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Resumen

A través de la aplicacién del disefio experimental fue posible determinar los factores que
afectan la obtencion de las gnafalinas A y B a partir de las inflorescencias de gordolobo
(Gnaphalium sp.). En una primera fase se estudio el efecto de moler el material vegetal, la
técnica y el disolvente de extraccion mediante un disefio factorial 2x2x3, encontrando como
resultado que la mejor manera de extraccion de las gnafalinas es macerando las
inflorescencias, aplicando molienda y extrayendo con metanol. Ligado a esto, y con el fin de
optimizar este proceso de extraccion se planted una segunda fase, en la cual se evaluaron
los factores involucrados en la maceracion tales como el numero de extracciones sucesivas,
el tiempo y la temperatura de extraccién aplicando un disefio factorial 3%. De acuerdo a los
factores definidos con este disefio experimental, se preparé el extracto metandlico (23.13 %)
de Gnaphalium liebmannii colectado en San Pablo Ixayoc, municipio de Texcoco Estado de
México, con el cual se realizd el analisis fitoquimico, mediante su fraccionamiento en
columna cromatografica convencional de silica gel. De este extracto se aislaron los
compuestos isognafalina (65 mg), 3,5,-dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona (130 mg), mezcla de
gnafalinas (1.36 g); 3-O-metilquercetina, (17.7 mg) y un compuesto puro al que se le asigné
la clave JGRAN-1-90. También, a partir de una muestra de extracto hexanico de G.

liebmannii se aislo6 e identificd el compuesto 5-hidroxi-3,7-dimetoxiflavona.

Se realizdé la evaluacién farmacoldgica preliminar de los compuestos y solidos aislados,
utilizando el modelo farmacolégico de traquea aislada de cobayo, donde destacan el sélido
JGRAN-1-78 y el compuesto isognafalina, los cuales presentaron la mayor actividad
relajante de la musculatura lisa con valores de Concentracion Efectiva 50 (CEsy) de
24.90+0.43 y 26.3210.45 ng/mL, con mayor potencia que la reportadas para gnafalina A y

gnafalina B.

Los resultados obtenidos en este trabajo contribuyen al estudio del gordolobo (Gnaphalium
sp.) en especial para la especie G. liebmannii, al demostrar que la especie contiene diversas

moléculas biolégicamente activas como relajantes de la musculatura lisa de vias aéreas.



Introduccion

El gordolobo (Gnaphalium sp), es una de las planta mas utilizada por la poblacién mexicana
para el tratamiento de padecimientos respiratorios (Taddei-Bringas et al., 1999). Nuestro
grupo de trabajo, recientemente reportdé a los compuestos gnafalina A (5,7-dihidroxi-3,8-
dimetoxiflavona) y gnafalina B (3,5-dihidroxi-7,8-dimetoxiflavona) como los metabolitos
secundarios activos relajantes del musculo liso de la traquea de cobayo. Estos compuestos
se aislaron del extracto hexanico de las inflorescencias de G. liebmannii (Rodriguez-Ramos y
Navarrete, 2009) y los posiciona como compuestos potenciales, utiles para el tratamiento de

enfermedades como la hipertension, el asma y la enfermedad obstructiva cronica.

Dado que las gnafalinas A y B se encuentran en pequefia cantidad en el gordolobo, es
necesario establecer una metodologia para optimizar su obtencion. Por tal motivo, en este
trabajo se describe el disefio estadistico para el desarrollo y optimizacion del proceso de
extraccion de los flavonoides activos presentes en Gnaphalium sp. También se presenta el
estudio quimico del extracto metandlico de Gnaphalium liebmannii y la evaluacién
farmacolégica de los compuestos obtenidos, como posibles agentes relajantes de la

musculatura lisa traqueal de cobayo.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Taddei-Bringas%20GA%22%5BAuthor%5D

I. Fundamento tedrico

En México, la medicina tradicional registra una funcion importante en el tratamiento de
diversas enfermedades, ya sea por practicas de las diversas comunidades o bien por ser
motivo de multiples estudios que conforman la base para la elaboracion de medicamentos
(De la Rosa et al., 2006). Un estudio realizado por el IMSS mostré que el 83% de los
pacientes encuestados aceptan el uso de plantas medicinales y el 75% las usa como un
recurso terapéutico, siendo el gordolobo (Gnaphalium sp.) la planta mas empleada en el
tratamiento de enfermedades respiratorias (Taddei-Bringas et al., 1999). Se estima que en
México se utilizan mas de 3500 plantas medicinales para tratar diversas enfermedades. El
grado en que se han estudiado estas plantas medicinales es muy variado, asi como los

aspectos que se han abordado para cada una de ellas.
1.1 Gnaphalium sp.

El género Gnaphalium (Figura 1), cuyo centro de diversificacion y distribucién es Sudamérica
y Australia (Espinosa, 1985), pertenece a una de las familias mas importantes a nivel
botanico, la Asteraceae, y comprende 230 especies distribuidas por todo el mundo. Sin
embargo, solo pocas de las especies utilizadas en la medicina tradicional han sido evaluadas
o estudiadas quimica y biolégicamente para identificar los compuestos activos y determinar

sus propiedades terapéuticas (Loganga-Otshudi et al., 2000).

Figura 1. Inflorescencias de Gnaphalium sp.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Taddei-Bringas%20GA%22%5BAuthor%5D

1.2 Gnaphalium liebmannii

La especie Gnaphalium liebmannii es popularmente conocida en México como “gordolobo”.
Se describe como una hierba anual de 10 a 150 centimetros de alto, de ramificacidén nula o
profusa en ocasiones rizomatosa; tallo con indumento lanoso o aracnoideo; roseta basal
presente o0 ausente. Sus hojas son percioladas sésiles, estrechamente elipticas u
oblanceoladas de 2 a 9 centimetros de largo y de 0.5 a1.5 centimetros de ancho, apice romo
a agudo, la base atenuada, con corolas, con indumento lanoso, margen liso, sésiles, no
auriculadas ni decurrentes; inflorescencia glomerular simple o corimbosa congesta;
cabezuelas acampanadas, de 3 a 9 milimetros de largo y de 2.5 a 7 milimetros de diametro,
de color café dorado, café rojizo o café amarillento. El gordolobo crece desde la parte central
de México a Costa Rica, a una altura de 2,400 a 4,200 metros sobre el nivel del mar, en

bosques de pino y praderas alpinas (Rzedowski et al. ,1972).

1.2.1 Uso tradicional

A la decoccion de las partes aéreas de la planta, se le atribuyen propiedades medicinales
contra algunos padecimientos de vias respiratorias (Waizel et al., 2009) como lo son la
inflamacion de las mucosas, tos, bronquitis, resfrios, fiebre, gripa, alergias y otros
padecimientos que incluyen el asma, la diarrea, dolor de estomago (Clous, 2005); ademas,
en algunas regiones se la emplea como antimicrobiano (Villagémez-lbarra et al., 2001).

Hasta la fecha no hay reportes de efectos no deseados del gordolobo.

1.2.2 Fitoquimica y actividad biolégica

Los estudios realizados hasta el momento para la especie Gnaphalium liebmannii indican

que los extractos de la especie muestran las siguientes actividades:

e Actividad antimicrobiana del extracto hexanico (maceracion de inflorescencias) sobre
Staphylococcus aureus y Bacillos cereus (Villagdmez-lbarra et al., 2001), a partir de este
extracto se aislaron el acido ent-kaur-16-en-19-oico, zoapatlina, 13-epi-esclareol y
mezcla de B-sitosterol y estigmasterol.

e Actividad relajante de vias respiratorias (Sanchez-Mendoza et al., 2007). A partir de las
partes aéreas de G. liebmannii, se obtuvieron y evaluaron tres extractos (hexano,
diclorometano y metanol) sobre el musculo liso, aislado de la traquea de cobayo,
demostrando que el extracto hexanico de la planta presenta la mayor actividad relajante,

probablemente a través de un mecanismo que involucra la inhibicién de fosfodiesterasas.



Posteriormente mediante un estudio biodirigido del extracto hexanico en el modelo de
traquea aislada de cobayo, se identificaron a las gnafalinas A y B como los principios
activos, responsables de las propiedades relajantes y broncodilatadoras del “gordolobo”

(Rodriguez-Ramos y Navarrete, 2009)

1.2.2.1 Gnafalinas

La figura 2 muestra la estructura quimica de las gnafalinas A y B (5,7-dihidroxi-3,8-
dimetoxiflavona y 3,5-dihidroxi-7,8-dimetoxiflavona respectivamente). Fisicamente se reporta
a la gnafalina A, como un sdlido cristalino amarillo con un punto de fusion de 175-176°C y a
la gnafalina B, como un sélido amorfo de color amarillo (Rodriguez-Ramos y Navarrete,
2009).

1R=0H R1 = OCH3
2R=OCH3R1 =QH
Figura 2. Estructura quimica de gnafalina A (1) y B (2)
(Tomado de Rodriquez-Ramos v Navarrete, 2006)

En diversas especies de Gnaphalium, se ha reportado la presencia de gnafalina A, al igual
que en otras especies pertenecientes a diferentes familias botanicas (Cuadro 1). En cambio a
la gnafalina B se le ha aislado de pocas familias botanicas (Cuadro 2) (Rodriguez-Ramos et
al., 2011a).

En experimentos in vivo (administracion topica) de gnafalina A, se le atribuyen propiedades
antiinflamatorias comparables a la indometacina (Recio et al., 1991), ademas se reporta el
mecanismo de actividad antioxidante in vitro mediante la captacion de radicales libres (Sala
et al., 2003), también que protege la oxidacion de lipoproteinas de baja densidad mediante la

quelacion de trazas de ion cobre Il (Schinella et al., 2007).



Familia

Familia Asteraceae Origen Origen
Amaranthaceae
Achyrocline alata Brasil Amaranthus paniculatus México
Achyrocline flaccida Argentina
Anaphalis margaritacea China Familia
Gnaphalium Bolivia Elaeocarpaceae
cheranthifolium Colombia Muntingia calabura China
Gnaphalium gracile Colombia
Gnaphalium lanuginosum  Turquia Familia Fagaceae
Gnaphalium liebmannii México Nothofagus alessandri  Alemania
Gnaphalium luteo-album Reino Unido Nothofagus fusca
Alemania Nothofagus solandri
Gnaphalium obtusifolium Chile Nothofagus uncata
Gnaphalium robustum Espafia
Helichrysum picardii Alemania
Helichrysum italicum Argentina
Helichrysum sanguineum  Turquia
Ozothamnu sericifolius. Alemania

Cuadro 1. Presencia de 5,7-dihidroxi-3,8-dimetoxiflavona (gnafalina A) en diversas especies
(Rodriguez-Ramos et al., 2011a).

Familia Asteraceae Origen Familia Fagaceae
Achyrocline alata Brasil Nothofagus solandri Alemania,
Achyrocline bogotensis Colombia E.U.y
Japon Australia
Achyrocline flaccida Argentina Familia Woodsiaceae
Achyrocline tormentosa Argentina Woodsia scopulina Alemania
Gnaphalium liebmannii México
Familia Elaeocarpaceae
Muntingia calabura E.U.

Cuadro 2. Presencia de 3,5-dihidroxi-7,8-dimetoxiflavona (gnafalina B) en diversas especies
(Rodriguez-Ramos et al., 2011a).



1.2.1.1. Mecanismo de accidn, en la relajacioén del musculo liso.

Rodriguez-Ramos et al., (2011b) demostraron que las gnafalinas A y B exhiben propiedades
de relajacion del musculo liso de la traquea de cobayo y aorta de rata, efectos que se deben
fundamentalmente a la inhibicién de la fosfodiesterasa tipo 5 (PDE5) y por la inhibicion del
influjo de calcio, concluyen respecto a estas propiedades, que estas flavonas pueden ser
usadas como potenciales farmacos utiles para el tratamiento de enfermedades como la

hipertension, asma y la enfermedad obstructiva cronica.
1.3 Extraccion de metabolitos secundarios a partir de una muestra vegetal.

Frecuentemente, se suele recurrir a la aplicacion del disefio experimental con la finalidad de
determinar las condiciones que mejoran e inclusive afectan el rendimiento de la extraccion,
logrando a su vez optimizar recursos y tiempo (Montgomery, 1991). Una extraccion
adecuada depende de la naturaleza del material vegetal y tipo de los compuestos a extraer,

el proceso involucra los siguientes pasos (Satyaijit et al., 2006):

1. Secado, homogeneizado del material vegetal (inflorescencia, raices, hojas) y molienda.
2. Eleccién del disolvente:
a. Extraccion polar: agua, etanol, metanol, butanol y asi sucesivamente.
b. Extraccion de mediana polaridad: acetato de etilo, diclorometano y asi sucesivamente.
c. Extraccion no polar: Hexano, éter de petroleo, cloroformo y asi sucesivamente.
3. Eleccién del método de extraccion.
Maceracion
Reflujo
Extraccion continua por Soxhlet
Extraccion supercritica de fluidos

Sublimacion

-~ 0 a0 T p

Destilacion por arrastre de vapor

Definidas las condiciones de extraccion y obtencidn del extracto crudo libre de disolvente, se
procede a su fraccionamiento; donde inicialmente se separa en fracciones mas discretas que
contienen compuestos de polaridad o tamafo molecular similar, las etapas del
fraccionamiento se monitorean mediante cromatografia en capa fina o cromatografia de

liquidos de alta resolucion (Marston, 2007) hasta llegar al aislamiento e identificacion de los
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analitos de interés mediante técnicas espectroscopicas y espectrométricas (Satyajit et al.,
2006).

[I. Planteamiento del problema

Entre las plantas medicinales mas frecuentemente empleadas en México con fines
terapéuticos se reporta al gordolobo (Taddei-Bringas et al., 1999), nombre comun que
reciben varias especies del género Gnaphalium, de entre las cuales destaca G. liebmannii. A
partir de un extracto hexanico de esta especie, fueron aislados e identificados los metabolitos
secundarios gnafalina A y gnafalina B como los compuestos responsables de la relajacion del
musculo liso en traquea de cobayo (Rodriguez-Ramos et al., 2009), sin embargo, en la
actualidad estos compuestos se obtienen en pequefias cantidades, por lo que el propdsito de
este trabajo fue determinar las condiciones experimentales que favorezcan la obtencion de
un extracto rico en los compuestos de interés, para en la medida de lo posible escalar este
proceso. Ademas de contribuir con el analisis fitoquimico de la especie, en busqueda de
otros metabolitos secundarios con propiedades biologicas similares a las flavonas ya

conocidas y que sustenten el uso tradicional que se le da al gordolobo.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Taddei-Bringas%20GA%22%5BAuthor%5D

[1I. Hipotesis

La extraccidon de gnafalina A y gnafalina B, se realizara eficientemente al aumentar la
superficie de contacto del material vegetal mediante la molienda y empleando hexano como
disolvente de extraccidn, ya que el extracto hexanico ha demostrado ser el extracto
biolégicamente mas activo y por lo tanto, rico también en concentracion de otros flavonoides

con actividad relajante de la musculatura lisa bronquial.

IV. Objetivos

Optimizar la extraccion de gnafalina A y B presentes en las inflorescencias de gordolobo,

mediante la evaluacién de los factores molienda, técnica de extraccién y disolventes
involucrados en el proceso de extraccion.

Realizar el estudio fitoquimico complementario de las inflorescencias secas de Gnaphalium
liebmannii por medio de métodos convencionales y determinar la actividad relajante de los

compuestos aislados, en la musculatura lisa traqueal de cobayo.



V. Materiales y métodos

5.1 Material vegetal

La muestra de inflorescencias secas de gordolobo (Gnaphalium sp) empleadas en el diseno
experimental, se compré en el mercado de Sonora de la Ciudad de México y se almacend a

temperatura ambiente (aproximadamente 22 °C).

Las partes aéreas de Gnaphalium liebmannii para el estudio fitoquimico, se colectaron en
noviembre de 2010 a 3650 metros sobre el nivel del mar, en la parte montafosa (bosque de
pino y oyamel) del pueblo de San Pablo Ixayoc municipio de Texcoco Estado de México. En
esa localidad prevalece un clima templado con temperatura anual de 10-12 °C, (Ortega,
2007), el ejemplar fue identificado por la botanica del Herbario del IMSS, la Maestra en
Ciencias Abigail Aguilar; una muestra del espécimen se conserva en dicho herbario con la
clave 15800. Las inflorescencias se seleccionaron, se secaron y almacenaron a temperatura

ambiente (aproximadamente 22 °C).
5.2 Diseno experimental

Se recurrid al disefio experimental con el objetivo de determinar las condiciones
experimentales Optimas de extraccion de los metabolitos activos (gnafalina A y gnafalina B),
presentes en las inflorescencias de gordolobo (Gnaphalium sp.) y detectar aquellas variables
que tienen mayor influencia, este disefio experimental involucré una primera etapa de
exploracién, cuyos resultados permitieron optimizar el proceso de extraccidon en una segunda
etapa con la evaluacidon de nuevos factores; este disefio experimental considerd las areas
cromatograficas (obtenidas por cromatografia de liquidos de alta resolucion) de gnafalina A 'y
gnafalina B, como la respuesta experimental.

5.2.1 Primera fase, exploraciéon

Dado que para esta primera fase se evaluaron factores no cuantitativos, se propuso un
disefio multi-factorial categorico (2x2x3), el cual consistié en doce experimentos (cada uno
con dos replicas).en el que se evaluaron los factores: molienda (A), técnica de extraccion (B)
y disolvente (C). Los factores A y B se estudiaron a dos niveles cada uno, mientras que el

factor C fue evaluado a tres niveles (Cuadro 3) para esta primera fase.

10



Nivel bajo Nivel central Nivel alto
Factor Cadigo Continuo
- 0 +1
Molienda A No Si No
Técnica de extraccion B Maceracion Reflujo No
Disolvente C Hexano Diclorometano  Metanol No

Cuadro 3. Factores y niveles evaluados mediante el disefio experimental, exploracion.

En el Cuadro 4, se muestra la matriz de experimentos del disefio realizado para esta fase, se

indican también las condiciones experimentales de cada uno de los analisis asi como

también sus factores y niveles de cada uno en forma real y en su forma codificada, durante

esta experimentacion se mantuvo constante la cantidad de material vegetal (2 g) y el

volumen de disolvente (100mL); los extractos obtenidos de cada experimentacion fueron

fitrados y analizados mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion para la

determinacién de las areas cromatograficas correspondientes a los compuestos identificados

como gnafalinas A y B presentes en cada extracto.

Factores Codificados

Factores Reales

Molienda Técnicade Disolvente Molienda Técnica de Disolvente
extraccion extraccion
1 -1 -1 -1 No Maceracion Hexano
2 1 -1 -1 Si Maceracion Hexano
3 -1 1 -1 No Reflujo Hexano
4 1 1 -1 Si Reflujo Hexano
5 -1 -1 0 No Maceracion Diclorometano
6 1 -1 0 Si Maceracion Diclorometano
7 -1 1 0 No Reflujo Diclorometano
8 1 1 0 Si Reflujo Diclorometano
9 -1 -1 1 No Maceracion Metanol
10 1 -1 1 Si Maceracion Metanol
11 -1 1 1 No Reflujo Metanol
12 1 1 1 Si Reflujo Metanol
Cuadro 4. Matriz de experimentos para la fase de exploracién, disefio factorial 2x2x3.
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5.2.1.1 Reflujo

Para cada experimento se pesaron en un matraz bola 2 g del material vegetal, se le adiciono
100 mL del respectivo disolvente (Cuadro 4) y se le llevo a reflujo por una hora. Pasado este
tiempo se dejo enfriar y filtro. Una muestra de la solucion del extracto se analizé por

cromatografia de liquidos de alta resolucién y al resto del extracto se le concentré a vacio.
5.2.1.2 Maceracién

Para cada experimento se pesaron en un matraz Erlenmeyer 2 g del material vegetal y se le
adicionaron 100mL de disolvente se le dejo a temperatura ambiente por 24 horas. La
solucion de extraccion se recuperd por filtracidn y concentré a vacio. El procedimiento se
repiti6 nuevamente a las 48 y 72 horas siguientes, reuniendo y concentrando las soluciones
en el mismo recipiente. El extracto final obtenido se disolvié en un volumen de 100mL y se
tomd una muestra para analizarse por cromatografia de liquidos de alta resolucion.

5.2.1.3 Tratamiento de extractos pasa su analisis

La muestra de extracto a analizar se filtré a través de un filtro de nylon y se coloco en un vial
de 1 mL con tapdn, el cual se inserté en el carrusel de inyeccion del cromatégrafo donde de

forma automatica se le inyectd para ser analizado segun las condiciones instrumentales

reportadas por Rodriguez-Ramos y colaboradores (2011a).

Columna: Inertsil® ODS-3 (5um, 4.6x150mmm) GL Science®

Fase movil: 50% Acido fosférico (0.02 %), 30% Metanol y 20% Acetonitrilo
Temperatura: 40°C

Flujo: 2 mL/min

Tiempo de analisis: 20 minutos
Volumen de inyeccion: 10 yL

En el cromatograma obtenido se determinaron los valores de las areas bajo la curva de
gnafalina A y gnafalina B a un tiempo de retencién de 12.2 y 14.7 minutos respectivamente y

a una longitud de onda de 270 nm.
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5.2.2 Segunda fase, optimizacion

Conforme a los resultados obtenidos en la fase de exploracién, se procedié finalmente a la
optimizaciéon del proceso de extraccidon mediante un nuevo disefio factorial completo del tipo
3%, con el que se evaluaron los factores: extracciones sucesivas (A), tiempo de maceracién
(B) y temperatura de extraccion (C). Cada uno de los factores se estudido a tres niveles
(Cuadro 5). Los factores fijos en cada uno de los experimentos fueron: la molienda del
material vegetal, técnica de extraccion (maceracion), disolvente (metanol) y cantidad de

muestra (300 mg).

Nivel bajo Nivel central Nivel alto

Factor Caédigo Continuo
-1 0 +1
Extracciones sucesivas A 1 2 3 Si
Tiempo (horas) B 12 24 48 Si
Temperatura (°C) C 25 35 45 Si

Cuadro 5. Factores y niveles evaluados mediante el disefio experimental, optimizacion.

La matriz de experimentos empleada para este disefio consta de 27 experimentos (con dos
replicas cada uno) y se muestra en el Cuadro 6, donde se indican las condiciones

experimentales de cada uno de los analisis.

5.2.2.1 Desarrollo de las extracciones

Para cada experimento se pesaron en un tubo de ensaye 300 mg de material vegetal
previamente molido, se les adiciond 15 mL de metanol y después se llevaron a temperatura
constante segun las condiciones de extraccion a evaluar en cada caso (Cuadro 6). El
extracto obtenido de cada experimento, se secd y redisolvio en 2mL de metanol para su
analisis por cromatografia de liquidos de alta resolucion y determinacion de la cantidad de

gnafalinas A y B para cada muestra, siguiendo la metodologia empleada en el punto 5.2.7.3.
5.2.3 Anadlisis estadistico

El andlisis estadistico para ambas fases, se realizé mediante el software STATGRAPHICS®,
éste proporciond una serie de herramientas estadisticas que facilitaron la interpretacion de
los resultados, tales como: cartas de Pareto, graficos de efecto principales, graficos de

interacciones, asi como también graficos de superficie de respuesta.
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Factores Codificados

Factores Reales

© 00 N OO 0 A WODN =

N DN N NN DN D DMDDND D DD e ) m  m = =
N OO 6 AW N = O ©W 00N OO A ODNN -~ O

Extracciones Tiempo  Temperatura Extracciones Tiempo Temperatura
sucesivas (horas) (°C) sucesivas (horas) (°C)

-1 -1 -1 1 12 25
0 -1 -1 2 12 25

-1 -1 3 12 25
-1 0 -1 1 24 25
0 0 -1 2 24 25

0 -1 3 24 25
-1 1 -1 1 48 25
0 1 -1 2 48 25

1 -1 3 48 25
-1 -1 0 1 12 35
0 -1 0 2 12 35

-1 0 3 12 35
-1 0 0 1 24 35
0 0 0 2 24 35

0 0 3 24 35
-1 1 0 1 48 35
0 1 0 2 48 35

1 0 3 48 35
-1 -1 1 1 12 45
0 -1 1 2 12 45

-1 1 3 12 45
-1 0 1 1 24 45
0 0 1 2 24 45

0 1 3 24 45
-1 1 1 1 48 45
0 1 1 2 48 45
1 1 1 3 48 45

Cuadro 6. Matriz de experimentos del disefio factorial 3° Fase de optimizacion.
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5.3 Analisis fitoquimico de Gnaphalium liebmannii
5.3.1 Obtencién del extracto

Siguiendo los resultados de la fase de exploracion, el material vegetal (5.3 Kg) se moli6 a un
tamano de particula homogéneo y se le sometié a un proceso de maceracion en metanol
(3X72 horas) a temperatura ambiente (aproximadamente 22°C) con agitacién esporadica. La

solucion se obtuvo por decantacion, se filtré y concentré a sequedad a presion reducida.
5.3.2 Fraccionamiento cromatografico

El extracto metandlico, se adsorbié en gel de silice en una relacion no mayor a 1:1 y se
fracciond de manera convencional por columna empacada con gel de silice (malla 200) con
una proporcion 1:5, respecto al peso del extracto, la elusion se realizé utilizando mezclas de
disolventes (Hexano y Acetato de etilo) en polaridad creciente, monitoreando cada fraccion
por medio de cromatografia en capa fina (Placas de aluminio con silica gel 60 F254 MERK) las
cuales se revelaron inicialmente bajo luz ultravioleta (254 nm) seguido de sulfato sérico
amoniacal. A continuacion se combinaron las fracciones semejantes con base en las
caracteristicas detectadas en el monitoreo previo (abundancia, tamafo de mancha y
separaciéon de los componentes acompafantes en la polaridad fraccionada) y se

concentraron nuevamente para su posterior purificacion.
5.4 Evaluacion del efecto relajante de compuestos aislados

Para realizar los experimentos se utilizaron cobayos macho con un peso corporal de 400-450

g, los cuales se manipularon siguiendo la Norma Oficial Mexicana-062-ZO0-1999.

Los animales se sacrificaron mediante inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sédico (95
mg/Kg), posteriormente se realiz6 la diseccidon de la traquea, la cual se corté en anillos de 2
mm (conteniendo 2-3 segmentos cartilaginosos). EI montaje del tejido se efectud siguiendo la
técnica descrita por Rodriguez-Ramos et al., en el 2009; cada anillo traqueal fue colocado
dentro de una camara de érgano aislado con 10 mL de solucién de Krebs a 37 °C. La tension
isométrica fue registrada para cada canal mediante un poligrafo tipo Bio PACK System MP
100®, con una tension isométrica inicial de 1.5 g, al tejido se le permitid estabilizar por al
menos 30 minutos, pasado este tiempo el tejido se lavd en periodos de 15 minutos hasta que
la senal fue estable para todos los canales. Después del periodo de estabilizacion los anillos
traqueales fueron precontraidos con una disolucién de acetilcolina 3 x 10" mM dos veces a
intervalos de 30 minutos, seguida de lavados con solucién de Krebs, para asi después

contraer la preparacion con la disolucién de carbacol 1 mM.
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Después de contraer los anillos traqueales con carbacol y alcanzar una meseta se aplicaron
concentraciones acumulativas de los compuestos aislados asi como también de aminofilina
(en su respectivo canal), permitiéndole al tejido alcanzar un resultado estacionario en cada
una de las concentraciones, con los datos experimentales obtenidos se construyo la curva
concentracion-respuesta para cada compuesto aislado. Los controles para las curvas
concentracion respuesta se elaboraron con una gota de Tween 80 en 3 mL de agua

destilada.
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VI. Resultados

6.1 Optimizacién del proceso de extraccion de gnafalina Ay B

6.1.1 Primera fase: Exploracion

En el disefio factorial tipo 2x2x3, se evalud el efecto que tienen los factores: molienda (A),
técnica de extraccion (B) y disolvente (C), sobre las areas cromatograficas obtenidas para
gnafalina A y gnafalina B, los datos obtenidos para estas respuestas fueron analizados por
un analisis de varianza con un nivel de significancia del 5%. Con el fin de simplificar la
presentacion de los resultados, en la Figura 3 se muestran solo las cartas de Pareto
obtenidas con el software STATGRAPHICS®, que muestran cada uno de los factores y sus
efectos estimados en orden decreciente de magnitud. Para gnafalina A (Figura 3A), los
factores molienda, disolvente y la interaccion entre ambos, tienen un efecto positivo en su
extraccion. En cambio para gnafalina B (Figura 3B) la técnica de extraccién, influye de

manera negativa en la extraccion de este metabolito.

A | s | I -
AC || | AB | | --
c | | ac | I
s | Al
As | sc | [
asc | asc [
sc B A: Gnafalina A c |l B: Gnafalina B
0 2 4 6 8 O‘HH’I‘H"2‘”"3““‘4‘””5‘”“6‘

Efecto estandarizado Efecto estandarizado

Figura 3. Cartas de Pareto para gnafalina A (Figura 3A) y gnafalina B (Figura 3B).
Cualquier barra que se extienda mas alla de la linea, corresponde a factores que son
estadisticamente significativos con un 95.0 % de nivel de confianza. (A) Molienda; (B)

Técnica de extraccién; (C) Disolvente.
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En la Figura 4, se muestran de manera independiente los efectos principales de cada uno
de los factores sobre las respuestas (areas cromatograficas) de gnafalina A y gnafalina B,
la influencia de cada factor esta representada por la longitud y la pendiente de su
correspondiente linea. La extraccion de gnafalina A, se favorece en los niveles +1 de
molienda y disolvente (Figura 4A), y para gnafalina B en el nivel -1 de técnica de

extraccion (Figura 4B).

(X 1000.0g
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(X 10000.0
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45 -

Q 35 |- _:

< i 1

25 | -

15 L N
1.0 0 -10 1.0 1.0

Mollenda Tecnlca de extra00|on Disolvente

Figura 4. Graficos de efectos principales para gnafalina A (Figura 4A) y gnafalina B
(Figura 4B).
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En la Figura 5 se muestran los graficos obtenidos con el software STATGRAPHICS®,
correspondientes a las interacciones entre los factores de estudio en la fase de exploracion,
la interaccion molienda-disolvente (AC) resulto significativa para ambos metabolitos, aunque
no de la misma manera, ademas también para gnafalina B la interaccion molienda-técnica de

extraccion (AB), resulto significativa (Figura 3).

(X 1000.0)
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5 Fr :
4 - - —
+
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1 ¢ + =
. *
-1.0 1.0 -1.0 1.0 -1.0 1.0
AB AC BC

Figura 5. Graficos de interaccién para gnafalina A (Figura 5A) y gnafalina B (Figura 5B).(A)
Molienda, (B) Técnica de extraccion y (C) Disolvente.
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El analisis de la direccion y magnitud de los tres factores de estudio (molienda, técnica de
extraccion y disolvente) sobre ambas respuestas de interés, se ilustra en un diagrama de
cubo (Figura 6) obtenido con el software STATGRAPHICS®, donde en una de sus esquinas
superiores se encuentra el valor de *0.66, que corresponde a la maxima deseabilidad
obtenida en esta fase de exploracion y que se encuentra en funcién de los niveles moler el

material vegetal, maceracion y metanol como disolvente de extraccion.

3.4E-10 0.40
Metanol *0.66
0.13

w

-

z

=~

| _

aO: 1.9E-9

ra) 0.0 Reflujo
H TECNICA

exano
No aceracion

MOLIENDA Si

Figura 6. Grafico cubico de deseabilidad para gnafalina A y gnafalina B, correspondiente a

fase de exploracion.
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6.1.2 Segunda fase: Optimizacién

En la Figura 7, se muestran las cartas de Pareto obtenidas con el software
STATGRAPHICS® correspondientes a la optimizacién del proceso de maceracion, se
presenta cada factor e interaccion en orden decreciente de magnitud. Los factores
temperatura (C) y tiempo (B) de extraccion favorecen de manera positiva la extraccién de
gnafalina A y gnafalina B respectivamente (Figura 7A y 7B), esta influencia también se

observa para ambos metabolitos con el factor extracciones sucesivas (A).

C ‘ A ‘ ]+
A B 1] -
AB Bc ([ |
B c|ll1]
BC AB ||
AC ABC |||
ABC A: Gnafalina A AC | - B:Gnafalina B
O 1 2 3 4 5 6 0 2 4 6 8
Efecto estandarizado Efecto estandarizado

Figura 7. Cartas de Pareto para gnafalina A (Figura 7A) y gnafalina B (Figura 7B). Cualquier
barra que se extienda mas alla de la linea corresponde a factores que son estadisticamente
significativos con un 95.0% de nivel de confianza. (A) Extracciones sucesivas, (B) Tiempo y

(C) Temperatura de maceracion.
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En la Figura 8, se muestran los graficos de interaccién obtenidos con

el software

STATGRAPHICS®, que corresponden a los factores evaluados para esta fase de

optimizacién, para gnafalina A, la interaccion extracciones sucesivas-tiempo de extraccion

(Figura 7A) resultd significativa de manera negativa, en la Figura 8A se
interaccién, donde el area cromatografica para este metabolito es mayor

extracciones sucesivas se realizan en el menor tiempo.
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Figura 8. Graficos de interaccion para gnafalina A y gnafalina B; (A) Extracciones

sucesivas, (B) tiempo y (C) temperatura.
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En la Figura 9, se muestra el grafico de superficie de respuesta de deseabilidad para ambas
variables analiticas obtenidas en el proceso de maceracion, se encuentran graficadas en
funcién del numero de extracciones sucesivas (A) y temperatura (C), el factor tiempo de

extraccion (B) se mantiene constante en su nivel 6ptimo de 22.28 horas (-0.143 por su valor

codificado).
Deseabilidad
0.2-0.3
M 0.3-04
0.8 0.4-0.5
. 0.5-0.6
§ . 0.6-0.7
: 0.7-0.8
o
@ 04
Q ‘\}{b
0.2 s
1 K
] 1 &
Extraccnones Sucesivas «

Figura 9.Superficie de respuesta estimada para gnafalina Ay B.

En el cuadro 7 se resumen los niveles Optimos para cada uno de los factores evaluados, asi
como también las variables que se consideraron durante el proceso de extraccion de

gnafalina A y gnafalina B, a partir de las inflorescencias de Gnaphalium liebmannii.

Factores estudiados Optimo Factores fijos
Extracciones sucesivas 3 Molienda Si
Tiempo 22 28 horas Técnica de extraccion Maceracion
Temperatura 45 °C Disolvente Metanol

Cuadro 7. Niveles empleados en la extraccion de gnafalina A y gnafalina B.
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6.2 Analisis fitoquimico de Gnaphalium liebmannii

Tras la optimizacion de los factores investigados y los insumos tenidos en el laboratorio, el
procedimiento optado para la extraccion simultanea de los metabolitos secundarios de
Gnaphalium liebmannii fue mediante la maceracién en metanol de la planta con tres
extracciones sucesivas de 72 horas cada una, en la Figura 10 se muestra el
cromatograma del extracto, obtenido bajo estas condiciones con un rendimiento del

23.13% (respecto a la planta seca).
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Figura 10. Cromatograma tipo de extracto metandlico de Gnaphalium liebmannii, obtenido
con los resultados del disefio experimental.
El fraccionamiento de este extracto en columna cromatografica muestra la presencia de los
compuestos de interés en al menos 10 de las fracciones con polaridad Hexano/Acetato de
etilo 80:20 las cuales al concentrarse, en cada una de ellas precipita un sélido amarillo y
amorfo (1.36 g) insoluble en hexano y soluble en metanol, que corresponde a una mezcla de
compuestos entre ellos los de interés segun su analisis por cromatografia de liquidos de alta

resolucién (Figura 11).
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Figura 11. Cromatograma correspondiente a mezcla de gnafalina A, gnafalina B y un tercer

compuesto.
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El sobrenadante de estas fracciones se separd y concentré a sequedad (10 g) para ser
fraccionado en una segunda columna fase normal empleando como fase movil
Hexano/Acetato de etilo 95:5; en las fracciones 35-51 precipitdé un solido algodonoso (55 mg)
de color amarillo claro, con olor dulce y un punto de fusion de 171-172°C, en cromatografia
de liquidos de alta resolucion, muestra un tiempo de retencion de 13.97 minutos (Figura 12),
que corresponde al compuesto isognafalina 1 (5,8-dihidroxi-3,7-dimetoxiflavona,
C17H1406PM: 314 g/mol), segln los espectros de resonancia magnética nuclear (‘*H y *C) y
espectrometria de masas, que corresponden con los descritos en la literatura para este
compuesto (Hirschmann, 1984); a parte de este compuesto, también se logra aislar de esta
misma columna gnafalina A (6 mg), gnafalina B (7 mg) y un tercer solido (130 mg) el cual se
recristaliz6 en mezcla etanol/agua originado cristales amarillos (15.8 mg) en forma de agujas
muy bien definidas con un punto de fusion de 173-175°C con un tiempo de retencion de 12.6
minutos (Figura 13) y que corresponde al compuesto 3,5-dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona 2
(C1gH1607 PM:344 g/mol) segulin los espectros de resonancia magnética nuclear (H y '*C),

espectrometria de masas vy literatura (Guerreiro et al., 1981).
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Figura 12. Cromatograma del compuesto isognafalina 1, tiempo de retenciéon 13.97 minutos
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Figura 13. Cromatograma del compuesto 3,5-dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona 2, tiempo de

retencion 12.6 minutos

25



Continuando con el analisis fitoquimico inicial, al concentrase las fracciones 1-4
Hexano/Acetato de etilo 70:30 se aislé un sélido cristalino translucido de forma cubica
JGRAN-1-90 (203 mg) con punto de fusién de 179-181°C, insoluble en hexano o acetato de
etilo y muy soluble en diclorometano, en cromatografia de capa fina y a luz UV (254 nm) el
compuesto reveld de color azul cielo y presentd un tiempo de retencion en cromatografia de
liquidos de alta resolucion de 13.20 minutos (Figura 14), la elucidacion de su estructura aun

no ha sido posible.
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Figura 14. Cromatograma del compuesto JGRAN-1-90, tr 13.2 min.

En esta misma polaridad (Hexano/Acetato de etilo 70:30), de las fracciones 4-11 se obtuvo
un solido amorfo de color verde claro (JGRAN-1-78, 1178 mg) soluble en metanal,
ligeramente solubles en diclorometano e insoluble en hexano, por medio de cromatografia de
liquidos de alta resolucion, se observo la presencia de al menos 3 compuestos con un tiempo
de retencion entre 2.4 y 3.5 min (Figura 15). 100 mg de este sélido se fraccionaron en una
columna empacada con Sephadex LH-20 y eluida con metanol, se obtuvieron A (fracciones
3-6), B (fracciones 8-11) y C (fracciones 13-19), de las cuales B se fraccion6 posteriormente
en una columna de menor didmetro empleando la misma fase estacionaria y fase movil
obteniendo finalmente 17.7 mg de cristales amarillos algodonosos JGRAN-1-87-(9-13) con
un punto de fusién de 283-286°C, el compuesto corresponde a 3-O-metilquercetina 3
(5,7,3',4’-tetrahidroxi-3-metoxiflavona), Figura 16 segun los espectros de resonancia
magnética nuclear ("H y '*C), espectrometria de masas y datos de la literatura (Markham et
al.,1969).
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Figura 15. Cromatograma correspondiente a sélido JGRAN-1-78, obtenido de fracciones
Hexano/AcOEt 70:30.
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Figura 16. Compuesto 3-O-metilquercetina 3.

De las fracciones Hexano/Acetato de etilo 60:40 (11 fracciones), se obtuvo un sélido JGRAN-

1-83 (907.5 mg), el cual por cromatografia en capa fina corresponde a JGRAN-1-78.

Finalmente se obtuvieron también 15 fracciones de AcOEt, las cuales se juntaron y
posteriormente se eluyeron en una columna fase reversa con metanol, para eliminar el
exceso de pigmentos y obtener un sdlido amorfo amarillo JGRAN-1-87 (1.17 g) el cual por
cromatografia de liquidos de alta resolucién (Figura 17), muestra ser una mezcla de

compuestos con un tiempo de retencién entre 1.5 y 2 min.
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Figura 17.Cromatograma correspondiente a JGRAN-1-87, obtenido de fracciones AcOEt.

Adicionalmente al estudio fitoquimico del extracto metandlico, se aislé el compuesto 5

hidroxi-3,7-dimetoxiflavona 4 (Figura 18), del extracto hexanico de Gnaphalium liebmannii, al

cual también se valor6 como agente relajante del musculo liso traqueal de cobayo, sin

embargo no presento efecto relajante en este modelo (Figura 20).
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Figura 18. Cromatograma correspondiente a 5 hidroxi-3,7-dimetoxiflavona 4, tiempo de

retencion 40.39 min
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6.3 Evaluacion preliminar del efecto relajante de compuestos aislados

En la Figura 19, se muestran las curvas concentracién-respuesta del efecto relajante de los
sélidos (mezcla de compuestos) JGRAN-1-78, JGRAN-1-87 y mezcla de gnafalinas
obtenidos en el estudio quimico de Gnaphalium liebmannii. El s6lido JGRAN-1-78 muestra

mayor actividad con CE5y=26.32+0.45ug/mg (Cuadro 8).
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Figura 19. Curvas concentracion respuesta del efecto relajante de los sélidos: mezcla de
gnafalinas (o), JGRAN-1-87 (¥), JGRAN-1-78 (A ). Control (e) y aminofilina (m), cada punto

corresponde a la media £ EEM. *p<0.05 respecto al grupo control.
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En la Figura 20, se muestran las curvas concentracion-respuesta del efecto relajante de los
compuestos  isognafalina 1, 3,5-dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona 2,  5-hidroxi-3,7-
dimetoxiflavona 4 y JGRAN-1-90, obtenidos en el estudio quimico de Gnaphalium liebmannii,

El compuesto isognafalina fue el mas activo con CE5y=24.90+0.43 ug/mL (Cuadro 8).

100 -

*

50 - ;
*

TR

% Contraccion
o
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Figura 20.Curvas concentracion respuesta del efecto relajante de Isognafalina 1 (V¥),3,5-
dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona 2 (A ), 5-hidroxi-3,7-dimetoxiflavona 4 (o) y JGRAN-1-90 (¢),
también se presenta amincofilina (m) y control (e). Cada punto corresponde a la media + EEM.

*p<0.05 respecto al grupo control.
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Mezcla de compuestos

CEsotEEM

(ng/mL)
Gnafalinas 61.96+0.55
JGRAN-1-78 26.32+0.45
JGRAN-1-87 167.80 +£0.55
Compuestos
5-Hidroxi-3,7-dimetoxiflavona 4 Sin efecto
Isognafalina 1 24,90 £0.43
3,5-Dihidroxi-6, 7, 8-trimetoxiflavona 2 30.44+0.51
JGRAN-1-90 >100
Gnafalina A 63.05*
Gnafalina B 43.10*
Aminofilina 39.86 +£0.69

Cuadro 8. Valores de CEsp de los sélidos (mezcla de compuestos) y compuestos aislados en
el estudio quico de Gnaphalium liebmannii.* valores tedricos.
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VII. Discusion

Mediante los resultados obtenidos en la primera fase de exploracion, se logr observar que el
extracto hexanico, el cual se reporta biolégicamente mas activo (Sanchez-Mendoza et al.,
2007) no es un extracto rico en los compuestos activos de Gnaphalium liebmannii, esto se
deduce a partir de las cartas de Pareto (Figura 3A), donde el efecto de la molienda (A) y el
disolvente (C) son las variables mas importantes con un efecto significativo (p< 0.05) en la
extraccion de gnafalina A, ambos factores muestran un efecto positivo sobre el area
cromatografica obtenida y se ilustra en la Figura 4A, donde las rectas correspondientes a los
factores A y C son largas y con pendiente positiva, lo que indica que el rendimiento de
extraccion de gnafalina A se ve favorecido al trabajar en los niveles mas altos
correspondientes a estos factores (material vegetal molido y metanol), ademas la interaccion
(AC) de estos factores, también fue significativa para ambos metabolitos (Figura 5) aunque
no de la misma manera, en el caso de gnafalina A, esta interaccion afecta de manera
positiva (Figura 3A y 5A) y concuerda con el grafico de efectos principales correspondientes

a estos factores (Figura 4A).

En tanto que para gnafalina B, la técnica de extraccion es el factor que mas influye en su
extraccion al ser estadisticamente significativo (Figura 3B), en el grafico de efectos
principales (Figura 4B) se observa a la recta correspondiente a la técnica de extraccién con
pendiente negativa, lo que sugiere emplear a la maceracibn como principal técnica de
extraccion de este metabolito, al igual que gnafalina A, la interaccion molienda-disolvente
(AC) Figura 5B afecta de manera negativa, en comparacion con la interaccion molienda-
técnica de extraccion (AB, Figura 3B) donde la interaccidn es positiva y segun su respectivo
grafico de interaccion (Figura 5B), la mejor respuesta se obtiene al realizar la maceracion del

material vegetal previamente molido.

De manera general, las areas bajo la curva obtenidas en este disefio para gnafalina A y
gnafalina B en funcion de los tres factores evaluados, se ilustra con un gréafico cubico de
deseabilidad (Figura 6) donde la deseabilidad maxima obtenida para este disefio factorial es
0.66 (siendo 1 la deseabilidad maxima), y se encuentra posicionada en la esquina
correspondiente a los niveles molienda, maceracion y metanol, si bien al moler el material

vegetal se favorece la extraccidon de los metabolitos secundarios, debido a que la
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disminucién del tamano de particula, aumenta la superficie de contacto entre el material
vegetal y el disolvente, lo que incrementa el grado de difusion del disolvente a través del
tejido celular; en el caso el metanol por su caracter de alcohol, la permeabilidad del
disolvente a través de las paredes celulares de la matriz vegetal se favorece y aumenta la
extraccion de los metabolitos de interés junto con otros metabolitos de mediana y alta
polaridad (Satyajit D. et al., 2006). El extracto metandlico muestra también ser el extracto
con el mayor rendimiento (23.13 % respecto al peso seco de la planta), ademas que su
elucién en la columna cromatografica no es mayor problema al contener minima cantidad de

ceras comparado con cualquiera de los otros dos extractos.

El segundo disefo factorial tipo 3% se planted con la finalidad de optimizar el proceso de
maceracion y como los resultados lo indican, la interaccion entre el numero de extracciones
sucesivas-tiempo de maceracion (AB) solo fue significativa para gnafalina A en la Figura 8A
se ilustra esta interaccidn y se observa que el mejor rendimiento del metabolito es obtenido,
al realizar 3 extracciones y cada una de ellas se realice cada 12 horas. En general, los
demas efectos de interaccion no muestran ser significativos, pero los graficos a estas
interacciones permitieron visualizar la influencia que tienen en el proceso de extraccion, Asi
para ambas variables (Figura 8), el grafico de interaccion AC (extracciones sucesivas-
temperatura de extraccion), muestra que el incremento de la temperatura favorece la
extraccion y disminuye el tiempo de extraccién en el caso de gnafalina A (Figura 8A). En
relacion al numero de extracciones sucesivas, se llega a una conclusion parecida
observando los graficos de interaccion AC (extracciones sucesivas-temperatura) y AB

(extracciones sucesivas-tiempo).

La construccion de graficos de superficie de respuesta (Figura 9), permite describir el
comportamiento de cada uno de los tres factores y la interaccion entre éstos sobre la
cantidad extraida de los dos componentes de interés (gnafalina A y gnafalina B) de forma
simultanea, a través de un valor de deseabilidad, las condiciones optimas especificas de

extraccidn segun este disefio se indican en el Cuadro 7.

El escalamiento de la extraccion por maceracion a partir de Gnaphalium liebmannii
(espécimen colectado), se realizé mediante tres extracciones sucesivas de 72 horas cada

una a temperatura ambiente, principalmente para reducir la evaporacién y consecuente
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disminucién del volumen de disolvente a 45 °C, permitiendo asi la obtencién de un extracto

con un 23.14 % de rendimiento con respecto al material vegetal seco.

El analisis quimico del extracto metandlico permitio el aislamiento de cuatro compuestos aun
no reportados para Gnaphalium liebmannii, tales compuestos fueron isognafalina 1, 3,5-
dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona 2, y 3-metil éter quercetina 3, ademas de 5 hidroxi-3,7-

dimetoxiflavona 4 a partir del extracto hexanico.

Respecto a la actividad relajante de los compuestos aislados en el modelo farmacolégico de
traquea aislada de cobayo, se observa que la actividad relajante de los cuatro flavonoides
aislados dependen del tipo de estructura quimica, es decir de la posicidon y numero de
sustituciones en el nucleo del flavonoide y en el anillo B, segun Wun-Chang y colaboradores
(2004), la presencia de la doble ligadura entre C-2 y C-3, asi como la presencia de grupos
OH en C-3 y C-7 y la orto-sustituciéon en el anillo B en C-3’ y C-4’, incrementan la actividad
relajante de los compuestos via inhibicion de fosfodiesterasas. Las estructuras de los cuatro
flavonoides aislados en este trabajo, contienen grupos —OH libres ya sea en C-5, C-6, C-7 o
grupos metoxilo (-OCHs) en C-3, C-6 o C-7.

Estos resultados sugieren que en el extracto metandlico principalmente hay un mayor
numero de estructuras con grupos —OH libres en posiciones estratégicas, que les confieren
una actividad relajante mas alta que los que pudiera encontrarse en el extracto de Hexano,
ademas por su aspecto y consistencia, el extracto metandlico de Gnaphalium liebmannii
contiene compuestos mas polares que probablemente reducen su actividad bioldgica in situ
como oportunamente lo ha demostrado Sanchez-Mendoza y colaboradores (2007). Sin
embargo, el derivado de quercetina (3-O-metilquercetina 3) detectado y aislado del sélido
JGRAN-1-78, contiene —OH libres en C-5, C-7, C-3’ y C-4’, los cuales se ha demostrado le
confieren una actividad relajante importante e inclusive especificidad por PDE3 (Wun-Chang
K. etal., 2003 y 2004).

Los datos estadisticos obtenidos de las curvas concentracion respuesta (Figura 20), fueron
significativos para los compuestos evaluados, con excepcion del compuesto 5-hidroxi-3,7-
dimetoxiflavona 4 obtenido del extracto de hexanico, en el cual practicamente no tuvo

actividad relajante (Cuadro 8), segun la relacién estructura actividad (Wun-Chang K. et al,,
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2004) la presencia del unico grupo —OH en C-5 en este compuesto, no es importante en la

inhibicion de fosfodiesterasas, como si estuviese en C-3 o C-7.

VIII. Conclusiones

La maceracién en metanol de las inflorescencias molidas, con tres extracciones sucesivas de

22 horas cada una, a 45°C, mejoran el rendimiento de extraccion de gnafalinas.

Se logré el aislamiento e identificacion de 4 compuestos adicionales a los ya descritos para
Gnaphalium liebmannii, los cuales fueron Isognafalina 1, 3,5-dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona

2, 3-O-metilquercetina 3 y 5-hidroxi-3,7-dimetoxi-flavona 4.

Los flavonoides activos adicionales a las gnafalinas A y B presentaron el siguiente orden de
actividad: Isognafalina 1 > 3,5-dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona 2 > 5-hidroxi-3,7-

dimetoxiflavona 4.

La mezcla de compuestos JGRAN-1-78, contiene al menos un compuesto con mejores

propiedades de relajacion del musculo liso, en comparacion a gnafalina A y gnafalina B.

[X. Perspectivas

Identificar por medio de sus propiedades espectrométricas y espectroscopicas, al compuesto
JGRAN-1-90.

Desarrollar un método de aislamiento de los metabolitos secundarios contenidos en la
mezcla JGRAN-1-78, ya que su estudio preliminar en el modelo de relajacion y analisis por
cromatografia de liquidos de alta resolucion, muestran la presencia de compuestos (entre

ellos 3-O-metilquercetina) con actividad relajante superior a gnafalina A o gnafalina B.

Evaluar la actividad biolégica de 3-O-metilquercetina y compararla con los datos existentes

en la literatura.

Realizar el estudio comparativo entre las demas especies de gordolobo (Gnaphalium sp.)

mexicano.
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Anexo A

Propuesta de monografia, para gordolobo.

GORDOLOBO

Gnaphalium sp.

DEFINICION. Consiste en las partes aéreas desecadas de varias especies del género Gnaphalium.
Familia Asteraceae. Las especies mas comunes son G. liebmannii, G. oxyphyllum y G. viscosum.,
Contiene no menos de 0,08% de mezcla de gnafalinas A y B (C17H406; MM 314.28), respecto a la
droga vegetal seca.

DESCRIPCION MACROSCOPICA. Hierba de 10 a 150 centimetros de alto, de ramificacion nula o
profusa en ocasiones rizomatosa; tallo con indumento lanoso o aracnoideo; roseta basal presente o
ausente. Hojas percioladas a sésiles, estrechamente elipticas u oblanceoladas de 2 a 9 centimetros de
largo y de 0.5 al.5 centimetros de ancho, apice romo a agudo, la base atenuada, concoloras, con
indumento lanoso, margen liso, sésiles, no auriculadas ni decurrentes, concoloras; inflorescencia
glomerular simple o corimbosa congesta; cabezuelas acampanadas, de 3 a 9 milimetros de largo y de
2.5 a 7 milimetros de diametro, de color caf¢ dorado, café rojizo o café¢ amarillento. Presenta olor
aromatico y sabor ligeramente amargo.

METALES PESADOS. MGA 0561, Método II. No mas de 30 ppm.

ENSAYOS DE IDENTIDAD. MGA-FH 0050, Cromatografia en capa delgada.

Soporte. Gel de silice F,s4 Merck.

Fase movil. Mezcla de hexano:acetato de etilo (60:40)

Preparacion de la muestra. Extraer 2.0 g de planta con 100 mL de metanol, calentando a reflujo por
una hora. Dejar enfriar, filtrar y concentrar a presion reducida hasta sequedad. El extracto seco de
disuelve con 2 mL de metanol.

Preparacion de referencia. Disolver 1.6 mg de gnafalina A o B en 2 mL de metanol.

Procedimiento. Aplicar en carriles separados, 2.0 uLL de cada preparacion, desarrollar la cromatoplaca
hasta que el frente de la fase movil haya recorrido 90 por ciento a lo largo, dejar secar la placa.
Examinar bajo lampara UV a 254 nm.

Interpretacion. En el cromatograma obtenido con la preparacion de la muestra se observa una mancha
de fluorescencia a 254 nm, tenue similar a la posicion y fluorescencia a la mancha obtenida en el

cromatograma con la preparacion de referencia.
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MATERIA EXTRANA. MGA-FH 0030. No mas de 10.0 por ciento de tallos y no mas de 2.0 por
ciento de otros elementos extranos. Determinar en 50 g de la droga vegetal.
PERDIDA POR SECADO.MGA-FH 0080. No mas de 6.0 por ciento. Determinar en 1.0g de droga
molida, secar en una estufa hasta peso constante a una temperatura de 100°C a 105°C.
MATERIAL EXTRAIBLE.MGA-FH 0070. Método 1. Extraccion en caliente. No menos del 27.0 por
ciento en agua, 23.0 por ciento en metanol, 17.0 por ciento en etanol, 5.0 por ciento en diclorometano y
2.0 por ciento en hexano. Colocar 2.0 g de droga vegetal en 150 mL de disolvente.
VALORACION. MGA 241, Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion.
Soporte. Columna de acero inoxidable, de 15.0cm de longitud y 4.6 mm de didmetro interno,
empacada con gel de silice octadecilsilano para cromatografia (5 um).
Fase mévil. Mezcla de acido fosforico0.02%:metanol:acetonitrilo (50:30:20).
Flujo. 1.5 mL/min
Temperatura. 40 °C
Detector. UV/VIS ajustado a 270 nm
Preparacion de la muestra. A 200 mg de droga vegetal molida afiadir 4 mL de metanol y sonicar por
30 minutos, centrifugar por 15 minutos a 6000 rpm. Transferir el sobrenadante a un matraz volumétrico
de 10 mL. Repetir tres veces combinando el sobrenadante en el mismo matraz. Ajustar al volumen final
a 10 mL con metanol.
Preparacion de referencia. Diluir 1 mL de la preparacion de referencia descrita en el Ensayo de
identidad hasta 5 mL con metanol.
Procedimiento. Inyectar la preparacion de la muestra. Determinar el tiempo de retencion de la
gnafalina A o B, utilizando10 pL de la preparacion de referencia examinada bajo las mismas
condiciones que la preparacion de la muestra.
Interpretacion.

CG =0.16 (Am/Ar)
Donde:
CG = Concentracion de gnafalina en la muestra
Am = Area del pico correspondiente a gnafalina, en el cromatograma de la preparacion de la muestra.
Ar = Area del pico correspondiente a gnafalina, en el cromatograma de la preparacion de la referencia
CONSERVACION. A temperatura ambiente, en envases cerrados, sacos o costales protegidos de la

luz y la humedad.
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Anexo B
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Anexo D
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