA TOXICIDAD PRELIMINAR
AGUDA EN RATON LDs5¢0

Cuando se emplean animales para probar la actividad bioldgica de
un compucsto, e€s neccsario determinar su toxicidad, cémo al
principio se desconoce por completo la dosificacién, se administran
varias dosis hasta alcanzar la "dosis mdxima tolerada" esto es, el
limite al que ocurre la toxicidad (Madrofio, 1980).

Para este prueba preliminarse determinaron dos concentraciones
100 y 50 mg/kg y se suministraron en ratones por dos vfas
diferentes: intraperitoneal y subcutanea.

El Glaucolido-E se prepard en suspensién con aceite de mafz, a dos
ratones sc les puso 100 ppm vfa intraperitoncal y a otros dos la
misma dosis via subcutanea, lo mismo se hizo con la dosis de 50
ppm. Se observaron minuciosamente durante una hora, y se
mantuvieron en observacién durante 10 dfas.
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PRUEBA SOBRE ACTIVIDAD MOTORA

Para esta pruecba solo se hicieron anotaciones del comportamiento
motor y otras reacciones cémo ‘acicalamiento, velocidad de la
respiracién, comezén estiramientos y convulsiones en el ratén,
durante el bioensayo preliminar sobre toxicidad aguda, cémo posibles
respuestas q}ue nos dieran una pauta para la investigacién posterior.

PRUEBA DE ANALGESIA

El manejo del dolor es un problema tipicamente interdisciplinario,
que va desde el empleo de sustancias quimicas de facil
administracién hasta procedimientos neuroquirurgfcos muy
sofisticados; en el mayor porcentuje de los casos se le puede controlar
con fdrmacos capaces de inducir un estado de analgesia . Existen
vaios modelos en la experimentacién farmacolégica, en este caso se
utiliz6 la administracién de una sustancia que produce espasmos
abdominales (que consideramos cémo dolor) Mamada fenilquinona y
se cuantific6 con el niimero de espasmos (que se manifiestan cémo
estiramientos) producidos (Hndershot and Forsaith,.1959)

Se preparé una suspensi6n de fenilquinona en concentracién de 10
mg/kg de peso del ratén para producir dolor, en un volumen no
mayor a 0.25 ml de aceite de maiz, se suministré al ratén por via
intraperitoneal y sc observaron modificaciones en su conducta por un
periodo de 15 min haciendo anotaciones cada 5 min (dos repeticiones
cémo control). El Glaucélido-E se suministré en suspensién con accite
de mafz difcrentes concentraciones por kg dec peso del ratén menores
a la concentracién determinada cémo LD50: 50 mglkg via
intraperitoneal 'y 100 y 50 mg/kg via subcutanea en un volumen no
mayor a 0.25 ml; 30 minutos después se le inyectd a cada ratén la
misma cantidad de fenilquinona que en los controles y se observaron
modificaciones cn su conducta también por un periodo de 15 minutos
haciendo registros cada 5 min.
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PRUEBA COMO ANTIESPASMODICO EN MUSCULO LISO

Las infusiones de plantas con efecltos antiespasmédicos son muy
utilizados  en la medicina tradicional practicada en diferentes -
regiones del mundo. Los compuesios que ha ejercido un efecto
relajante sobre el misculo liso dentro de los productos naturales
estdn los alcaloides derivades como la belladona y algunos
compuesios terpencides (Herndndez-Faicon, 1991).

La prueba anticspasmédica se hizo in vitro utilizando segmentos
de 1 cm de largo de ilion (tejido liso) de una rata Wistar de 509.97 g
de peso. Después de la diseccién y extracci6n del tejido, tres
porciones de éste fueron mantenidas en cdmaras con un bafio de
solucién de Krebs pH 7.3 y a 37 °C (Merndndez-Faicén, 1991). Cada
porciébn de ilion se colocd en una cdmara diferente conectadas a un
fisibgrafo (Grass Model 790) para medir la actividad mecénica
espontanea, provocamos contracciones al lejido con una solucién de
0.1 ml de acetilcolina por 10 m! de Krebs en ta cémara con capacidad
de 30 ml y se tomaron datos de sensibilidad calibrando el Poligrafo a
2cm-2g.

Ya calibrado el fisidgrafo se registré una curva patrén (dosis-
respuesta) con acetilcolina de la siguiente forma:

15 minutos con el tejido en estado basal

5 minutos con acetilcolina a 10 -3 M

5 minutos de lavado con solucién de Krebs
5 minutos con acetilcolina a 10 -7 M

5 minutos de lavado

S minutos con acetilcolina a 10 -6 M

S minutos de lavado

5 minutos con acetilcolina a 10 -5 M
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Obtenida la curva dosis-respuesta se procedié a usar la sustancia
prueba (Glauc6lido-E) en una concentracién de 10 -3 M en solucién
de Krebs, poniendo 0.1 ml por cada 10 ml en la cdmara, se registré el
dato durante el lapso de 2 min inmedidtamente después de éste
tiempo se le aplicé la primera concentracién de acetilcolina de 10 -8
M y se registré durante 10 minutos, haciéndose asi la curva
experimental del Glauc6lido-E con las diferentes concentraciones de
acetilcolina.

ACTIVIDAD COMO INDUCTOR DE SUENO

Las sustancias que se han utilizado como inductores del suefio son
de diversa estructuraquimica. Los barbitiricos introducidos hace mas
de 50 afios, son considerades c6mo prototipos de éstos firmacos. Sin
embargo, debido a efectos indeseables tales ¢édmo habituacién y
dependencia fisica que producen, su uso ha ide decreciendo.
Actualmente el interés es el estudio de otros compuestos que
ofrescan ventajas y que no tengan efectos colaterales perjudiciales
( Ayala-Guerrero, 1990).

El experimento se llevé a cabo en dos ratas Wistar adultas, entre
300-400g de peso, aparentemente sanas, de sexo masculino. Bajo
anestesia general con pentobarbital sddico, (50 mg/kg ip), sc
implantaron epiduralmente dos pares de electrodos de acero
inoxidable para registrar la actividad eléctrica de las regiones frontal
y occipital del cerebro. La actividad ocular se registré por medio dc
electrodos colocados sobre el hueso supraorbitario; se procedidé igual
para registrar e} EMG de los misculos de la nuca.
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Los animales se dejaron recuperar de la intervencién quirurgica
por un peri6do minimo de una semana, después se colocaron en una
cdmara sonoamortiguadora a temperatura y luz constante con agua y
comida, para registrar su ciclo vigilia-suefio mediante un poligrafo
Grass modelo 111D de 8 canales (Ayala-Guerrero, 1990),
primeramente se hizo un registro control bajo condiciones normales
durante 10 horas continuas (diurnas), 24 horas después se inyectd el
Glauc6lido-E por via intraperitoneal a dosis de 3 mg en 0.5 ml de
aceite de mafz, registrdndose inmediatamente después de manera
semejante al control.

Los registros se analizaron visualmente, identificdndose las
deferentes etapas del ciclo vigilia-suefio. El tiempo total de cada una
de ellas se midi6 manualmente obteniendo asf su duraci6n promedio
en condiciones del control y bajo el efecto del producto administrado.

ACTIVIDAD ANTICONVULSIVA

En este caso el interés es estudiar si la administracién . del
Glauc6lido-E, protege de las convulsiones inducidas por el metrazol
(Campos, 1992). .

Se emplearon ratones del sexo masculino de 30-35 g de peso, al
control se le administr6 metrazol en dosis de 90 mg/kg via
subcutanea, se anoté la latencia de la primera convulsién
generalizada, el nimero de convulsiones y la latencia a la muerte
inducida por esta sustancia (Campes, ¢t.al.,1992), teniéndo el registro
se procedié a inyectar en el organismo experimental la suspensién de
Glaucélido-E a 50 mg/kg en peso, via intraperitoneal, después de 30
minutos recibieron via subcutanea la misma dosis de metrazol que el
control y se cuantificaron las convulsiones inducidas por un periodo
de 20 minutos y se mantuvo en observacién durante 24 horas.
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PRUEBA DE UMBRAL AL DOLOR POR MEDIO
DE LA PLATINA CALIENTE

Dentro de las pruebas utilizadas para determinar analgesia se
encuentra ésta, en la cual se experimenté estimulando las
terminaciones nerviosas sensitivas termicamente, por medio de una
platina caliente cémo prueba de umbral al dolor.

La dosis preliminar utilizada fue de 25 mg/kg en suspensién de
aceite de malz, administrada intraperitoncalmente, a los controles se
les administr6 el vehiculo por la misma via. Cada lote conté con 10
organismos, ratones machos de 25g de peso en promedio.

La temperatra de la platina se mantuvo a 55 + 0.3 ©C y se colocé
a cada rat6n por intervalos de 30 y 65 minutos, la permanencia del

ratén sobre la platina y las mediciones que se hicieron en tiempo
" dependfan de cuatro modificaciones en su conducta
fundamentalmente : la. levantar una pata, 2a. Lamerse la parte en
contacto al calor, 3a. Erguirse, buscar salida y 4a. Escape, brinco.

PRUEBA SOBRE ESPERMATOZOIDES

La importancia que actualmente tiene el control de la natalidad en
pafses cémo el nuestro, el hecho de que se han probado extractos
acuosos de plantas para determinar su efecto sobre espermatozoides
cémo lo es el de Echeveria gibbiflora de la familia Crassulaceac
utiliizado tradicionalmente cémo lavado vaginal postcoital (Taboada,
1992) y a pesar de que no se tiencn reportes de Vernonia salicifolia
para este uso, se¢ experiment6 por esta linea.

Se utilizaron espermatozoides de ratén CDI extrafdos de la cola del
epididimo, se lavaron con Ham F-10 una sola vez y en una gota sobre
un portaobjetos se observé al microscopio (40X), esto fue para la
muestra control, a los experimentales se les agregé Glacélido-E en
concentracién de 150 ppg/ml y en una gota sobre el portaobjetos se
observé al microscopio.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de la fase quimica alentaron a la experimentacién
biolégica ya que de Vernonia salicifolia  se aislé una lactona
sesquiterpénica miembro de la serie de los Glaucélidos, el
Glaucélido-E, en cantidad de 39.1g de los 59.4g de extracto
concentrado, esta cantidad es sorprendente y muy importante para
los objetivos primordiales de la quifmica de productos naturales,
donde se busca que la planta sea constante en su metabolismo y que
la cantidad de mctabolitos secundarios sea suficiente tanto para el
andlisis quimico cémo ¢l biolégico (Gil, 1992).

El Glauc6lido-E fue identificado cémo tal, en base a sus propiedades
fisicas y datos espectroscépicos (fig. 2).

En las pruebas de solubilidad se observé que este producto natural
es insoluble en agua, en propilen glicol y en tetractilen glicol. La
insolubilidad en agua (comin en metabqlitos secundarios) nos
provoca ciertos problemas al experimentar con organismos vivos,
‘pero manteniendo el registro del control con el solvente utilizado
algunas pruebas pueden llevarse a cabo.

Una de las pruebas preliminares que tuvieron resultados
considerables es el bioensayo entomol6gico con orugas del insecto
Spodoptera frugiperda o gusano cogollero de mafz, en donde se¢ puede
ver (tablal) que a la concentraci6n de 50ppm y de 100ppm no hubo
modificaciones en su alimentacién, sin embargo en las larvas de
mayor grado de desarrollo, hubo diferencias en mortalidad y en su
metamorfosis a adulto con respecto al lote control ya que los adultos
del lote experimental nunca desplegaron totalmente las alas, lo que
les impide volar, a esto le llamé malformacién.
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Tabla 1. Resultados del bioensayo entomolégico del
Glaucélido-E sobre €l insecto Spodoptera frugiperda
(gusano cogollero de mafz) durante sus estadfos de
larva-pupa-adulto.

Dosis | Larvas que | Larvas que | Adultos que | Malformaciones
comieron puparen emergieron
control 100% 100% 75% 0
50ppm 100% . 100% 20% 0
100ppm | 100% 100% 66% 16%

. BEs recomendable continuar la investigacién de los productos
naturales por esta linea debido a los adelantos en la qufmica de los
insectos, A partir del estudio de compuestos aislados de los insectos
llamados feromonas y "hormonas  responsables entre otras cosas de
la metemorfosis (Quijano, 1981), se hace interesante determinar si
esos compuestos aislados tienen estructuralmente alguna semejanza
con otros productos extrafdos de plantas y si se relacionan de
alguna manera con el comportamiento y desarrollo o en la
interaccién insecto-planta.

Se han reportado metabolitos secundarios, c6mo la Grandiflérida-A
(un diterpeno) con actividad cémo disuacivo de la alimentacién
también en cogollero dc mafz (Guerrero, 19%0) y con los mismos
resultados se probé la marrubina (Gil, 1992).
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Usar productos naturales de toxicidad baja para los mamiferos y
que afecten solo a los insectos que atacan a un cultivo y que no
dafian a otros insectos tienen muchas ventajas para ser usados como
control de plagas que afectan gravemente a la agricultura y a la

economfa, sin contar que los plagicidas comunmente usados son
altamente téxicos.
i

Por otro lado, en este trabajo se determiné que la LD5Q preliminar
en ratones para el Glaucélido-E estd dentro del rango de 50-100
mg/kg via intraperitoneal y mas de 100mg/kg via subcutanea,
Durante esta prueba se observaron las posibles respuestas en el
organismo al administrarle el producto(Tabla 2)

Tabla 2. Conducta observada en ratones durante la prueba
preliminar de toxicidad aguda, en dosis de 50 y 100
mg/kg del Glaucélido-E, administradas por vfa intra-

peritoneal y subcutanea.

DOSIS Via intraperitoneal Via subcutanea
50ppm Aletargamiento Acicalamiento
Poca movilidad Comezén en la
Respiracién acclerada zona inyectada
Poca respuesta a estfmulos Aparentemente
Recuperacién después de 1h normales

Sed y acicalamiento

100ppm Respiracién acelerada Acicalamiento
Convulsiones Comezén en la
Poca movilidad zona inyectada
Muerte Aparentemente
normales
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La LD50 obtenida en esta prucba nos permitié determinar las
dosis para la experimentacién in vive en ratones.

Partiendo de la premisa de que a pesar que la analogfa entre las
enfermedades humanas y los modelos animales puede ser muy
superficial y la seleccién de farmacos en animales puede no revelar
una accién 1til o sugerir falsamente mucha utilidad, los resultados
preliminares cémo analgésico del Glaucélido-E son alentadores para
continuar con la experimentacién ya que es un inicio de investigacién
farmacoldgica.

Se pueden llevar a cabo en animales pruebas empiricas de
"analgesia” aunque no se sabe con seguridad si sienten el dolor en la
misma forma que nosotros ( Madrofio, 1980.)

Se realizaron dos pruebas de analgesia: la primera basada en la
administracién de fenilquinona que produce espasmos abdominales
(manifestdndose cémo estiramientos) obteniéndose que por via
subcutanea no hubo diferencia en el nimero de estiramientos
producidos respecto a los controles, sin embargo, la prueba por via
intraperitoneal  (tabla 3) nos muestra un efecto positivo del
Glaucélido-E a dosis de 50 mg/kg sobre la fenilquinona . En este caso
debe seguirse la biovaloracién con dosis mas bajas ya que de alguna
manera reduce espasmos abdominales lo quc traducimos a
disminucién de dolor.

Los modelos utilizados para determinar un producto cémo probable
analgésico son muchos, aqui se experimenté también ecstimulando
térmicamente las terminaciones nerviosas sensitivas por medio de
una platina caliente cémo prucba de umbral al dolor, éste estimulo es
mas directo que el de la fenilquinona, los resultados obtenidos se
muestran cn la tabla 4. donde las prueba estadistica realizada a los
resultados nos lleva a pensar que nuestro pruducto puede clevar el
umbral al dolor (el cual es la resultante de un complicado mecanismo
y puede ser producido por toda una gama de causas, en su mayor
parte el dafio celular constituye una etapa importantc en la cascada
de reacciones que conducen finalmente a Ia scnsacién del dolor).
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La biovaloracién farmacol6gica en esta prueba se considera muy

. importante por

los claros resultados de la prueba preliminar ya que

en promedio los ratones inyectados con Glaucédlido-E permanecieron
mas tiempo en la fuente de calor que les estaba provocando el dolor.

Tabla 3. Cuantificacién durante tres periodos de 5 min de las
contracciones inducidas por la administracién de
fenilquinona via  intraperitoneal a dosis  de
2mg/kg (control} y los cambios producidos por la
aplicacién del -Glauc6lido-E  administrado 30 min
antes en concentracién de 50mg/kg via intraperito-
neal (experimental: Glauc6lido-E + fenilquinona)

Dosis Numero total de estiramientos
mg/kg 0-5 5-10 10-15
min min min
control - 2 4
control 2 2 4
50 1 1 -
50 - - -
50 - 1 -
50 1 1 1
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Si consideramos que fertilizar un 6vulo es el destino biolégico de
un espermatozoide y si de alguna manera se llega a interrumpir esa
via, inmovilizdndolos o matdndolos, se puede pensar entonces en un
Anticonceptivo. El Glaucélido-E tiene un efecto marcado a dosis de
150 pg/ml inmovilizando espermatozoides, c6mo se puede- ver en la
tabla 5.

Tabla5. Resultados en porcentaje de la movilidad de los
espermatozoides de rat6n, observada durante el
tratamiento con Glaucélido-E en dosis de 150 pg/ml.

Tiempo Control Glauc6lido-E
(min) % movilidad % movilidad
0 57 45
10 58 42
20 57 17
30 56 -0
40 52 0

Observamos en los resultados que el Glaucélido-E inmoviliza
totalmente a los espermatozoides de ratén en 30 minutos notindose
la disminucién de movilidad desde los 10 minutos. Hacer la prueba
con celulas gaméticas masculinas dc humanos es el siguienlte paso
para continuar con esta investigacién y asf poder considerarlo c6mo
un anticonceptivo, muy itil, debido al ya muy conocido problema
demogréfico de nuestro Pafs y muchos mas de America Latina y del
Mundo
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En el tipo de pruebas biol6gicas que pretenden una via
farmacol6gica se debe ser muy objetivo y tomar con calma los
resultados, obviamente se necesitan muchas pruebas mas para
determinar si este producto tieme algin efecto analgésico o c6mo
anticonceptivo  local, pero asf se inician muchas investigaciones a
pesar de los problemas que se puedan tener con los modelos
animales o modelos in vitro

A pesar de que en este caso no solo nos referimos a pruebas
farmacoldgicas sino a pruebas bioldgicas en general, cabe mancionar
que Malone y Ribichaud han marcado un perfil general c6mo sigue:

"La premisa bésica de un perfil farmacolégico es no admitir solo
una actividad biol6gica inicial sino seguir, porque se pueden llegar a
infetir nuevas, inesperadas y dnicas actividades biolégicas. El perfil
inicial debe incquivocadamente establecer ¢stas actividades as{ cémo
su probable naturaleza en orden para indicar el curso de
caracteristicas mas especfficas en una evaluacién farmacolégica”
(Farnswoth,1966). Esto es muy importante porque adn existen
muchas enfermedadess humanas, de importancia agropecuaria, entre
otras, que podrfan ser tratadas con productos naturales .

Ademfis de las cnfermedades tenemos su utilidad en el
mejoramiento de vegetales, aceleracién o retraso de enraizamiento,
control de plagas etc.

Por otro lado falta mencionar la pregunta de ;para qué o porqué
Vernonia salicifolia sistetiza tal cantidad de Glaucélido-E ? pregunta
muy interesante para la fisiologfa vegetal cn donde podrian cstar
involucrados factores cémo la temporada de colecta, floracién, estrés
hidrico etc. no podrfa definirse en este estudio, pero sf son muchos
gramos extrafdos para un mectabolito sccundario.

Podemos aprovechar el hecho de que en México existen afin
muchas especies de plantas de la familia Compositac entre muchas
otras, que no han sido estudiadas tanto quimica cémo biolégicamente.
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CONCLUSIONES

L. De Vernonia salicifolia se aislé un producto natural identificado
como Glauc6lido-E, de férmula estructural C23 Hag Og
Con un punto de fusién de 144-145 ©C y férmula estructural

presentada en la fig.2

2. De los diferentes bioensayos a los que fue sometido el

Glaucolido-E, en cuatro de ellos vale la pena continuar con la
investigacién, ya que la actividad biol6gica en las otras

pruebas fue negativa.

a) El Dbioensayo entomol6gico con orugas del insecto

Spodoptera  frugiperda  mosteé diferencias significativas en
mortalidad y desarrollo anormal, a dosis de 50 y 100 ppm de
Glaucdlido-E, con respecto al lote control.

b) Cémo prueba de analgesia, los espasmos abdominales en
ratones, provocados por la fenilquinona se redujeron al
suministrar  Glaucélido-E, a dosis de 50 mgkg via

intraperitoneal.

¢) También el Glaucdlide-E mostré actividad biolégica como
analgésico en la prueba preliminar elevando el umbral al dolor
por medio de 1la platina caliente, en dosis de 25 mglkg
via intraperitoneal a 30 y 65 minutos de ser administrado.

d) Los espermatozoides de ratén se inmovilizan completamente
en un periodo de 30 minutos al aplicarles Glaucélido-E en dosis

de 150 ug/kg.
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Finalmente el estudio biol6gico de productos naturales merece mucha
mas atencién debido al gran nimero que se estdn aislando, sin
embargo toda investigacién que se requiera para esto debe seguir los
objetivos planteados por el laboratorio o institucién en los que se
realice, en el caso actual del Instituto de Quimica de la UNAM por
ejemplo es primordial una evalvacién biolégica a las nuevas
estructuras y a aquellas que se han dejado solo en el paso del anilisis
qufmico; no se espera que todos los compuesios sean bioactivos, sin
ver las cosas antropocentricamente, ;porqué pensar que la sfntesis
de matabolitos secundarios la hacen los vegetales “tratindo" les sea
dtil al hombre? Biol6gicamente los resultados de una serie de
pruebas de éste fndole determinan en donde son o no activas ciertas
sustancias  resultados muy vélidos cémo datos bioldgicos. No
debemos conformarnos con un nimero determinado de pruebas,
existen muchas mas que a otros investigadores, con otros medios ¢
intereses les convendrfa realizar,
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