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OBJETIVOS

« Aislamiento y caracterizacién estructural de los compuestos presentes en las
hojas de Nectandra salicifolia (H. B. K) Nees.

¢ Evaluacion biologica preliminar de su extracto etanélico



INTRODUCCION

Durante siglos, la humanidad ha utilizado plantas para el tratamiento de
enfermedades constituyendo asi Ja medicina tradicional. Estos conacimientos han
permitido la investigacién de la medicina popular de todo el mundo.

México es uno de los 5 paises con mayor diversidad vegetal a nivel
mundial, con més de 30,000 especies, después de Brasil, Colombia, Peru y
Venezuela y ocupa el segundo lugar en el mundo con cerca de 3,400 especies de
uso medicinal después de China con 5,000 piantas medicinales (Estrada, 1995).

Investigaciones etnoboténicas recientes indican que, de la vegetacion total
del 4rea de influencia de las comunidades, al menas el 50 % tienen algun uso
medicinal, por 1o que nuestro pals puede llegar a tener 15,000 plantas
medicinales.

Actualmente se reconoce que las propledades venenosas o curativas de
fas plantas dependen basicamente del tipo de sustancias que contienen, de ahl
la importancia del conocimiento quimico de éstas, siendo el campo de la
fitoquimica probablemente uno de los més interesantes de la quimica orgénica.

Dentro de la familia Lauraceae se encuentran géneros que por sus usos
medicinales han sido estudiados extensamente, por citar algunos: Cinnamomum
(camphora) antiespdsmodico; Persea (gralissima) antidiarreico, anticatarral,
emenagogo, antiparasitario y Persea (americana Gaerth) tos, tosferina, bronquitis.
Sin embargo, otros géneros de la misma familia no han recibido igual atencién.

Considerando importante el conocimiento de la constitucién quimica de
otros géneros de la familia Lauraceae, el objetivo del presente trabajo es conocer
la composicion quimica de las hojas de Nectandra salicifolia (H. B. K.) Nees y
analizar su posible actividad farmacoldgica mediante la evaluacién bioldgica
preliminar de su extracto -etandlico, contribuyendo de esta manera al estudio
fitoquimico de las lauraceas.



GENERALIDADES

Entre las plantas angiospermas dicotiledoneas tenemos a la familia
Lauraceae, comprendidas dentro del orden de las Magnoliales.

Al empezar el siglo XIX las especies de lauraceas cientificamente
conocidas apenas superaban las cincuenta, aunque eran conocidas desde
tiempos remotos ciertos miembros de la familia por sus propiedades medicinales,
como por ejemplo: Cinnamomum camphora (L.) Sieb, y el laurel (Laurus nobilis L).

Estudios recientes indican que la familia Lauraceae posee 32 géneros y
unas 2,000-2,500 especies. Son éarboles y arbustos tropicales o subtropicales
siempre verdes, cortezas casi siempre aromdticas, con olores agradables o
penetrantes (desagradables en varias especies de Nectandras y Ocoteas); sus
flores son pequefias, blancas o amarillas, olorosas, con los pétalos abiertos,
hermafroditas, raramente unisexuales.

Entre los géneros comprendidos en las laurdceas estan: Persea (150
especies), Ocotea (500-700 especies, incluyendo Nectandras), Cinnamomum
(250 eSpecies); Aniba (40 especies), Litsea (400 especies), Neolitsea (80
especies), Lindera (100 especies), Cryptocaria (200-250 especies), Sassafras (16
especies), Actinodaphne (100 especies), Licaria (50 especies) y Laurus (2
especies).

El género Nectandra fué establecido en 1778 por Rottboli con especimenes
y descripciones en el manuscrito de Daniel Rolander, sin embargo es considerada
sumamente problemética su clasificacion botanica debido a que el campo de
variabilidad de sus partes vegetativas es tan amplio que resulta dificil su
separacion en diferentes especies cuya variacion es minima, Es probable que
todos los taxones que la integran, estdn potenciaimente abiertos al juego azaroso
de los cambios, |08 cruzamientos y las mutaciones y por tanto el género Ocotea
presenta la mayorfa de las especies dioicas, mientras en Nectandra
prevalecen las especies bisexuales, De este modo tendria que estar favorecido el
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género QOcotea con mas oportunidades de fecundacién cruzadas, en ia aparicién
de formas intermedias, en vez de Nectandra, cuyas “especies’ se enlazan unas a
ofras, en grupos.

En vista de la dificultad para la clasificacion del género Nectandra
encontramos a Nectandra salicifolia (H. B. K.) Nees reportada con otros sindnimos
como son: Nectandra sanguinea Rol ex Rottb, Ocofea salicifolia H. B. K., Ocotea
globosa Cham,, Nectandra exaltata Gris., Laurus sanguinea Sw. Fl. Ind., Persea
sanguinea Spr. y Ocotea sanguinea.

Nectandra salicifolia es un &rbol o arbusto pequefio, con las ramitas nuevas
blanquecinas estrigoso-tumentulosas, pardas-oscuras, cilindricas o subcilindricas.
Sus hojas son de formas muy variadas: lanceoladas, elipticas u ovaladas, agudas
en ambas extremidades, generalmente desprovistas de vello, con el haz verde
brillante y el envés rojizo palido y menos brillante. Sus flores son blancas o
blanco-rosadas, olorosas, hermafroditas, con didmetro aproximado de 10 mm.
Sus filamentos son peludos y largos como las anteras, La floracién de Nectandra
salicifolia se presenta especialmente de marzo a junio, Su corteza no tiene sabor y
como caracteristica de ésta especie se menciona una frecuente coloracion roja o
rosada en sus nervios.

Nectandra salicifolia es abundantisima en México, encontrandola en San
Luis Potosi, Oaxaca, Tabasco, Michoacan, Chiapas, Veracruz, Yucatdn y
Guerrero. También es cultivada en Guatemala, Guayana Francesa, Guayana
Holandesa (Rolander), Honduras, Honduras Britanica, y tal vez en Venezuela,
Colombia, CostaRicay Jamaica.

Se le conoce con los nombres vulgares de: Aguacate (en Veracruz),
Aguacatillo (en Michoacan y Veracruz), Laurel (en Veracruz , Yucatdn y Honduras
Britanica), Piecito de Paloma (en México) y Timbersweet (en Honduras Briténica).

Las fotos de algunas especies pertenecientes al género Nectandra se
ilustran en la figura 1
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N. sanguinea

N. membranaceae N.membranaceae (=N, pichurim)

Figura 1
Especies pertenecientes al génera Nectandra (L, Barnardi, 1962)



N. reticulata N, pallida

Figura 1(continuacién)



Contenido quimico de las plantas de la familia Lauraceae

Desde el punto de vista fitoquimico no esta descrito en trabajo previo a
Nectandra salicifolia; sin embargo, varias especies de la familia Lauraceae,
incluyendo otras especies de Nectandras, han sido investigadas quimicamente y
la mayorfa de estos trabajos describen el aislamiento e identificacion de
alcaloides del tipo isoquinolinico como principales metabolitos secundarios
presentes en esta familia. Dentro de este tipa de compuestos se han aislado
bencilisoquinolinas como es el caso de la reticulina; bisbencilisoquinolinas como
la seeperina y beeberina aisladas de la especie N. rodiei; oxoaporfinas como la
ocotelna y roemerina y proaporfinas como el alcaloide glaziovina.

Ejemplos reprasentativos de alcaloides isoquinolinicos, aislados de varias
especies pertenecientes a la familia Lauraceae y sus fuentes naturales se
describen en el cuadro 1. Algunas de sus estructuras quimicas se ilustran en la
figura 2.

Ademas dse alcaloides isoquinolinicos, en varias especies comprendidas en
la familia Lauraceae, se identificaron y caracterizaron compuestos no alcaloideos
como neolignanos, esteroles y terpenos.

En el cuadro 2 se enlistan ejemplos representativos de compuestos no
alcaloideos aislados de varias especies de la familia Lauraceae y en la figura 3
se ilustran algunas de sus estructuras quimicas.



Cuadro 1

Alcaloides isoquinolinicos aislados de varias especies pertenecientes a la

familia Lauraceae.
( Chemical abstracts, 1949-1994)

ALCALOIDES | FUENTE NATURAL REFERENCIA
Talicmina Ocotea pubenila F. Baralle, et al., Phytochem., 12(4), 1973
Ocoteina Nectandra saligna F. Baralle, et al., Lloydia, 1973
Phosbe portiria (Gris) F. Baralle, et al,, Lloydia, 1973
Dehidrocoteina | Ocolea purebula F. Baralle, et al., Experientia, 28(8), 1972
Roemerina Neolitsea sencaBlume | R. H. F. Manske, etal, J. Org. Chem., 22(429)
1957
Ocotea rodiael P J. Hearst, J. Org. Chem,, 29(2), 1964
Glaziovina Qcotea glaziowi B. Gilbert, et al, JA.C.S., 36(4), 1967
Nectandra membranaceae | M. Baldwin et al., J. Chem, Soc, C., 154, 1967
Ocotea variabilis M. P.Cava, et al. Tet. lett,, 46(4647), 1972
Apoglaziovina | Nectandra membranaceae | H. Guinaudeau, et al,, J. Nat. Prod., 38(1281),
1979
Ocolea vanabilis M. P. Cava, ot al, Tet. latt, 46(4647), 1972
Boldina Nectandra grandifiora G. L. Von Poser, Int. J. Pharmacogn., 31(3),
1993 ‘
Isoboldina Nectandra menbranaceae | M. Lebouef, et al., J. Nat. Prod., 46(761), 1983
Ocotea caesia V. J. Yariwake, et al. Phytochem., 28(12), 1989
Raticulina Cinnamomun camphora | Tomita-Kozuka, et al., 1964
Cryptocarya odorata Panch et. Seb, 1965
Menisperina Cryptocarya trangularis | Cooke-Haynas, 1954
Cryplocarya angulata Cooke-Haynes, 1954
Seeperina Neclandra rodiel M. F. Groudon, et al, J. Chem. Soc. 2739,1960
Beeberina Nectandra rodiael P. J. Hearst, J. Org. Chem., 29 (2), 1964




Figura 2
Estructuras quimicas de alcaloides isoquinolinicos presentes en la familia

Lauraceae.

CH,0
HO
HO.
CH30
RETICULINA OCOTEINA MENISPERINA
CHsO.
Ho QI N~-CH3
CH;0 l
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SEEPERINA
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Cuadro 2

Compuestos no alcaloideos presentes en varias especies pertenecientes a la

familia Lauraceae
(Chemical Abstracts, 1949-1994)

COMPUESTO | FUENTE NATURAL REFERENCIA
Nealignanos bicicio | Ocotea sp. (“canela M. Gomes, et al., Phytochem.,22(1), 1983
(3,2,1)actano parda’)
Ocotea porosa D. J. Yoshida, et al., Phytochem.,36(2), 1994
Ocotea catharinensis | M. Haraguchi, et al., Phytochem., 22(2) 1983
Dehidrodieugenoles | Nectandra politaNees |M. Suarez, et al., Phytochem, 22(2), 1983
Litsea turfosa D. M. Holioway, et al., Phytochem., 12, 1973
Ocolea crymbarum A. M. P. Diaz, et al., Phytochem., 19(186),
1980
f-sitosterol Nectandra poiita M. Suarez, et al,, Phytochem.,22(2), 1983
a-pineno, cineol y | Nectandra falcifolia A. G. Fester, etal, C. A. 55, 21252, 1961
safrol {Nees)
O-metileugenol y Nectandra poiita (Nees) |M. Suarez, et al., Phytochem.,, 22(2), 1983
eugenol
B-pineno, cineol, Laurus nobilis Nigam, etal., 1960
terpineol y citral
Linalol QOcotea pretiosa Gottlieb, et al., 1960
Aniba duckei Gottlieb, et al., 1964
Cryptocarya moschata | Naves, etal., 1963
Lindera membranaceae | Fuiita, et al., 1956




"

Figura 3
Estructuras quimicas de compuestos no alcaloideos presentes en la familia
Lauraceae

DEHIDRODIEUGENOL p~SITOSTEROL

. OH
> l
CH=0
OH | |

TERPINEOL CINEOL CITRAL LINALOL



12

Biosintesis de alcaloldes isoquinolinicos

Los alcaloides isoquinolinicos estdn presentes en numerosas plantas, se
han encontrado en cerca de 40 familias. Son comunes en las Cactaceae,
Chenopodiaceae, [Fabaceae, Rutaceae, Annonaceae, Anstolochiaceae,
Papaveraceae, Lauraceae, elc.

Se han llevado a cabo un numero considerable de trabajos empleando
precursores marcados para determinar la ruta biosintética, mediante la cual
ocurre la formacion de alcaloides isoquinalinicos.

La biosintesis de las isoquinolinas simples ejemplificada en el esquema 1
muestra la formacién de los alcaloides analonidina y analamina presentes en el
cactus del peyote. La dopamina originada a partir del a-aminodcido tirosina
(Lundstrém 1971, Herbert 1980), puede ser O-metilada produciendo la 4-hidroxi-
3-metoxifeniletilamina (1), la cual experimenta una oxidacion produciendo 4,5-
dihidrgxi-a-metoxifeniletilamina (2), intermediario clave en la formacion de
mescalina e isoquinolinas. Una segunda metilacién puede producirse en el grupo
hidroxilo del C-4, formando el compuesto (3), el cual, subsecuentemente forma el
anillo de las tetrahidroisoquinolinas dando origen a los alcaloides: analamina (6) y
analonidina (7), los cuales han mostrado actividad baja como anticonvulsivos,
tranquilizantes y relajantes musculares. Si la metilacion de (2) es producida en el
grupo hidroxilo del C-5 se forma el compuesto (4), el cual da origen al
alucinégeno mescalina (§).

Sin embargo, esta informacion no es definitiva, ya que se requieren mas
estudios para establecer rigurosamente la ruta biogenética precisa mediante la
cual ocurre la formacion de varias isoquinolinas.

En la biosintesis de muchos alcaloides bencilisoquinolinicos y aporfinicos,
la reticulina es considerado el intermediario clave. En la especie Papaver
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somniferum se ha encontrado que la N-norlaudanosolina es el precursor de la
reticulina y éste a su vez, es el precursor de los alcaloides marfinanos. Por ofra
parte, algunas aporfinas han sido empleadas como analogos rigidos de la
dopamina para estudiar la naturaleza de los receptores dopaminérgicos.

En el esquema 2 se muestra la biosintesis de bencilisoquinolinas y
aporfinas a partir de la reticulina, la cual es formada a partir de dos moléculas del
a-aminodcido tirasina, una de las cuales es utilizada via dopamina, la otra unidad
requerida para la biogendsis es el 3 4-dihidroxifenilacetaldehido (Schumacher et
al., 1983).

Los alcaloides aporfinicos, formados a partir de la reticulina, se distinguen
por un enlace sencillo entre los dos anillos arométicos de la bencilisoquinalina; la
hipdtesis soportada en numerosos experimentos indica que este enlace es
introducido por acoplamiento de dos radicales fendlicos ( Herbert, 1980).



Esquema 1
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Biosintesis de isoquinolinas simples
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Esquema 2
Biosintesis de bencilisoquinolinas y aporfinas
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Farmacologla de las plantas de la familia Lauraceae

Los alcaloides isoquinallnicos constituyen quizé, el mas extenso grupo de
alcaloides conacidos, ellos ejercen sus acciones farmacoldgicas con mayor
afinidad en e! sistema nerviosa central y en masculo liso.

Los alcalaides del opia (Papaver somniferum), entre sus diversos usos, son
considerados como los agentes antidiarréicos més efectivos ya que producen un
efecto constipante muy poderoso; sin embargo su emplea conlleva el riesgo de
praducir dependencia de tipo narcético. Esta limitante di6 lugar a la busqueda
sistematica de estructuras que mantuvieran la actividad antidiarréica y carecieran
de efectas secundarios, ahora se prefieren los opioides sintéticos (difenoxilato y
loperamida) para el tratamiento de la diarrea.

Los alcaloides bencilisoquinolinicos como a papaverina tienden a causar
relajacion. Otros derivados isoquinalinicas estimulan el musculo liso, algunos de
estos compuestos estimulan fuertemente el U(tero otros muestran efectos
depresivos en la actividad y tono del tracto gastrointestinal.

La actividad farmacoldgica de las laurdceas ha sido muy poco estudiada,
entre los escasos estudios realizados a algunas especies de estas plantas se
pueden citar los siguientes:

El extracto metandlico de Necfandra pichury mostré inhibicion en la
proliferacion del protozoario Enthamoeba hystolitica (F. Prado, 1949)

Se demostrd |a actividad citotéxica del extracto crudo de Nectandra rigida,
la cual es debida al compuesto aislado dehidroisoeugenoI'(Le Quesne, 1980).

E! alcaloide proaporfinico glaziovina, aislado en las especies Ocofea
glaziowvi, Nectandra membranaceae y Ocolea varabilis mostré un efecto
antidepresivo y ansiolitico (Siphar, 1966 ).
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El alcaloide del tipo bisbencilisoquinolinico, rupununina, aislado de'l
extracto etandlico de la especie Ocotea rodiei fué propuesto como contraceptivo,
virucida, antimicético, agente neuroactivo y pesticida (Gorinsky, 1994).

De la corteza de Nectandra grandifiora se aislaron cuatro alcaloides
aporfinicos: laurolitsina, laurotetanina, boldina e isoboldina, estudios preliminares
con el extracto alcaloideo, revelaron actividad antitumoral contra el sarcoma 180 y
carcinomas de Ehrlich (Moreno, P. R, H., 1993).

Ademas, se han reportado numerosos usos en Medicina Tradicional, a
plantas pertenecientes a la familia Lauraceae (cuadro 3) por lo que su
investigacion fitoquimica y farmacoldgica representa una contribucion importante
al conocimiento de su composicién quimica y al mismo tiempo nos permite
justificar los usos populares que hasta la fecha se les han atribuido a estas
plantas.



Cuadro 3
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Usos mas importantes de las lauraceas en México

(Estrada, 1995-Dfaz, 1985)

ESPECIE USosS PARTE USADA
Cinnamomum camphora  antiespasmédico, antiséptico. tallo, extracto
Cinnamomum cassia estimulante. tallo
Cinnamomum zeylanicum anliespasmaddico, estimulante,  tallo
ténico.
Litsea cubeba antigonorreico, diaforético,  no hay informacion
diurético, estimulante.
Litsea glaucescens antiespasmaédico. planta entera

Persea gratissima

abscesos, ténico, afrodisiaco,
anticatarral, antiescabidtico,
antidiarreico, antidisentérico,
antineurdlgico, antipalldico,
antiparasitario, antirreumatico,
antitumoral, . tifa, astringente,
cicatrizante, regenerativo,
hemostéatico contusiones,
dermatosis, emenagogo,.

catdrtico, sordera.

hoja, fruto, tallo,

semilla

Persea longipes

estimuiants

hoja

Persea americana var.
drymifolia (Schi. et. Cham)

dolor de ‘estémago, soplo del
corazdn, gases del estémago.

hojas, semilla

Nectandra globosa (Aubl.)

antiabartivo (reguia el parto).

hojas tiernas

Sassafras officinale

antidisentérico, carminativo,
catartico, diaforético.

extracto, ralz,
planta entera
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PARTE EXPERIMENTAL

l.- ESTUDIO QUIMICO. Materiales y métodos

El material vegetal del presente estudio se colectd en las inmediaciones de
Uxpanapan, Veracruz en el mes de actubre por fa Dra. Silvia det Amo R. quien lo
identificd como Nectandra salicifolia (H. B. K.) Nees. Se deposité una muestra en
el herbario del Instituto de Ecologla, Jalapa. Ver.

Los disalventes empleados fueron grado técnico, previamente purificados
por destilacién. Todos los extractos fueron concentrados por destifacién a presian
reducida, Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Jones y no
estan corregidos.

Los espectros de infrarrojo se determinaron en un espectrofotémetro
Nicolet FT-58X, en pastilla de KBr y en pelicula; las frecuencias estan dadas en
cm™. Los espectros de RMN-'H se realizaron en un aparato Varian VXR-300S
(200 MHz) empleando como disoivente CDCl; y tetrametilsitano (TMS) como
referencia interna, el desplazamiento quimico esté expresado en ppm, utilizando
el parametro delta (5). Los especiros de masas se hicieron en un
aspectrofotémetro Hitachi Perkin-Helmer RMU 6D de doble foco, por ionizacién
quimica (IQ) e impacto electronico (IE).

Para los analisis cromatogréficos en capa fina analitica y cromatografia

- preparativa se utilizaron placas de vidrio recubiertas con gel de silice Merck 60
Fas4 de espesor 0.25 mm y Merck 60 Fasy de espesor 2.0 mm, respectivamente.
Para la cromatografia en columna se empled gel de silice 60 de malla 70-230
ASTM. Los sistemas de elucién y reveladores se enlistan en los cuadros 4 y 5,

respectivamente.
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Cuadro 4
Sistemas de elucién para CCF analitica y preparativa

clave volumen (ml) disolventes
A 30: 2: cbp 250 CH,0H - NH,0H - CH,CI
B 90:10 Hexano - Acetato de etilo
C 85:15 Hexano - Acetato de etilo
D 80:20 Hexano - Acetato de etilo
E 90:10 CH.CI; - CH,0H

Cuadro §

Reveladores para CCF analitica
1. Reactivo de Dragendorff
2. Sulfato cérico
3. Acido sulfdrico SN

A las hojas secas y molidas se les realizé una prueba de alcaloides de la
siguiente forma: un gramo del material vegetal se maceré en 30 ml de etanol
ligeramente caliente durante 30 minutos, se dejé enfriar. De este extracto se
realizé una cromatografia en capa fina (CCF) analitica en el sistema de elucién A
(cuadro 4) visuallzadndose con luz UV tres manchas (Rfi= 0.1 , Rf;= 0.52 y
Rf;=0.85), pero al revelar esta placa con reactivo de Dragendorff‘ sélo el
compuesto con Rf; = 0.52 dié prueba positiva para alcaloides observandose una
mancha color naranja.

El procedimiento de extraccién se realizé via maceracién con hexano y etanol
absoluto como se muestra en el esquema 3.
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HOJAS SECAS Y MOLIDAS
Hexano
EXTRACTO HOJAS
HEXANICO DESENGRASADAS
(pasta grasosa verde) 1) secar
2) EtOH abs.
EXTRACTO HOJAS
ETANOLICO

(polvo verde)

Esquema 3
Proceso de extraccion mediante maceracion

Fraccionamiento del extracto hexanico

Al extracto hexdnico se le realizé una percolacidon con héxano en una
columna de vidrio conteniendo Tonsil, como adsorbente, con el préposito de
eliminar los pigmentos del extracto,

El fraccionamiento del extracto hexanico ( 8 g) se realizo disolviendo la
muestra en hexano y adicionandola cuidadosamente en una columna de vidrio,
(diametro 7.5 cm, altura 25 cm ) previamente empacada con 240 g de gel de
silice humedecida con 300 m! de hexano-acetato de etilo (98:2) y se empezé la
elucion colectando fracciones de 20 ml de volumen, se aumenté 1a polaridad del
sistema de elucion con acetato de etilo.
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Cuadro 6
Incremento en la polaridad del sistema de elucion de la cromatografia en
columna.
Hexano-Acetato de Etilo (%) Fracciones
98:2 1-28
95:5 29-58
92:8 59-68
90:10 69-82
88:12 83-88
85:15 89-95
80:20 96-112

Se obtuvieron del fraccionamiento del extracto hexanico 112 fracciones
siguiendo el desarrollo de la columna por CCF analitica. De la fraccién 1 a la 46
se empled el sistema de elucion C y las siguientes fracciones se eluyeron en el
sistema D; las placas se visualizaron con luz UV y se revelaron con H,§0, 5N y
sulfato cérico. '

De acuerdo al andlisis por CCF analitica la mayoria de las fracciones
contenlan sustancias de tipo lipldico, descartdndose su estudio; sélo el analisis
cromatografico de las fracciones 92-99 (sistema D, revelador 3) mostraban un
compuesto mayoritario por lo que se procedid a su aislamiento.
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Alslamiento del compuesto A

Las fracciones 92-89 se uniercn y se concentraron a presion reducida
obteniendo 600 mg de una pasta cerosa amarilla. De esta muestra se intenté la
cristalizacién del compuesto mayoritario con diferentes disolventes no obteniendo
buenos resultados, por lo que se procedid a su purificacion usando CCF
preparativa. De la aplicacion de 100 mg de la muestra (sistema DX2), se
obtuvieron 12.5 mg de un solido amorfo blanco con punto de fusién 130-131 °C al
que se denomind compuesto A. Sus constantes espectroscdpicas son las
sigulentes:

IR (pastilla, cm”, Espectro 1). Sefal ancha a 3416,0-H,de 3000-2850 C-H
sat., 1470-1430 CH;-, CHp-, 1395-1365 CHs-, 1150-1050, CH-OH.

RMN-1H (CDCls, ppm, Espectro 2 y 2A) §: 5.34-5.31 sedal doble, integra
para 1H vinilico, 3.56-3.42 multiplete para 1H, 2.40-0.66 varias sefales para
metilos de isopropilo y metilos angulares, 1.55 seital ancha que intercambia con
D,0.

EM (m/z, intensidad relativa, Espectro 3) 414 (M', 100.0), 399 (28.68), 396
(41.50), 381 (25.31), 329 (32.36), 315 (6.56), 303 (34.86), 273 (26.56), 213
(26.56), 57 (26.14), 43 (28.21),

El compuesto A se compard por CCF analitica (eluyente D, revelador 3)
con una muestra original de B-sitosterol, encontrando que ambos compuestos
tenian et mismo Rf y al ser revelados se tenia la misma coloracidn en ambos.



Extraccién del crudo aicaloideo

La obtencién del crudo alcaloideo se realizé mediante particion dcido-base

del extracto etandlico (ver esquema 3) siguiendo la metodologia que se presenta
a continuacion.

EXTRACTO ETANOLICO
Sg

HCI al 10% (60 mi )
EtoAc (30 ml X3)

| |
FASE ORGANICA 1 FASE ACUOSA 1
(4cida)

1) NH,OH (pH= 9)

2) EtoAc (30 mi X3)
L |

FASE ORGANICA 2 FASE ACUOSA2

{Crudo alcaloideo)
53.5mg

Esquema 4
Praceso de particidn dcido-base

Se realizé CCF analltica a la Fase Orgénica 1 (sistema A, revelador 1) con
el propdsito de enconirar algin compuesto que revelara con reactivo de
Dragendorff, pero no se observd ninguna mancha color naranja, por o que se
consideré completa la extraccion. | ‘
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El crudo alcaloideo se analizé por CCF analitica (sistema A, revelador 1)
visualizandose dos compuestos con luz UV ( Rf= 0.55, compuesto 8 y Rf= 0.40,
compuesto C), pero sdlo el compuesto B, que se observa mayoritario, revela con
reactivo de Dragendorif .

El procedimiento de particién &cido-base se realizd cinco veces utilizando
59 de extracto etandlico en cada ocasion, obteniendo el crudo alcaloideo en un
rendimiento promedio del 1.12 %.

Aislamiento del compuesto B

La purificacién del compuesto mayoritario B, se llevo a cabo por medio de
CCF preparativa, aplicando 100 mg del crudo alcaloideo y eluyendo en el
sistema EX2 (Rf=0.53), se obtuvieron 4.1 mg de un sélido blanco.

El compuesto C no se consiguid aislar en forma pura, ya que en CCF
preparativa siempre se obtenia una mezcla de los compuestos B y C debido, tal
vez a la gran inestabilidad que presenta este compuesto.

Es importante mencionar que tanto el crudo alcaloideo como el compuesto
B presentaban inestabilidad a la luz y al aire por 1o que es necesario mantenerlos
en ambiente de nitrégeno y en ausencia de luz durante todo ei analisis.

Las constantes espectroscapicas para el compuesto B son las siguientes:

IR (pastilla, cm”, Espectro 4) A 3384 sefial ancha para el grupo O-H, 2926
banda de un sistema C-H sat., a 1150-1070, C-O 6 C-0-C, a 2848 eter, OCH3,
1662 banda de un grupo carbonilo C=0. _

RMN-1H (CDCl,, ppm, Espectro 5) 8: 6.98-6.81 sefial doble de dobles (dd)
que integra para 2H (J=2.8, J'9.9 Hz), 6.55 hay un singulete que integra para 1H,
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6.37-6.25 doble de dobles que integra para 2H (J=1.8, J'= 9.9 Hz), 3.80 singulete
que integra para 3H (0-CH3), 3.46-3.40 sefal multiple que integra para 1H, 3.13-
2,70 multiplete que integra para 3H, 2.52-2.18 sefiales multiples que integran para
7H, a 2.35 singulete que integra para 3H (N-CH3),

EM (Espectro 6, m/z, intensidad relativa) 297 (M*, 100.0), 296 (M'-1, 59.0),
282 (9.0), 268 (27.1), 254 (33.6), 239 (7.4), 211 (7.0).
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Il.- EVALUACION BIOLOGICA PRELIMINAR

Para la determinacion de actividad bioldgica preliminar se llevaron a cabo
dos estudios con el extracto etandlico de Nectandra salicifolia, el primero en un
sistema in vitro registrando la actividad contractil del ileo de rata, el segundo
estudio se realizé en un sistema in vivo midiendo el peristaltismo intestinal en
ratones por medio de |a prueba de desplazamiqnto del carbén activado.

Sistema in vitro

En este estudio se utilizaron ratas Wistar, machos jévenes de 180 a 230 g
de peso, privadas de alimento durante 24 hrs previas al experimento. Los
registros de actividad contréctil del tejido se realizaron en un poligrafo Grass
modelo 79D.

Se realizaron prusbas de solubilidad al extracto etandlico de N. salicifolia,
encontrandose una buena disolucién del extracto con una solucién al 10 % de
dimetilformamida (DMF) en agua.

Las ratas se sacrificaron por dislocacion cervical y se les extrajo el fleo, el
cual se coloco en una caja Petri con solucidn Ringer a 37 °C (cuyo pH se ajustd
con un potenciémetro Orion 601A y se midié su osmolaridad con un osmémetro
Osmette) y con burbujeo de una mezcla de gas carbégeno (95% O, y 5% CO,).
Se realizaron cortes al tejido obteniéndose de 4 a 5 segmentos de
aproximadamente 1 cm de longitud. Se suturd cada extremo del tejido en forma
alterna y se ataron, uno a la base del tapén de la cé&mara y el otro a un
transductor del polfgrafo previamente calibrado.

Posterior a la colocacion del fleo en la camara, se adiciond solucion Ringer
y se oxigend con gas carbdgeno, se dejo estabilizar el tejido durante 45 minutos
en condiciones controladas de pH= 7.4, osmolaridad= 240 y temperatura= 37 °C.
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A cada fragmento de fleo se |e realiz6 un registro basal (preadministracion)
durante un lapso de 10 min, al término del cual se adiciond la solucion vehiculo
(DMF 10%) y/o la solucion del extracto. La solucion vehiculo permitid comprobar
que éste no produce efecto alguno sobre el tejido. A los otros fragmentos se les
adicionaron las soluciones del extracto y se registr6 la respuesta durante 10 min
(postadministracién) para cada concentracion; considerando que el volumen de la
cémara fue de 10 ml de solucién Ringer, se obtuvieron concentraciones finales de
64, 128, 256, 512 y 800 pg/ml de extracto etandlico de N. salicifolia. Después del
registro de cada concentracion, el tejido se lavd de 3 a 4 veces con solucion
Ringer.

Se midid la frecuencia y amplitud de las respuestas del lleo a cada
concentracion, comparando cada uno de los registros con su registro basal; se
determind el porcentaje de respuesta promedio del tejido con un niimero de 8
registros (n=8) para cada concentracion; en el cuadro 7 se muestran los
resultados obtenidos,

Cuadro 7
Resultados de la actividad contractil del ileo de rata tratado con
extracto etandlico de N. salicifolia.

Conc. log conc. % resp. log Error std.
(ng/ml) (ng/ml) promedio | (resp/100-resp) %
64 1.81 16,91 -075 +3.54
128 210 37.87 -0.24 +266
256 2.4 56.65 0.14 £322
512 2.1 74.19 0.52 +4.20
800 2.90 71.97 0.63 +3.01
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Los resultados anteriores nos permitieron construir la grafica porcentaje de
respuesta contra concentracion (curva dosis-respuesta) y al graficar el logaritmo
de (resp/100-resp) contra el logaritmo de la concentracion, se obtuvo una recta a
parlir de la cual calculamos la concentracién de inhibicidon al 50 %, Cls
(gréficas 1y 2).

En la figura 4 se muestran las respuestas obtenidas en segmentos de fleo
de rata en un sistema in vitro con la administracidn del extracto etandlico de N.
salicifolia a las concentraciones evaluadas. Para comparar las respuestas
obtenidas con el extracto, se utilizé como patrén de referencia sulfato de atropina
a las concentraciones de 20, 40, 80 y 160 pug/ml (n=1) (figura 5). Las flechas
sefialan el momento de la aplicacion directa de las soluciones sobre el tejido.
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Figura 4

Registro de |a actividad contractil del ileo de rata bajo la accién del
extracto etandlico de Nectandra salicifolia.
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Figura 5

Registro de |a actividad contréctil del ileo de rata bajo la accién de
sulfato de atropina.
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Sistema in vivo

La téenica empleada en este estudio es una adaptacion de Rodriguez, R. y
Villarreal J. E. de la descrita por Macht y Baba-Gose en 1931, la cual consiste en
la determinacion de actividad antidiarreica en ratones.

En este estudio se utilizaron ratones de la cepa Taconic macho de 20 a 30
g de peso, privados de alimento durante 9-12 hrs previas al experimento.

Los ratones se distribuyeron en tres grupos (n=6):
1. Grupo tratado con solucion vehiculo, DMF al 10 %, (control).
2. Grupo tratado con extracto etandlico de N. salicifolia a las dosis de 2,4,8,16 y

32 mglKg.

3. Grupo tratado con Sulfato de Atropina a las dosis de 0.025, 0.25y 2.5 mg/Kg.

La administracion de sulfato de atropina fue con la finalidad de llevar a
cabo un efecto antidiarreico seguro, y que a la vez nos sirviera de referencia.

Se administraron por via oral las soluciones correspondientes a cada
grupo, dejando un intervalo de 5 minutos entre cada administracion.

15 minutos después de la administracién del vehiculo o de las sustancias
en estudio, se administré a lodos los ratones por via oral una suspensién de
carbdn (carbén vegetal 5% y goma de tragacanto 5%, disueltos en 100 ml de
metilcelulosa 0.2%) a razén de 0.1 mi/10 g de peso del ratén,

A los 30 minutos de la administracién de la suspension de carbén se
sacrificaron los animales por dislocacion cervical y se extrajo el tejido desde el
estémago hasta el ciego.

Se midié la longitud total del intestino y la distancia recorrida por la
suspension de carbén (medida indicativa del trdnsito gastrointestinal). Los
porcentajes de desplazamiento de la suspensién de carbén para cada dosis se-
obtuvieron considerando {a longitud total de! intestino de cada ratén como el 100
% desplazado.



El grupo tratado con vehiculo (grupo control), presentd un porcentaje de
desplazamiento de la suspension de carbén mayor que los grupos tratados con
extracto y con sulfato de atropina, debido a que éste no modifica el trénsito
gastrointestinal de los ratones.

Los resuitados obtenidos con la administracion del extracto etandlico de N.
salicifolia y sulfato de atropina a las diferentes dosis se muestran en el cuadro 8.

Cuadro 8
Resuitados de la medicion del transito intestinal en ratones tratados con
extracto etandlico de N. salicifolia ylo con sulfato de atropina.

DOSIS % DE ERROR
GRUPO ( mg/Kg) DESPLAZAM. STD (%)
DE CARBON
PROMEDIO

extracto 2 88.05 +214
etandlico de 4 85.58 +2.48
N. salicifolia 8 7783 . +4,62
16 72.41 +1.82
32 77.34 { +260
Sulfato de 0.025 72.06 +3.94
atropina - 025 69.17 +2.75
25 -~ 5154 +4.80

En la grafica 3 se muestra el porcentaje de desplazamiento de la
suspensidn de carbdn para el extracto etanélico de N. salicifolia y para sulfato de
atropina a las dosis evaluadas,
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ANALISIS DE RESULTADOS

Estudio Quimico

De las hojas de Nectandra salicifolia (H. B. K.) Nees se aislaron y
caracterizaron dos compuestos. Del extracto hexanico se aislé un esterol
conocido ampliamente, el p-sitosterol (Compuesto A) y del extracto etandlico se
aislo el alcaloide proaporfinica glaziovina (compuesto B), aislado previamente en
las especies Ocotea glaziovii, Ocotea vanabilis Mart y Nectandra membranaceae.
Sus estructuras quimicas son las siguientes.

HO

B-SITOSTEROL

GLAZIOVINA

Figura 6
Estructura quimica de los compuestos aislados de N. salicifolia (H. B. K.) Nees
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Compuesto A
Este compuesto se aisld del extracto hexanico de {as fracciones 92-99 de la

cromatografia en columna, y dado que se encontraba impuro se purificé por CCF
preparativa obteniendo un sélido blanco con p. f. de 130-131 °C. Ef compuesto
fue identificado como p-sitosterol por comparacién de sus propiedades fisicas y
espectrocdpicas.

IR (Espectro 1) Se observa una seflal ancha en 3416 que indica la
presencia de un grupo hidroxilo (vibracion O-H), lo cual se confirma al ver las
sefiales que aparecen de 1050-1100 correspondientes a la vibracién C-Q. Varias
seflales de 3000-2850 nos indica la presencia de metilos y metilenos, las sefiales
de 1470-1430y 1378 confirman lo anterior.

RMN-'H (Espectro 2) Sefial doble en 5.34-5.31 que integra para un protén
y que de acuerdo a su desplazamiento, s un protdn vinilico, a 3.56-3.42 se
observa un multiplete que integra para un protdn, el cual corresponde al protén
del carbono 3 de la estructura propuesta; de 2.4 a 0.66 se encuentran varias
sefales para metilos de un grupo isopropilo y metitos angulares; en 1.55 ppm se
observa una seflal ancha que intercambia con agua deuterada, D,0 (Espectro
2A). Los datos anteriores concuerdan con los encantrados en Ia literatura para la

motécula det B-sitosterol,

HO'

Figura 7
Estructura propuesta para el compuesto A
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Su especiro de masas (Espectro 3) presenta un M' a 414 (pico del ién
molecular) que corresponde al peso molecular del compuesto con formula
condensada CyHs0, los picos significativos de la fragmentacion de este
compuesto son: mfz= 396 (M'-H,0), a 399 (M'-CHs), 381 (M'-CHSO), 303 (M'-
CsHis), 273 (M'-CyoHzy), 315 (M*-C/His) (esquema 5).

Ademés se observa un pico a m/z=57 por pérdida de un fragmento CiHy',
este pico se fragmenta nuevaments dando un pico a m/z= 43 que corresponde al
fragmento CyH;'. E! patrén de fragmer-tacion para el compuesto A concuerda con
los datos reportados por Aizawa (1974) para el estructura del f-sitosterol,

Et compuesto A purificado, se compard por CCF analitica (sistema D,
revelador 3) con una muestra original de 8-sitosterol comprobando que se trataba
del mismo compusesto,
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[MH-CH1S] ~— M [MhCH3] —> [M*-CHsO]
miz= 315 miz= 399 mz= 381
4
-15
15
Y
[M*-C1oH21] <—2— — s [ M+-Hp0]
miz=273 miz= 386
HO \
[M+]
miz= 414
=111
[ M+-CaH15]
miz= 303
Esquema 5 .

Patrén de fragmentacién del compuesto A (Aizawa, 1974).
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Compuesto B .

Este compuesto se aisld del crudo alcaloideo previa particién acido-base
del extracto etandlico. Se purificd por cromatografia preparativa, es un sdlido
amorfo blanco con punto de fusion 176-180 °C. Su caracterizacion se realiz6 en
base a métodos fisicos y espectroscdpicos.

IR (Espectro 4). Se observa una sefial ancha a 3384 cm”, vibracién O-H
correspondiente a un grupo hidroxilo, a 2848 se observa una banda para un éter -
OCHs, lo cual se confirma por las sedales a 1150-1070. La sefal a 1662 cm’
indica la presencia de un grupo carbonilo.

RMN-'H (Espectro 5). Se observa una sefial doble de dobles (dd) de 6.98-
6.81 que integra para 2H vinilicos (J=2.8 y J'=9.9 Hz.) asignados a los carbonos 8
y 12 de 1a estructura propuesta , en 6.55 se observa un singulete (s) que integra
para el unico proton de tipo aromatico, de 6.37-6.25 sefial doble de dobles que
integra para los protones vinilicos de los carbonos 9 y 11 (J=1.8, J'=9.9 Hz), a
3.80 ppm se observa un singulete que integra para 3H correspondientes al grupo
metoxilo de la molécula (O-CH;), de 3.46-3.40 se encuentra un multiplete que
integra para 1H (asignado a la posicién 6a de la estructura propuesta), de 3,13-
2.70 se observan seilales multiples que integran para 3H (2 protones asignados
al C-5 y un protén del C-4), en 2,52-2.45 hay un multiplete que integra para un
protén asignado al C-4, a 2.35 ppm se observa un singulete qhe integra para los
3 protones del metilo unido al nitrageno (N-CHj), sefales multiples de 2,25-2.18
que integran para 3H, dos de los cuales son asignados a la posicion 7 la
estructura propuesta, el tercer proton corresponde al H del grupo hidroxilo, Los
datos encontrados concuerdan con los reportados por B. Gilbert, 1964,
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Figura 8

Estructura propuesta para el compuesto B

El espectro de masas (Espectro 6) presenta un M' a 297 (pico del ibn
molecular), que corresponde al peso molecular del compuesto B con formula
condensada CsHyeNO,. De la fragmentacién de este compuesto se tienen los
siguientes picos: m/z= 296 (M'-H), el cual pierde un fragmento de CHO
presentando un pico a 268, m/z= 282 (M'-CH,), 254 (M'-CH,NCH), a 239 (M-
C3HeN) el cual pierde un fragmento de CO presentando un pico en 211, Baldwin,
1967 (Esquema 6).
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Patrdn de fragmentacién para el compuesto B
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Evaluacion Biolégica Preliminar

El uso popular que se le atribuye al “aguacatillo’ (Nectandra salicifolia) en
los lugares donde es nativo, principalmente en Veracruz y Michoacan, es como
antidiarreico; por tanto, los estudios bioldgicos realizados al extracto etandlico de
la planta estan encaminados a justificar su empleo como agente antidiarreico en
medicina tradicional.

Sistema /n vitro

El extracto etandlico de N. salicifolia se evalud en un sistema in vitro
convencional sobre fleo de rata, con la finalidad de establecer la presencia de
algtin efecto biologico.

Los datos obtenidos en este estudio se muestran en el cuadro 7, en el cual
se observan las respuestas del tejido, expresadas en porcentaje, en base al 100%
de la respuesta basal para cada concentracion. Cabe mencionar que las
respuestas del tejido a las diferentes concentraciones se obtuvieron en forma
independiente y no en forma acumulativa; es decir, con lavados del tejido con
solucién Ringer entre cada administracidn,

Los resultados obtenidos muestran que la respuesta de relajacién del tejido
aumenta en forma gradual conforme aumentamos la concentracion del extracto,
esto se visualiza de una manera méas clara -en la grafica 1 (curva dosis-
respuesta). Ademas al gréficar el logaritmo de (resp/100-resp) contra el logaritmo
de la concentracién se obtiene una recta (gréfica de Hill), a partir de la cual
encontramos la concentracidn de inhibicion al 50 %, Cls= 218.67 pg/ml
(gréfica 2).

Los registros del tejido con la administracion de la solucién vehiculo no
presentan cambios en la actividad espontdnea del tejido, por lo tanto éste no
influye en las respuestas obtenidas en la evaluacion del extracto.
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Con la administracion del exiracto se observa una disminucién en la
amplitud y frecuencia de la actividad del ileo, lo cual se traduce como un efecto
de relajacidn del tejido; este comportamiento se acenta conforme aumentamas la
concentracion del extracto hasta presentarse la relajacion total del tejido a fa
maxima concentracion, 800 ug/mi (figura 4).

En este estudio se incluyd la evaluacidn biolégica de sulfato de atropina
con el préposito de realizar una comparacién de la respuesta producida por el
extracto etandlico de N. salicifolia con una sustancia prototipo en producir efectos
de relajacion sobre musculo liso.

Los resultados obtenidos con la aplicacién de sulfato de atropina (figura §),
exponen un efecto de relajacion del fleo a concentaciones mas bajas que las
evaluadas con el extracto etandlico de la planta, pero debe tomarse en cuenta
que en un caso Se irata de un extracto crudo y en el atro de una sustancia pura.

La informacidn anterior nos permite proponer que el efecto del extracto
etandlico de N. salicifolia en (leo de rata puede ser comparable al obtenido en la
evaluacion de suifato de atropina, la cual acttia como anticolinérgico, bloqueando
los receptores muscarinicos (Goodman, 1991).
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Sistema /n vivo:

El flujo adecuado de nutrientes, elementos de desecho, electrélitos y agua
a través del intestino depende de un equilibrio apropiado entre la absorcion y
sacrecién de agua y electrdlitos por el epitelio intestinal. Dado que el grado de
absorcién de agua y electrélitos en el intestino es paralelo al tiempo de transito
gastrointestinal, los transtornos de la motilidad contribuyen a una constipacién o
diarrea.

El abjetivo del tratamiento de la diarrea es aumentar la absorcién intestinal
de agua mediante la reduccién del contenido de electrdlitos luminales (por el
aumento de la absorcién de Na' o la disminucidn de la secrecién de aniones) o
mediante la disminucién de la motilidad intestinal (favoreciendo asi la absorcién).

En este estudio se evalud el peristaltismo intestinal en un sistema in vivo
como madida indicativa del trénsito gastrointestinal.

Los resultados obtenidos con la administracién de extracto etanélico de N.
salicifolia a las dosis de 2, 4, 8 y 16 mg/Kg muestran una disminucién del
porcentaje de desplazamiento de la suspensién de carbdn, lo cual se traduce
como una reduccién en el transito gastrointestinal y por tanto disminucién en la
motilidad gastrointestinal. Sin embargo, a la dosis de 32 mglkg este efecto se
revierte un poco, pero se desconoce si a dosis mayores se produzca un efecto
constipante. ‘

En este estudio también se evalué el peristaltismo intestinal con sulfato de
atropina, el cual es empleado como agente antidiarreico, con la finalidad de
comparar su efecto con las respuestas mostradas por la administracién de
extracto etandlico. Los resultados del estudio con sulfato de atropina muestran
una disminucién mas pronunciada en la motilidad del intestino a dosis més bajas
(0.025, 0.25 y 2.5 mg/Kg) que las evaluadas con el extracto etandlico de N.
salicifolia ( ver gréfica 3), pero como en el experimento anterior, debemos
considerar que nosotros evaluamos un extracto crudo y el sulfato de atropina es

una sustancia pura,
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CONCLUSIONES

Durante el estudio quimico realizado a fas hojas de N. salicifolia (H. B. K.)
Nees se aislaron e identificaron dos compuestos. Del extracto hexanico de la
planta se aisld, empleando métodos cromatogréficos convencionales, un esterol,
el p-sitosterol, caracterizado por comparacién de sus propiedades fisicas y
espectroscdpicas. Este compuesto es ampliamente conocido y se considera
practicamente como un esteroide caracteristico del reino vegetal.

Del extracto etandlico se aislé un alcaloide isoquinotinico denominado
glaziovina que pertenece al grupo de alcaloides cuyo nombre genérico es el de
proaporfinas. La caracterizacion estructural de este compuesto se realizd
principalmente por métodos espectroscdpicos.

El alcaloide glaziovina se encuentra reportado en la literatura como
constituyente de algunas especies pertenecientes a la famitia Lauraceae; ha sido
aislado de Ocotea glaziowvi (Gilbert, 1964), Nectandra membranaceae (Baldwin,
1967) y Ocotea vanabilis (Cava, 1972). Un estudio farmacoldgico realizado a este
compuesto expuso 1a presencia de actividad antidepresiva y ahsiolitica (Siphar,
1966).

Cabe mencionar que en. el extracto etandlico se encuentra presente otro
compuesto que no fue posible aislar en forma pura y caracterizar
estructuraimente, debido tal vez, a su gran inestabilidad.

El estudio biolégico del extracto etandlico de N. salicifolia realizado en un
sistema in vitro convencional mostré un efecto de relajacion sobre musculo liso
(ilec), el cual fue dependiente de la concentracién, ya que al aumentar la
concentracion del extracto se incrementa la respuesta de relajacion del tejido;
dicho efecto puede ser comparable a |a actividad mostrada con la aplicacion de
suifato de atropina, el cual actia como agente anticolinérgico bloqueando los
receptores muscarinicos,
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La informacién que nos proporciona la evaluacién biolégica del extracto
etandlico en un sistema in vivo, concuerda con lo planteado, ya que se produce
una disminucién en la motilidad gastrointestinal. En el caso de la administracion
de sulfato de atropina, el efecto producido es més pronunciado en relacién al
extracto, por tratarse de una sustancia pura.

Por lo tanto, el uso popular del “aguacatillo” como agente antidiarreico
podrfa estar justificado.

Es importante recordar que en nuestro pals una gran parte de la poblacion
acude en forma casi exclusiva a la Medicina Tradicional para resolver sus
problemas de salud. Ei estudio quimico bioldgico de Nectandra salicifolia (H. B.
K.) Nees constituye una contribucion al estudio de las especies que hay en
México y que son usadas con fines curativos.
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