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RESUMEN

El presente trabajo describe el estudio farmacolégico y quimico de la especie
vegetal Zinnia grandiflora Nuttall (Astereaceae), la cual se utiliza para el tratamiento de
golpes y padecimientos dolorosos de estbmago, nariz y garganta por grupos indigenas

de América del Norte, incluyendo los Navajo, Ramah Navajo, Zuni, y Acoma y Laguna.

El estudio toxicologico del preparado tradicional (infusion) de Z. grandifiora en
ratones se realizé a través del ensayo de toxicidad aguda de Lorke, lo que permitié
establecer que su dosis letal media (DLso) es mayor a 5 g/kg de peso del animal, y que
no provoca efectos toxicos visibles; por lo tanto se considera inocuo bajo las condiciones

de experimentacion.

La eficacia preclinica del extracto acuoso se demostré a partir de su actividad
antinociceptiva en el modelo de la formalina en ratones utilizando como control el
farmaco analgésico antiinflamatorio diclofenaco (31.6 mg/kg). Los resultados de este
ensayo (10.0-562.3 mg/kg) revelaron un efecto antinociceptivo dependiente de la dosis;
la DEso fue de 315.7 £ 85.5 mg/kg. El extracto acuoso presentd un mayor efecto en la
fase inflamatoria del ensayo, mismo que se corroboré con el ensayo de la carragenina en

ratones; la dosis mas efectiva en este ensayo fue la de 100 mg/kg.

Las fracciones de acetato de etilo y diclorometano obtenidas por reparto de la
infusiéon también resultaron activas, con un efecto dosis dependiente. Sin embargo, la
fraccion de diclorometano fue la mas activa, con un efecto muy marcado en la fase
inflamatoria del ensayo a la dosis mas alta ensayada (562.3 mg/kg), con un efecto

significativo al comparatlo con el firmaco de referencia (DIC, 31.6 mg/kg) (p<0.01).

La fraccion de diclorometano fue analizada quimicamente utilizando diversos
procedimientos cromatograficos. Este estudio permitié la obtenciéon de tres lactonas

sesquiterpénicas novedosas de tipo 8-elemandlida, los cuales se caracterizaron mediante
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técnicas espectroscopicas y espectrométricas, y se denominaron con los nombres

triviales de zinagrandindlidas D-F (2-4).

Se establecieron los perfiles cromatograficos de las fracciones organicas de
diclorometano y acetato de etilo, obtenidas de la infusién por la técnica de reparto,
mediante Cromatografia de Liquidos de Ultra Eficiencia acoplada a la Espectrometria de
masas por ionizacion en elecrospray con un detector de arreglo de fotodiodos (CLUE-
PDA-ESI-EM). Los metabolitos aislados se identificaron en ambos en ambas fracciones
mediante el analisis de sus espectros de UV, tiempos de retencion y relacion masa/carga

(m/3) de la molécula protonada y/o desprotonada.
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ABSTRACT

The present work describes the pharmacological and chemical study of the plant
species Zinnia grandiflora Nutall (Astereaceae), which is used to treat strokes,
stomachache, and nose and throat pain by indigenous groups in North America,

including the Navajo, Ramah Navajo, Zuni, and Acoma and Laguna.

Toxicological study in mice of the traditional preparation (infusion) of Z.
grandiflora was carried out through the Lorke acute toxicity test, which allowed to
establish that its median lethal dose (LDso) is greater than 5 g / kg of animal weight, and
that does not cause visible toxic effects; therefore, it is considered innocuous under the

conditions of experimentation.

The antinociceptive potential of the aqueous extract was demonstrated by means
of formalin test in mice; diclofenac (31.6 mg/kg) as analgesic-anti-inflammatory drug
control. The results of this trial (10.0 - 562.3 mg/kg) revealed that the preparation has
dose-dependent antinociceptive effect; the EDso was 315.7 £ 85.5 mg/kg. The effect
was higher in the inflammatory phase of the assay which was corroborated with the

carrageenan test in mice; the most effective dose in this trial was 100 mg/kg.

The primary fraction obtained by partitioning the active aqueous extract with
ethyl acetate and dichloromethane were also active, and once more the effect was dose-
dependent. The dichloromethane fraction was the most active with a remarkable effect
at the highest dose tested (562.3 mg/kg) in the inflammatory phase of the bioassay, the

activity was statistically significant in comparison with the reference drug (DIC, 31.6

me/ke) (p <0.01).

The dichloromethane fraction was chemically investigated using different
chromatographic procedures. These processes yielded three novel &-elemandlide

sesquiterpene lactones, which were characterized by spectroscopic and spectrometric
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techniques. These lactones were designed with the trivial names of zinagrandinolides D-

F (2-4).

Chromatographic profiles of the organic fractions of dichlorometane and ethyl
acetate obtained from the infusion by partition were established by Ultra Efficiency
Liquid Chromatography with coupled photodiode array detector coupled to electrospray
ionization mass spectrometry (CLUE-PDA-ESI-EM). The isolated metabolites were
identified in both spectra by the analysis of their UV spectra, retention times, and

mass/chatrge ratio (7/3) of the protonated or deprotonated molecule.
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1. ANTECEDENTES

El nombre de la familia Asteraceae (Compositae) proviene del término latino
“aster” que significa “estrella” y alude a la forma de las inflorescencias (Freire-Fierro,
2004). Entre las faner6gamas, las asteraceas constituyen una familia muy diversa y la mas
ampliamente distribuida; ésta cuenta con cerca de 1450 géneros y entre 20,000-30,000
especies en el mundo. En América, esta familia tiene una amplia representacion y, tan
solo en México existen 373 géneros, 3080 especies nativas, y mas de 29 géneros

introducidos (Redonda-Martinez & Villasenor-Rios, 2011).

La importancia del estudio de la familia Asteraceae radica en que evolutivamente
es la mas exitosa dentro de las fanerégamas. Su expansion continua ha sido acompafiada
por diversos cambios anatémicos-morfoldgicos y metabdlicos que le han permitido
desarrollar nuevos mecanismos de defensa, como la formacion de conductos laticiferos,
la produccién de alcaloides, terpenoides no aromaticos y aceites esenciales, entre otros.
La familia incluye plantas de importancia econémica, tanto alimenticias, medicinales,

ornamentales e industriales (Cabral & Casco, 2010).

1.1. El género Zinnia

El género Zinnia (Asteraceae) se presume originario de México. Las primeras
especies se llevaron a Europa en 1753 y seis afios después Carlos Linneo bautizé el
género en honor a Johann Gottfried Zinn, su profesor de botanica en la Universidad de
Gottingen, Alemania (Stafleu & Cowan, 1988). Zinnia es un género relativamente
pequefio con alrededor de 20 especies, de las cuales 11 especies son del Nuevo Mundo;
pertenece a la tribu Heliantheae, subtribu Zinninae junto con los géneros Tragoceros,
Philactis, Aganippea, Sanvitalia y Heliopsis (Torres, 1963). Las especies de Zinnia se

distribuyen en el continente americano desde el sur de los Estados Unidos de América
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del Norte hasta Argentina (Bashyal, ¢z a/, 2006; Motawe, ¢t al., 2015). En México, se

encuentran distribuidas a lo largo de todo su territorio (Figura 1).

Algunas especies de Zinnia han sido reconocidas en gran medida por su valor
ornamental, especialmente Z. elegans, Z. haageana, y Z. angustifolia, las cuales se cultivan
ampliamente. Las especies con presunto valor medicinal son Z. grandiflora, Z. linearis, Z.
angustifolia, y Z. maritima, estas dos ultimas conocidas como “aceitilla” en Jalisco, dénde
su decoccidn se dice que es “buena para la sangre” (Torres, 1963); mientras que Z. /inearis,

propia de la misma region, se utiliza para tratar dolores de estomago (Rose, 1899).

Figura 1. Distribuciéon del género Zinnia en México. Imagen obtenida de Google INEGI,
2018. El naturalista.com [en linea] Consultado el 18 de enero de 2018. Disponible en:
http://www.naturalista.mx/taxa/132450-Zinnia

Desde el punto de vista fitoquimico, los compuestos representativos del género
Zinnia pertenecen a dos grandes grupos: flavonoides y lactonas sesquiterpénicas. Los
flavonoides presentes en este género pertenecen a las categorias de las antocianidinas,
flavonas, flavonoles, auronas y chalconas. Asi, en Z. elegans se han encontrado ocho
flavonoides derivados de campferol y luteolina, y antocianinas derivadas de la
pelargonidina y la cianidina. En Z. paucifiora, el flavonoide mas abundante en las flores es

la apigenina-7-(4-aceto)-xilésido, y el campferol-7-glucoramnésido. En Z. /inearis, se han

e —
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encontrado chalconas como la marina y auronas como la sulfureina y maritimeina

(Harborne, ez al., 1983; Yamaguchi, ez al., 1990; Motawe, ez al., 2015).

R, R, R,
R H OAng H
H OSen H
H MeBu H
IRy H i-Val H
H H OAng
H H OSen
H H i-Val
OAng H H
OSen H H
0O-i-Val H H

L)

Figura 2. Guayanolidas aisladas del género Zinnia

Las lactonas sesquiterpénicas, por su parte, son los compuestos mas comunes en
el género Zinnia, ya que se han aislado de todas las especies estudiadas hasta ahora:
Z.grandiflora, Z.pernviana, Z. paucifiora, Z. multiflora, Z. juniperifolia, Z. citrea, Z. flavicoma, 7.
angustifolia, Z. elegans, Z. haageana, Z. linearis. Z. tenuiflora, Z. verticillata, Z. acerosa (Bohlmann,

et al., 1979; Bohlmann, ¢ al., 1981; Herz & Govindan, 1981; Herz & Govidan, 1982;
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Ortega & Maldonado, 1982; Ortega, ¢z al., 1983; Ortega & Maldonado, 1985; Ortega, et
al., 1995). Dentro de este grupo de compuestos, las elemandlidas son las mas abundantes
en el género, pero también se han encontrado guayandlidas, germacranolidas y

eudesmandlidas; estas ultimas se ilustran en las figuras 2, 3 y 4 (Bohlmann, e a/., 1981;

Ortega, ez al., 1983).
OR;
R, R
O 1 2
H CH,0OH
O H CH,0Ac
Ac CH,0Ac
H CHO

R, OMeBu

OH
0]
0] (0]
H
OMeBu
HO

Figura 3. Germacrandlidas aisladas del género Zinnia
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Figura 4. Eudesmandlidas aisladas del género Zinnia
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Figura 5. y - Elemanolidas aisladas del género Zznnia
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Las elemandlidas representan un grupo pequefio de lactonas sesquiterpénicas que
biogenéticamente derivan de las germacrandlidas. Estructuralmente, todas las
elemandlidas contienen un ciclo de carbonos de seis miembros que soporta una lactona
de cinco miembros (y-elemandlidas), o de seis miembros (d-elemandlidas) (Bashyal, ez
al., 2000). Las y-elemandlidas estan distribuidas ampliamente en varios géneros de la
familia Asteraceae, mientras que las o-elemandlidas estan restringidas al género Zinnia. A
la fecha, se han obtenido cinco de estos compuestos en Z. grandiflora, Z. juniperifolia, y Z.
cttrea. (Bashyal, ez al, 2006). Enla figura 5 se ilustran las y-elemanolidas del género Zinnia,
mientras que las d-elemandlidas, principalmente las presentes en Z. grandiflora, se

detallaran mas adelante.

Otros compuestos que se han asilado de las especies de Zinnia incluyen el
germacreno D, p-cimeno, derivados del geranilgeraniol, y el pentaineno, un precursor de

los heterociclos azufrados (Bohlmann, ez a/., 1981; Zoghbi, ez al., 2000).

Desde el punto de vista farmacoldgico, las S-elemandlidas de las especies de

Zinnia no han sido evaluadas; sin embargo, tres }-elemanolidas dilactonas, las zinaflavinas
de Zinnia flavicoma demostraron actividad citotoxica en las lineas celulares HEp-2c
(carcinoma humano de laringe) y 1929 (células fribroblasticas de tejido conectivo de

murinos normales) (Ortega & Maldonado, 1985; Bashyal, ¢z a/, 2000).

1.1.1. Zinnia grandiflora

Zinnia grandiflora Nuttall (Sinonimo: Crassina grandiflora Nuttall) se conoce
comunmente en México como tepozana del burro o tepozana del becerro y en los
Estados Unidos como Rocky Mountain Zinnia (Zinnia de las montafias Rocallosas). Se
distribuye principalmente en el sur de los Estados Unidos, en las Grandes Planicies y el
suroeste adyacente, incluyendo Arizona, Nuevo México, Colorado, Kansas, Oklahoma
y Texas. En México, se encuentra en los estados de Chihuahua, Coahuila, Sonora y

Tamaulipas. (Bashyal, ¢f /., 2006) (Figura 6)
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Figura 6. Distribucion de Zinnia grandiflora en México y EUA. Imagen obtenida
de GBIF. Global Biodiversity Information Facility [en linea] Consultado el 18 de enero
de 2018. Disponible en: https://www.gbif.org/species/3111778

Es una planta perenne de bajo crecimiento en forma de monticulo de 6-8
pulgadas, con numerosas flores amarillas brillantes de 3 a 6 rayos. Generalmente, posee
varios tallos cortos, frondosos, y muy ramificados de base lefiosa con numerosas cabezas
de flores pequefias, lo que hace que la planta sea casi como un arbusto. Presenta hojas
diminutas en forma de aguja, que en conjunto forman una estera que se cubre de musgo

cuando la planta no esta en flor (Figura 7) (Miller, 1991).

Figura 7. Zinnia grandiflora. A) Hojas. B) Flores. C) Planta completa

Fotos por Joseph A. Marcus y Chatlie McDonald [en linea] Consultado el 18 de
enero de 2018. Disponible en: www.wildflower.org y www.fs.fed.us
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1.1.1.1. Usos tradicionales

Eluso de Z. grandifiora se reporta principalmente en la ethobotanica de los grupos
nativos norteamericanos. Los Navajo, nacién indigena estadounidense que se
establecieron en el suroeste, en los estados de Arizona, Nuevo México, Utah y Colorado,
utilizan esta planta para tratar problemas de garganta y nariz (Elmore, 1944). Por su
parte, los Ramah Navajo, hacen uso de la decoccion de planta para tratar dolores de
estomago, acidez estomacal y como catartico; asi también, se reporta su uso como un
emético ceremonial (Vestal, 1952). Los indios de Acoma (asentados desde hace 2000
afios) y Laguna de Nuevo México, la utilizan para tratar golpes, sudor excesivo, dolores
de estbmago, agruras, fiebre, y problemas de garganta, nariz y riflones; mientras que las
flores, en especifico, se usan como tinte de color amarillo (Swank, 1932). De manera
similar, los indios Zuni de la misma region utilizan el cataplasma de la planta molida para
tratar hematomas, para la fiebre en bafio de vapor, y la infusién fria de las flores para el
lavado de ojos (Stevenson, 1915). Por otro lado, en México unicamente se encuentra en
la literatura el reporte de Robert M. Zingg (1932), quien documenté el uso de Z.
grandiflora en el estado de Chihuahua como astringente para la diarrea, y los reportes de

comunicacién personal de su uso en la misma regiéon para el tratamiento de la diabetes

por el Dr. Robert Bye (2017).

1.1.1.2. Farmacologia y Quimica

Los estudios quimicos previos sobre la especie sélo han permitido el aislamiento
de lactonas sesquiterpénicas del tipo 8-elemandlidas: la 6R-(2”-hidroxiisobutanoiloxi)-
8§-acetoxi-15-oxo0-15, 2-epoxi-3,11(13)-elemandien-12,9-6lida, y las denominadas
zinagrandinodlidas A-C, cuya estructura se muestra en la Figura 8. Desde el punto de
vista farmacolégico se ha reportado la actividad citotoxica del extracto hexanico de la
planta y de las cuatro &-elemandlidas antes mencionadas (Herz & Govidan, 1982;

Bashyal, ¢z al., 20006).
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Figura 8. Lactonas sesquiterpénicas, tipo 6-elemandlidas de Z. grandiflora. ¥ 6R-(2”-
hidroxiisobutanoiloxi)-8§-acetoxi-15-oxo-15, 2-epoxi-3,11(13)-elemandien-12,9-6lida. A-C,
zinagrandinélidas. (Bashyal, ez a/, 2000)

1.2. Dolor y Nocicepcion

La Asociacién Internacional para el Estudio del Dolor (IASP, por sus siglas en
inglés) lo define como una experiencia sensorial y emocional desagradable asociada a un
dafo tisular actual o potencial, o descrito en términos de tal dafio (IASP, 1994). La
importancia del dolor se debe a que es un mecanismo de defensa, o bien, una sefial de
alarma para proteger al organismo y aumentar la supervivencia del individuo. Sin
embargo, la medicién preclinica del dolor per se continua siendo un reto, ya que en
pacientes, el dolor se evalia y cuantifica mediante expresion verbal, lo cual no es posible

en animales.

La nocicepcién en cambio es un proceso neuronal mediante el cual se codifican
y procesan los estimulos potencialmente daninos contra los tejidos. Se trata de una
actividad aferente (sensitiva) del sistema nervioso central (SNC) y periférico (SNP)
producida por la estimulaciéon de unas terminaciones nerviosas libres especializadas
llamadas nociceptores o "receptores del dolot" que sélo responden a los cambios por
encima del umbral del sistema, ya sean de naturaleza quimica (por ejemplo: polvo de
chile en los ojos), mecanica (por ejemplo: pellizcar, golpear) o térmica (calor y frio) (King,

et al.,, 2016; Ang, et al., 2017).
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Desde el punto de vista neurofisioldgico, la percepcion del dolor precisa de la
participaciéon de ambos sistemas nerviosos, central y periférico (Romera, ez a/., 2000),
porque se producen: 1) una sensacién corporal con cualidades como las reportadas
durante la estimulaciéon del dafio tisular, 2) una sensacion asociada con una amenaza
experimentada, y 3) un sentimiento de disgusto u otra emocion negativa basada en una

amenaza experimentada (Prince, 1999).

Por otro lado, la nocicepcion, se refiere al proceso neuronal tnicamente,
mediante el cual un estimulo nocivo se traduce y codifica a través del SNC y SNP (King,
et al., 2016; Ang, et al., 2017)y, en el cual, la informacién nociceptiva afecta de manera
unica al sensorio, genera una respuesta conductual; produce reflejos somaticos y
autonémicos, y genera actitudes intencionales que cooperan con las respuestas reflejas

para restaurar la homeostasis y proteger al organismo. (Vierck, 2006; Barrot, 2012)

1.2.1. Neurofisiologia de la nocicepcion

La via neuroanatémica y neurofisiolégica de la nocicepcion se inicia
periféricamente en tejidos donde una poblacién celular lesionada de cualquier forma,
genera una modificacién en el microambiente de los receptores periféricos del dolor
(nociceptores localizados en piel, musculo, esqueleto y visceras), desencadenando una
compleja secuencia de eventos que engloban al aferente primario, al ganglio de la raiz
posterior, al asta dorsal medular y al resto de la via nociceptiva (Eblen-Zajjur, 2005).
Desde el punto de vista histolégico, los nociceptores son terminaciones periféricas de
las neuronas bipolares que tienen su soma en los ganglios raquideos y cuyo axén
centripeto penetra en el asta dorsal de la médula espinal. La activacion de los
nociceptores puede realizarse directamente, pero normalmente se realiza a través de
diversos mediadores que ejercen una accioén excitatoria o inhibitoria de las terminaciones
nerviosas aferentes, actuando sobre receptores especificos o en los canales i6nicos de la
membrana. El resultado final es la modificacién de la permeabilidad i6nica y la génesis

de impulsos que viajan al SNC (Romera, e7 a/., 2000; King, e/ al., 2016). Una vez activado
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el nociceptor comienza el proceso fisiologico del dolor, el cual estd constituido por

cuatro etapas: transduccion, transmision, modulacion y percepcion (Esquema 1).

Corteza sensorial

Estimulo nocivo Sistema limbico _
Nociceptores r Talamo

1) Transduccién

4) Percepcion

Tacto
Receplores mecanicos Neronas aferentes

Via descendente secundanas

Neuronas aferentes Cuemo dorsal
primarias (fibras Ap)

Ganglio de la raiz dorsal
2) Transmisién

Neuronas aferentes primarias
(fibras C y A8)

Tracto espinotalamico

3) Modulacién

Cuemo ventral

Esquema 1. Proceso fisiolégico del dolor. 1) Traduccién: El estimulo nociceptivo (térmico, mecanico
0 quimico) se transforma en potenciales de accién en las terminales de las fibras aferentes periféricas. 2)
Transmision: los potenciales de accién viajan a través de la via aferente primaria hasta llegar a la médula
espinal. 3) Modulacion: en la médula espinal se forman sinapsis con neuronas que suben a centros

superiores. 4) Percepcion: integracion de la seflal nociceptiva en la corteza somatosensorial. (Imagen
modificada de: ID 56635420 © Gnanavel Subramani. Dreamstime.com)

Un estimulo nervioso o lesion tisular es capaz de inducir la produccion de una
gran cantidad de mediadores proinflamatorios (Esquema 2) cuyo efecto se traduce en
la despolarizaciéon de la membrana neuronal a través de diversos mecanismos. Los

principales mediadores y su funcién se mencionaran en los parrafos siguientes.

La sustancia P (SP), la bradicinina (BK), las prostaglandinas (PG), la histamina
(HT), los hidrogeniones y el ATP son capaces de activar receptores en la membrana del

aferente primario e incrementar la actividad intracelular de la fosfolipasa C (PLC)
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(enzima que cataliza la hidrélisis de polifosfatidilinositol en inositol trifosfato y
diacilglicerol), con lo que se incrementa la concentracién de calcio intracelular,
reduciendo la permeabilidad de la membrana al ion potasio con su consecuente
despolarizaciéon. La permeabilidad de la membrana tanto para el ion calcio como para el
ion sodio se potencia por efecto de neurotransmisores como glutamato, que actia
especificamente sobre los receptores ionotrépicos del tipo N-metil-D-aspartato
(NMDA), el acido amino metil propionato (AMPA) y el kainato (Ka). (Guevara, 2004;
Eblen-Zajjur, 2005). La HT, PG, y otros mediadores como la serotonina (5-HT) y el
péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP) son capaces de despolarizar la
membrana al incrementar la actividad de la adenilato ciclasa y, con ello, los niveles de

AMPc intracelular. (Eblen-Zajjur, 2005)

Plaquetas

Serotonina
1

*, CGRP Nociceptor primario
Sustancia P aferente

_Histamina Meurona del ganglio de
/ la raiz dorsal
Bradicining —— >—___ " I

e
Prostaglandinas I{"'/ .h_'_ /
e&% ¥ Ear

Vaso
sanguineo

Médula espinal

Esquema 2. Mediadores involucrados en la respuesta nociceptiva. (Modificado de: Nestler, E.J., et
al. Molecular Neuropharmacology: A Foundation for Clinical Neuroscience, 3erd Edition:
www.neurology.mhmedical.com
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1.2.2. Inflamacion

La inflamacién se puede definir como la respuesta no especifica del huésped a
una gran variedad de lesiones tisulares (Ramos, ¢f a/., 2004). Cuando existe un dafio
tisular, como en una enfermedad autoinmune, una quemadura o al ser expuesto a un
agente irritante, el sistema inmune libera mediadores inflamatorios que activan y

sensibilizan al sistema nociceptivo (Barrot, 2012).

El proceso inflamatorio involucra la generacion de interleucinas a partir de la IL-
1y el TNFo, y que se contintia con la IL-6. Estos factores promueven la liberacién de
aminoacidos excitatorios como el glutamato, péptidos de la via nociceptiva como la SP
y neuroquininas, que a su vez promueven la consecuente liberacién de HT, proteasas,
citocinas y eicosanoides (prostaglandinas inflamatorias, tromboxanos y leucotrienos),
responsables de la vasodilatacion, induccién de eritema, fiebre y sensibilizacion de los

aferentes primarios (Eblen-Zajjur, 2005).

La produccién de eicosanoides constituye uno de los sucesos mas importantes en
el proceso de la inflamacién. La cadena metabdlica de producciéon de eicosanoides,
ocurre en primer lugar en los fragmentos de membrana (fosfolipidos) generados por la
lesion tisular y sobre los cuales actia la fosfolipasa A2 (PLA2), enzima citosélica de alto
peso molecular encargada de producir acido araquidénico libre. El 4dcido araquidénico
se metaboiliza a través de la via de la ciclooxigenasa (COX), cuya actividad es producto
de dos isoenzimas: una constitutiva (COX-1) y otra inducible por los componentes de la
cadena inflamatoria (COX-2). Esta via da lugar a prostaciclinas, tromboxanos y
prostaglandinas. De estas tltimas, la prostaglandina E2 (PGEZ2) constituye el eicosanoide
predominante en la cadena inflamatoria. Por otro lado, el acido araquidénico puede
también puede metabolizarse por la via de las lipooxigenasas que dan lugar a leucotrienos
y lipoxinas y, por dltimo, a través de la via del citocromo P450 que forma derivados

epoxidos (Ver Esquema 3) (Eblen-Zajjur, 2005; Barreno, 2008).
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Fosfolipidos de membrana celular |

COX-1 Fosfolipasas
(enddgena) ] - Epoxidos
ACIDO ARAQUIDONICO |w_> Hidréxidos
\ Epoxi-alcoholes

COX-2

Ciclooxigenasa

(inducible) . S5-lipooxigensa 9
Prostaglandina G, (PGG L —_—
g 2 (PGG,) [ 5-HPETE 5-HETE
« 12-Lipooxigensy l Quimiotaxis I
Prostaglandina H, (PGH,) Leucotrieno A, (LTA;) — Leucotrieno B, (LTB,)
l " ' Leucotrieno C, (LTC,)
Prostaciclina Tromboxano Vasoconstriccién
PGI, TXA, ) Broncoespasmo
Leucotrieno D, (LTD) Aumento de la
) Cc:u_s’c . Causa = permeabilidad
vasodilatacién, inhibe vasoconstriccion, vascular
la agregacién promueve la :
plaquetaria agregacién plaquetaria Leucotrieno E, (LTE,)

Lipoxina A,  LipoxinaB,

PGD, PGE, (LTA,) (LTB,)
Vasodilatacion Inhiben la adhesién y
Aumento de la permeabilidad vascular quimiotaxis de los neutrdfilos

Esquema 3. El metabolismo del 4dcido araquidénico en el proceso de inflamacién. El 4cido
araquidonico se libera a partir de la actividad de fosfolipasas, especificamente la fosfolipasa A2
(PLA2), que actia a partir de los fosfolipidos de las membranas celulares generados por la lesion
tisular. El acido araquidénico se convierte en la prostaglandina G2 (PGG2), que a su vez se
transforma en la prostaglandina H2 (PGH2), por las enzimas ciclooxigensas COX-1 y COX-2. Se
considera que la COX-1 se expresa constitutivamente para manetener la homeostasis. La COX-2,
por otro lado, es la enzima inducible, involucrada en la regulacion de la inflamacion. La via de COX
da lugar a las prostaglandinas, tromboxanos y prostaciclinas. El 4dcido araquidénico puede ser
metabolizado a través de otras dos vias enzimaticas: lipooxigensas, que dan lugar a leucotrienos (a
partir de hidroperdxidos) v lipoxinas; v citocromo P450 que forma derivados epodxidos. (Barreno,

1.2.3. Modelos animales para estudios de nocicepcion

El proceso nociceptivo puede ser estimado en animales a partir de la evaluacion
de una conducta o la medicién de una respuesta a un estimulo especifico. Un estimulo
nocivo puede ser definido por su naturaleza fisica, su sitio de aplicacién y por lo que ha
ocurrido previamente en el tejido en ese sitio. Por ejemplo, el calor estimula
selectivamente los termorreceptores y nociceptores, pero la baja potencia calorifica de
los estimulos convencionales restringen su utilidad. Los estimulos quimicos, por otro
lado, difieren de los térmicos por el inicio progresivo de su efectividad, la duraciéon de su
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accion y el hecho de que tienen una naturaleza cierta e ineludible. Los modelos

experimentales que emplean estimulos quimicos son, indudablemente, los mas similares

al dolor clinicamente agudo. En la Cuadro 1 se resumen las principales pruebas de

nocicepcion utilizadas en la investigacion biomédica del dolor. (Barrot, 2012; Ang, ef al.,

2017)

Cuadro 1. Pruebas de nocicepcion (Barrot, 2012)

. Parametro . o
Prueba Modalidad Estimulo Especies Condicion
medido
Retirada de  Térmico, . Latencia de Rata,
T Fija . +++
la cola calor retirada (s) raton
Plato Térmico, T Fija Latencia de Rata,
e
caliente calor (48-55 °C) retirada/salto (s) raton
Térmico, B Latencia de Rata,
Plantar T Fija _ +++
calor retirada (s) raton
Térmico, B Rata,
Plato frio T Fija Conteo (n) +/-
frio raton
o Conteo (n) o
. Aplicacio ‘
Térmico, duracioén (s) o Rata
Acetona n por ' +
frio comportamiento (raton)
gotas o
nociceptivo
Plato . Conteo y
Térmico, Rampa de Rata,
caliente ‘ respuesta umbral +
caliente T raton
dinamico (D)
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Conteo y
Plato frio Térmico, Rata, *+/-
RampaT  respuesta umbral
dinamico frio raton
(m)
Presion
Umbrales de Rata,
Von Frey Mecanico  multiple +++
retirada (g) raton
fija
Retirada y
Randall- Rampa de
Mecanico umbral de Rata +++
Selitto presion

vocalizacion (g)

Medidores
Rampa de Umbral de

de Mecanico Rata ++
presion retirada (g)

deformacion
Inyeccion Rata,

Formalina Quimico Conteo (n) +++
de pata raton

+++, pruebas clasicas, estandarizadas; ++, prueba reciente; +, pruebas con
algunas dificultades técnicas; +/-, procedimientos delicados; s, segundos; n,
numero; T, temperatura; g, gramos.

En el presente trabajo se eligié el modelo de la formalina, el cual ofrece
informacién sobre la estimulacion nociceptiva que genera este agente quimico. Al ser
también un modelo de inflamacién localizada, genera la posibilidad de explorar el
potencial antiinflamatorio al mismo tiempo (Ortega, e al, 2002). La actividad
antiinflamatoria observada en la fase 2 de la formalina puede corroborarse mediante
modelos que se basen en la habilidad de las sustancias o compuestos para reducir el
edema en la pata de la rata o raton después de la administracién de un agente flogistico,
como es la carragenina, sustancia de eleccién para la evaluaciéon de agentes

antiinflamatorios, ya que no es antigénica, no presenta efectos sistémicos, tiene un alto
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grado de reproducibilidad, y el proceso inflamatorio en respuesta a la misma depende

completamente de la localizacion del estimulo (Winter, ez al., 1962).

1.2.3.1. Modelo de la formalina

Este modelo, introducido primero por Dubuisson y Dennis (1977), ademas de
ser una prueba de nocicepcién debido a la irritaciéon en respuesta al estimulo quimico,
también puede ser considerado como un modelo de dolor inflamatorio a corto plazo, ya
que induce inflamacién periférica en la pata trasera del animal tras la inyecciéon de un
pequefio volumen de formalina (formaldehido diluido). La respuesta bifasica observada
en animales en esta prueba, simula el dolor intenso que la sustancia provoca en los seres
humanos (Ortega, ¢f al., 2002; Barrot, 2012). Este modelo resulta de interés por diversas

razones:

e [ainyeccién de formalina induce comportamientos de nocicepcién persistentes
que son dependientes de su concentracion.

e os cambios en los comportamientos nociceptivos responden de manera paralela
a los cambios en las respuestas autonomicas.

e La nocicepcion provocada por la formalina genera una respuesta de aversion, la
cual es una medida que simula el estimulo nocivo que produce disgusto.

e El algbgeno provoca la potenciacion a largo plazo de la transmision sinaptica y
los cambios celulares en la médula espinal que mimetizan, en parte, el dolor
experimental a largo plazo de la columna vertebral y que pude ser importante

para el estudio de los estados del dolor en humanos. (Dubuisson & Dennis, 1997;

Ang, et al., 2017)

En roedores, la inyeccion de la formalina resulta en reflejos de retirada, lamidas,
mordiscos o sacudidas de la pata del animal que son cuantificables y se caracteriza por

una reaccion de comportamiento bifasico que se describe a continuacion:

e [La fase inicial o primera fase: Se presenta alrededor de los primeros 10 minutos

después de la inyeccion de formalina, seguida de un periodo de inactividad. Esta
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fase se relaciona con la estimulacién directa de los nociceptores y es sensible a los

anestésicos locales.

e Segunda fase: Dura de 20 a 40 minutos e involucra mecanismos tanto
inflamatorios como de sensibilizaciéon dentro del cuerno dorsal espinal. Esta
segunda fase responde a varios farmacos con accidén analgésica establecida
clinicamente, como los opioides, los analgésicos antiinflamatorios esteroidales y

no-esteroidales, antagonistas de NMDA, o gabapentina. (Barrot, 2012)

La nocicepcion de la formalina esta mediada en parte, por la excitacion regulada
por TRPA1 (Receptores de Potencial Transitorio de anquirina 1, de la familia de canales
i6nicos) de las fibras nociceptoras periféricas C y Ad. Las respuestas nociceptivas,
especialmente las de la segunda fase, estan parcialmente mediadas por la sensibilizacion
espinal marcada por la plasticidad neuronal y celular, con un periodo predominante de
descarga de los nociceptores C. (Vierck, 2000; Barrot, 2012; Ang, ef al., 2017). Analisis
neuroquimicos han permitido establecer que durante esta prueba las neuronas
colinérgicas y gabaérgicas del sistema septo-hipocampal son excitadas por lo que los
niveles de acetilcolina y GABA, respectivamente, se incrementan en el hipocampo. Otro
hallazgo importante es la induccion de la proteina c-Fos en el cuerno dorsal espinal de

la rata que refleja los comportamientos inducidos por la formalina en la segunda fase

(Guevara, 2004; Ang, ef al., 2017).

La participacion de mecanismos antiinflamatorios que se observan en la segunda
fase del modelo de la formalina, puede ser corroborada mediante la aplicacion de otro
modelo animal que involucre éstos mismos mecanismos de manera mas especifica, como
lo es el modelo del edema de pata inducido por carragenina, el cual es ideal para el estudio
de la inflamacién aguda, ya que involucra la produccién de mediadores como

prostaglandinas y leucotrienos (De Faveri Favero, ez al., 2014)
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En México, el empleo de la herbolaria para aliviar diversos padecimientos y
enfermedades forma parte de la vida cotidiana de la poblacién. Las razones son varias:
el apego a las tradiciones, la firme creencia de que lo natural es sinénimo de inocuo, la
falta de acceso a una atenciéon médica oportuna y el alto costo de los medicamentos
alopaticos. Desafortunadamente, no existe informacion cientifica suficiente sobre las
plantas medicinales nacionales y sus preparados tradicionales que sustente su uso y
respalde su eficacia, calidad, inocuidad, desarrollo sustentable, composiciéon quimica,
entre otros aspectos farmacéuticos (FHEUM, 2013). Por esta razoén, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) en el marco de su estrategia sobre medicina tradicional 2014
— 2023, ha realizado numerosos llamados a sus pafses miembros para que investiguen
cientificamente, de forma sistematica y multidisciplinaria, los principales recursos
utilizados en las practicas médicas tradicionales con la finalidad de acceder a éstos de
manera segura, asequible y efectiva; y con ello promover un servicio de salud integral,
reglamentado y supervisado por los organismos gubernamentales correspondientes
(OMS, 2013). Esta investigacion debe abordar el estudio de aspectos etnobotanicos,
quimicos, farmacolégicos, toxicologicos y preclinicos de la planta en estudio, ya que sélo

as{ sera posible garantizar su uso racional.

Es por lo anterior que en la presente investigaciéon se pretende determinar el
potencial antinociceptivo a nivel preclinico de la infusion de Zinnia grandiflora con el fin
de aportar evidencias farmacologicas que respalden las propiedades analgésicas y
antiinflamatorias que se le atribuyen en diversas comunidades indigenas del sur de los
Estados Unidos (Stevenson, 1915; Swank, 1932; Elmore, 1944; Vestal, 1952), y en los
estados mexicanos de Chihuahua, Coahuila, Sonora y Tamaulipas (Bye, 2017:
comunicacién personal). De ser posible también se pretende determinar al menos uno
de sus principios activos con el fin de sentar las bases para estudios quimicos posteriores

que permitan definir algunas de las pruebas de identidad y composicion de Z. grandifiora.
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3. HIPOTESIS

Los antecedentes etnobotanicos de Zinnia grandiflora, asi como consideraciones de
tipo quimiotaxonémico, sugieren que el preparado tradicional de la especie posee
propiedades analgésicas y antiinflamatorias debido a la presencia de compuestos

susceptibles de purificacion mediante la aplicaciéon de métodos quimicos apropiados.
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4. OBJETIVOS

4.1. General

Determinar la eficacia preclinica de la infusion de Zinnia grandiflora como agente

antinociceptivo en el modelo de la formalina en ratones.

b)

d)

4.2. Especificos

Establecer la toxicidad aguda del extracto acuoso de Z. grandiflora y calcular la DLso.

Establecer el efecto del extracto acuoso de Z. grandifiora a diferentes dosis en el
modelo de la formalina en ratones para asi construir la curva dosis-respuesta y

calcular la DEs¢ del preparado.

Realizar un estudio biodirigido del extracto acuoso con el propésito de obtener al
menos un principio activo del preparado, para lo cual se utilizara el mismo ensayo
farmacolégico indicado en el inciso b y los procedimientos fitoquimicos

convencionales.

Caracterizar los principios activos aplicando aplicando las técnicas espectroscépicas

y espectrométricas contemporaneas.

Establecer el perfil cromatografico de la infusion de Z. grandiffora mediante
cromatografia de liquidos con el objetivo de contribuir al desarrollo de los

parametros de identidad de la especie.
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5. METODOLOGIA

5.1. Material vegetal

Las partes aéreas de Zinnia grandiflora fueron recolectadas en Chihuahua por el
Dr. Robert Bye y la M. en C. Edelmira Linares 38402., investigadores del Instituto de
Biologia de la UNAM, quienes realizaron también la identificacion botanica de la misma
y depositaron una muestra de referencia en el Herbario Nacional (MEXU). El material

vegetal se recibié seco por lo que se procedié a pulverizar la planta en un molino de

cuchillas Thomas Wiley Modelo 4.

5.2. Preparacion del extracto acuoso de Z. grandiflora

El extracto acuoso se prepar6 via infusion a partir de las partes aéreas secas y
molidas de Z. grandiflora, de acuerdo a los datos proporcionados por el botanico acerca
de la posologia de la planta en su uso tradicional. Para ello se colocaron 20 g del material
vegetal en contacto con 1 L de agua a ebullicién durante 30 min. Al cabo de este tiempo,
el preparado se filtré para descartar el material vegetal. La infusién resultante se
concentrd a sequedad utilizando un rotaevaporador (BUCHI R-1I-HB) adaptado a una
bomba de vacio (BUCHI V-710). El rendimiento del extracto acuoso total fue de 18.2
% (18.2 mg/ g de droga cruda). Este proceso se repitié tantas veces como fue necesario

a partir de la droga cruda.

5.3. Estudios quimicos

5.3.1. Fraccionamiento preliminar de la infusiéon de Z. grandiflora

La infusion se fracciond preliminarmente mediante la técnica de reparto con los

disolventes organicos hexano (Hex), diclorometano (CH2Cly) y acetato de etilo (AcOEL).
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La extraccion con cada uno de los disolventes se realizé exhaustivamente por triplicado,
utilizando 500 mL por cada 500 mL de infusion. Las fracciones organicas resultantes en
cada caso se secaron primero sobre Na,SO4 anhidro y, posteriormente, se concentraron
a sequedad en un rotaevaporador (Helidolph Laborota 4000). Los rendimientos fueron
1.42 mg, 11.78 mg y 25.49 mg por g de droga cruda para la particiéon con Hex, CH2Clz

y AcOEt, respectivamente.

5.3.2. Aislamiento y purificacién de los metabolitos secundarios

El fraccionamiento de los extractos y la purificacion de los compuestos por
cromatograffa en columna abierta (CCA) se llevé a cabo en columnas de vidrio de
distintas dimensiones empacadas con Sephadex® (LH-20; Sigma-Aldrich-Fluka, MO,
EE.UU.) o con gel de silice (60, 0.063-0.200; Merck, NJ, EE.UU.), empleando diversos

sistemas de elucién y aplicando técnicas fitoquimicas convencionales.

La fraccién de AcOEt (2.643 g) se someti6 a fraccionamiento primario mediante
CCA sobre Sephadex (volumen muerto 350 mL), la cual se eluyé de manera isocratica
utilizando como disolvente MeOH. Se colectaron eluatos de 10 mL los cuales se
reunieron por su similitud cromatografica para generar doce fracciones primarias (AO1-
A12). Este proceso permitié el aislamiento de 11.9 mg de luteolina (1) a partir de la
fraccion A10.

Luteolina (1): Sélido amatrillo; p.f. 328-330 °C; 'H RMN (CD;OD, 700 MHZ)
Su (ppm): 7.37 (1H, m, H-6"), 7.37 (1H, m, H-2"), 6.90 (1H, d, ]=8.4, H-5"), 6.53 (1H, s,
H-3), 6.43 (1H, s, H-8) y 6.20 (1H, s, H-6). La identidad de la luteolina fue verificada por
comparacion con los valores espectroscépicos reportados en la literatura (El-Shafey &

AbdElgawad, 2012).

La fraccion de CH2Clz (9.359 g) se someti6 a fraccionamiento primario mediante
CCA sobre gel de silice (253 g) desactivado al 10 %, la elucién se realizé con un gradiente
el cual comenzé con un con un sistema de Hex-AcOEt (90:10 — 0:100) e incrementado

la polaridad hasta un sistema de AcOEt-MeOH (0:100 — 80:20). Se colectaron eluatos
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de 50 mL los cuales se reunieron por su similitud cromatografica para generar 22

fracciones secundarias (B1-B22).

Para la purificaciéon de la fraccion B10 por CLAE, se utiliz6 un cromatoégrafo
Waters equipado con una bomba cuaternaria modelo 2535, y dos detectores, uno de UV
2998 con arreglo de fotodiodos y un detector de ELSD 2424, y un colector de fracciones
automatico. De manera preliminar se utilizé la columna analitica de fase reversa XBridge
Shield RP-18 (5 um, 4.6 x 250 mm) con un gradiente de eluciéon empleando MeCN y
H2Ouq acidificada con 0.1% de acido férmico, a flujo de 1 mL/min; y posteriormente se
utiliz6 la columna preparativa XBridgePrep Shield RP-18 (5 um, 19 x 250 mm), con un
sistema de elucién escalado, con flujo de 17.1 mI./min, e inyecciones de 150 ul. (14.28
mg). El gradiente de elucion utilizado se presenta en la Cuadro 2. El control del equipo,
la adquisicién y el procesamiento de los datos se realizoé en el programa Empower v.3.0
(Waters, Miliford, MA, EE.UU.). De este fraccionamiento se obtuvieron tres

compuestos puros: 2 (233.0 mg), 3 (92.7 mg) y 4 (9 mg).

Cuadro 2. Gradiente de elucion utilizado en la purficaciéon por CLAE

de la fraccion B10 obtenida del fraccionamiento primario con CHzCL.

% H20 (0.1% de ac.
Tiempo (min) % MeCN o f'r(mi 0) ©ae
o6rmico
0 50 50
2 50 50
10 0 100
20 0 100

Zinagrandinolida D (2): Sélido blanco cristalino; p.f. 75-77 °C; 'H-RMN
(CDCl3, 400 MHZ) 61 (ppm): 6.76 (1H, s, H-13), 6.60 (1H, d, /= 0.8 Hz, H-3), 6.16 (1H,
cc, J= 7.2, 1.6 Hz, H-3"), 6.05 (1H, d, J= 0.8 Hz, H-3), 6.01 (1H, dd, J= 17.4, 11.0 Hz,
H-1), 5.87 (1H, s, H-13), 5.59 (1H, dd, J= 3.6, 2.0 Hz, H-8), 5.12 (1H, dd, J= 10.8, 0.8
Hz, H-2), 5.06 (1H, dd, J= 3.2 Hz, H-6), 5.04 (1H, dd, J= 16.8, 0.8 Hz, H-2), 4.41 (1H,
t, J= 2.4 Hz, H-9), 3.43 (1H, d, J= 3.2 Hz, H-5), 3.34 (1H, ddd, J= 7.0, 3.0, 0.8 Hz, H-
7), 2.66 (1H, sep, J= 7.0 Hz, H-2"), 1.93 (3H, dc, J= 7.2, 1.6 Hz, H-4"), 1.82 (3H, q, J=
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1.6 Hz, H-5", 1.47 (3H, s, H-14), 1.29 (3H, d, J= 6.8 Hz, H-3"), 1.25 (3H, d, J= 6.8 Hz,
H-4"; 3C-RMN (CDCls, 100 MHZ) 8¢ (ppm): 176.0 (C-1"), 171.0 (C-15), 166.7 (C-1'),
163.0 (C-12), 141.0 (C-1), 140.8 (C-3", 135.6 (C-4), 133.5 (C-13), 132.1 (C-11), 132.0 (C-
3), 127.0 (C-2"), 115.6 (C-2), 85.0 (C-9), 76.6 (C-6), 64.4 (C-8), 45.4 (C-10), 43.4 (C-7),
35.0 (C-5), 34.5 (C-2"), 20.5 (C-5'), 19.3 (C-4"), 18.9 (C-3"), 17.7 (C-14), 16.1 (C-4".

Zinagrandinolida E (3): Solido blanco cristalino; p.f. 76-78 °C; "H-RMN
(CDCls, 400 MHZ) 6u (ppm): 6.75 (1H, s, H-13), 6.59 (1H, d, J= 0.8 Hz, H-3), 6.15
(1H, cc, J= 7.2, 1.6 Hz, H-3"), 6.04 (1H, s, H-3), 5.99 (1H, dd, J= 17.4, 11.0 Hz, H-1),
5.87 (1H, s, H-13), 5.58 (1H, dd, J= 3.6, 2.0 Hz, H-8), 5.11 (1H, d, J= 11.2 Hz, H-2),
5.06 (1H, dd, J= 3.2 Hz, H-6), 5.03 (1H, d, J= 17.2 Hz, H-2), 4.41 (1H, t, J= 2.2 Hz, H-
9),3.43 (1H, d, J= 3.0 Hz, H-5), 3.33 (1H, dd, J= 6.4, 3.2 Hz, H-7), 2.46 (1H, sex, J= 7.0
Hz, H-2"), 1.92 (3H, dc, J= 7.2, 1.6 Hz, H-4'), 1.82 (3H, q, J= 1.6 Hz, H-5"), 1.76 (1H,
sex, [= 7.6 Hz, H-3"), 1.53 (1H, ddd, J= 14.0, 7.5, 6.5 Hz, H-3"), 1.46 (3H, s, H-14), 1.27
(3H, d, J= 7.2 Hz, H-5"), 0.93 (3H, t, J= 7.6 Hz, H-4"); BC-RMN (CDCl3, 100 MHZ)
dc (ppm): 175.7 (C-1"), 171.8 (C-15), 166.7 (C-1", 163.1 (C-12), 141.0 (C-1), 140.7 (C-
3", 135.7 (C-4), 133.6 (C-13), 132.2 (C-11), 131.9 (C-3), 127.0 (C-2'), 115.6 (C-2), 85.1
(C-9), 76.6 (C-06), 64.3 (C-8), 45.3 (C-10), 43.4 (C-7), 41.8 (C-2"), 34.8 (C-5), 26.6 (C-3"),
20.5 (C-5"), 17.6 (C-14),17.1 (C-5"), 16.1 (C-4'), 11.9 (C-4").

Zinagrandinélida F (4): Slido vitreo; p.f. 59-61 °C; 'H-RMN (CDCls, 400
MHZ) 8u (ppm): 9.32 (1H, s, H-15), 6.78 (1H, s, H-13), 6.68 (1H, s, H-3), 6.23 (1H, s,
H-3), 6.18 (1H, cc, J= 7.4, 1.6 Hz, H-3"), 5.88 (1H, dd, = 17.4, 11.0 Hz, H-1), 5.86 (1H,
s, H-13), 5.58 (1H, dd, J= 3.6, 2.0 Hz, H-8), 5.08 (1H, dd, /= 10.8, 0.8 Hz, H-2), 4.99
(1H, dd, J= 3.2 Hz, H-6), 4.97 (1H, dd, J= 17.6, 0.8 Hz, H-2), 4.42 (1H, t, J= 2.4 Hz, H-
9), 3.48 (1H, d, J= 3.2 Hz, H-5), 3.35 (1H, ddd, J= 6.8, 3.2, 0.8 Hz, H-7), 1.93 (3H, dc,
J= 7.2, 1.6 Hz, H-4", 1.82 3H, q, J= 1.6 Hz, H-5"), 1.58 (3H, s, H-4", 1.55 (3H, s, H-
3", 1.46 (3H, s, H-14); 3C-RMN (CDCls, 100 MHZ) 8¢ (ppm): 193.1, (C-15), 176.4 (C-
1", 166.7 (C-1"), 162.6 (C-12), 145.3 (C-4), 141.1 (C-1), 141.1 (C-3", 139.2 (C-3), 133.9
(C-13), 131.6 (C-11), 126.9 (C-2'), 115.6 (C-2), 84.9 (C-9), 77.8 (C-8), 72.4 (C-2"), 64.1
(C-6), 45.1 (C-10), 43.2 (C-7), 32.3 (C-5), 27.7 (C-4"), 27.2 (C-3"), 20.5 (C-5"), 18.0 (C-
14), 16.1 (C-4").
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5.3.3. Establecimiento de los perfiles cromatograficos

Se estableci6 el perfil cromatografico de las fraciones de CH2Cl2y AcOEt. El
analisis estas muestras se realiz6 en primera instancia por cromatografia en capa delgada
(CCD) siguiendo las técnicas convencionales, empleando placas de aluminio de 0.25 mm
de grosor recubiertas de gel de silice (60 Fas4 Merck, NJ, EE.UU.) de distintas
dimensiones utilizando distintos sistemas de elucion. Se utilizé una lampara de UV (254
y 365 nm) para la visualizacion de las placas y como agentes reveladores se utilizaron una
solucion de sulfato cérico amoniacal al 10 % en acido sulfarico [12 g de Ce2(SO4)3 en
22.5 mL de H2SO4y 350 mL de H20], y H2SO4 al 10% en H2O; para desarrollar color

en las placas se calentaron a 110 °C aproximadamente por un minuto.
p

Para la obtencién de los perfiles cromatograficos de las fracciones por
Cromatografia de Liquidos de Ultra Eficiencia acoplado a masas (CLUE-EM) se utiliz6
un cromatografo equipado con una bomba cuaternaria, un automuestreador, un detector
de UV con arreglo de fotodiodos, una fuente de ionizacién en electrospray y un detector
ELSD SQ2. Para el control del equipo, la adquisicién y procesamiento de los datos se
utilizé el programa Acquity (Waters, Miliford, MA, EE.UU.). Se utilizé6 una columna
BEH Cis, con un gradiente de eluciéon de MeCN y H2Oqq (acido formico 0.1%), con un
flujo de 0.3 mL/min. El gradiente de elucién utilizado se desctibe en la Cuadro 3. Las
condiciones de ionizacién en los estudios por EM fueron las siguientes: voltaje del capilar
(Kv): 3.5 (ionizacién positiva) y 2.5 (ionizacion negativa); Cono (V): 45.0; temperatura
de la fuente: 120 °C; temperatura de desolvatacion: 360 °C; flujo del gas de desolvatacion

(L/h): 571.
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Cuadro 3. Gradiente de elucion utilizado en el analisis
cromatografico por CLUE para el establecimiento de los petfiles

cromatograficos de la fraccion de CH2Clz y AcOEt de la infusion de

Z. grandiflora.

0 H .10 r .
Tiempo (min) % MeCN /o 2‘; r(glic/g)de ac
0.0 30) 70
0.5 30 70
2.0 85 15
6.0 100 0
9.5 3() 70
12.0 30) 70
5.4. Estudios farmacolégicos in vivo

Para la experimentacion en animales se utilizaron ratones macho de la cepa ICR,
con edad entre 3-4 semanas y peso corporal de 25-30 g que se obtuvieron a través de
Envigo México RMS (Ciudad de México, México). Todos los animales de
experimentacion se mantuvieron en condiciones estandar de laboratorio, en ambiente
controlado a una temperatura (22 + 1 °C), ciclo de luz y oscuridad de 12 h, con acceso
a alimento estandar y agua simple ad /ibitum, y un 70-80% de humedad relativa. Todos
los protocolos experimentales se realizaron en conformidad con los lineamientos
establecidos en la Norma Oficial Mexicana para el Cuidado y Salud Animal (NOM-062-
Z00-1999) y con los lineamientos internacionales para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio (NIH, 2011) y de acuerdo a los protocolos experimentales aprobados
por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de los Animales de Laboratorio
(CICUAL) de la Facultad de Quimica, UNAM: FQ/CICUAL/235/17 (Modelo mutino
para establecer la toxicidad aguda de extractos vegetales y productos naturales de acuerdo
al método de Lorke) y FQ/CICUAL/233/17 (Modelo murino para la evaluacién del
efecto antihiperalgésico de especies de plantas medicinales y microorganismos fungicos

mexicanos).
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5.4.1. Preparacion y administracion de las muestras

Todas las muestras se prepararon en suspension utilizando como vehiculo una
solucion salina isotonica (NaCl 0.9%, SSI) con 0.05 % de Tween 80. La administracion
se realizo via oral (p.o) mediante sondas de acero inoxidable a razén de 0.2 mL/10 g de
peso del animal. En la evaluacién del potencial antinociceptivo, la formalina se
administré via subcutanea (s.c.) en el dorso de la extremidad posterior derecha del animal,
mientras que en el modelo de edema de pata inducido por carragenina, ésta fue

administrada via intraplantar (zp/). Ambas sustancias de administraron con jeringas

hipodérmicas de 0.5 ml (31G x 8 mm) en volumen de 30 pl por pata.

5.4.2. Determinacion de la toxicidad aguda en ratones

Para establecer la toxicidad aguda del extracto acuoso de Z. grandifiora se aplico el
protocolo descrito por Lorke (1983). Los tratamientos fueron administrados via oral
(p.0) en dos etapas independientes, para cada una se utilizaron doce ratones divididos en
cuatro grupos (n=3). En la primera etapa, el extracto acuoso se administré a dosis de 10,
100 y 1000 mg/kg, mientras que en la segunda etapa se administraron dosis de 1600,
2900 y 5000 mg/kg. En cada etapa, se tuvo un grupo control el cual se administrd
unicamente con vehiculo (SSI con 0.05 % de Tween 80). Después de cada
administracion, los animales fueron observados cuidadosamente durante 1 h para
detectar signos y sintomas de toxicidad aguda como cambios en el comportamiento, o
bien para registrar el numero de muertes. Durante catorce dias posteriores a la
administracion se registraron diariamente los pesos de todos los animales. Al cabo de
este periodo, se sacrifico a los animales sobrevivientes en una camara de COzy se realizé
la diseccion de los mismos para realizar un analisis macroscopico de los 6rganos internos
(corazon, rifiones, higado y pulmones) en busca de lesiones. El calculo de la dosis letal
media (DLso) se realiz6 a partir de la media geométrica entre la dosis mas baja en donde
se present6 la muerte de un animal y la dosis en la que no se presenté muerte; en caso

en el que no se presente la muerte de algun animal de experimentacién en ninguna de las
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dosis ensayadas, se considera que la DLso es mayor a 5 g/kg de peso corporal del animal

(Lotke, 1983).

5.4.3. Evaluacion del potencial antinociceptivo mediante el modelo de

la formalina

Los ratones se sometieron a un proceso de acondicionamiento para lo cual se
colocaron de manera individual dentro de cilindros de acrilico de 20 cm de diametro x
40 cm de altura, a temperatura constante de 25 °C. Los tratamientos fueron
administrados en dosis de 10, 31.6, 100, 316.2 y 562.3 mg/kg p.0., en un volumen de 0.2
mlL./10 g de peso corporal; mientras que el grupo vehiculo recibié tnicamente solucién
salina con 0.05 % de Tween 80. Como agente nociceptivo se empled una soluciéon de
formalina al 2 % (preparado a partir de una solucién de formaldehido al 37 % en agua
inyectable). Luego de 30 minutos de la administraciéon de los tratamientos, se aplicaron
30 wpl de la solucién de formalina de forma subcutanea en el dorso de la extremidad
posterior derecha del raton. La respuesta bifasica inducida por la formalina (lamer la pata
administrada), se cuantificé en intervalos de 5 minutos durante media hora (Tjolsen, ez
al., 1992; Yang, et al., 2012) utilizando espejos de 40 x 40 cm detras de los cilindros de
acrilico para facilitar la observacién. Como farmaco de referencia, se utiliz6 diclofenaco
(DIC) a dosis de 31.6 mg/kg por via oral (p.0.). Todos los grupos administrados (VEH,
DIC, y tratamientos) fueron de seis animales (n = 6). Los animales se sacrificaron luego
de concluido el procedimiento experimental y se calculd el area bajo la curva del curso

temporal para la fase 1y 2, y el area bajo la curva total.

5.4.3.1. Modelo del edema inducido por carragenina

Los ratones empleados para la prueba se dividieron en grupos de seis (n = 6): un
grupo vehiculo (VEH) que recibié unicamente SSI con 0.05 % de Tween 80; un grupo
control, el cual se administré con el farmaco de referencia, diclofenaco (DIC) a dosis de

31.6 mg/kg en solucion salina con 0.5 % de Tween 80; y tres grupos que se administraron
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con el extracto acuoso a dosis de 31.6, 100 y 316.2 mg/kg. Todas estas administraciones
se hicieron por via oral (p.0.). Antes de comenzar el experimento los animales se
sometieron a un proceso de acondicionamiento que consistié en colocarlos en un
cilindro de acrilico transparente durante 30 min a temperatura controlada de 25 °C antes
de la administracién de cualquier tratamiento. Una vez finalizado el tiempo de
acondicionamiento se administré a los animales, y se colocaron en los cilindros durante
30 minutos antes de la administracion de la carragenina. Se administré de manera
intraplantar (zp)) en la extremidad posterior derecha una solucion de carragenina en un
volumen de 30 pl al 1% en solucién salina. El volumen de la pata del ratéon se midi6
utilizando un pletismémetro (modelo 7150, Ugo Basile, Italia), cada hora durante 6 horas
después de la administracién de la carragenina, mientras que el volumen basal se midié
antes de la misma. Los animales fueron sacrificados utilizando una camara de CO2, una

vez terminado el experimento y se calculd el area bajo la curva del curso temporal

(Winter, ef al., 1962; Panthong, ez al., 1994; Mansour, e al., 2014).

5.5. Analisis estadistico

Los datos se expresan como el promedio * el error estaindar de la media (EEM).
La estimacion de la diferencia estadistica significativa se calculé mediante un analisis de
varianza (ANADEVA) de dos vias seguido de un andlisis post-hoc de Bonferroni
comparando con el grupo vehiculo; o bien, se determinara mediante un ANADEVA de
una via seguida de un analisis post-hoc de Dunnett comparando con el grupo de vehiculo
o un analisis post-hoc de Tukey. El porcentaje de efecto antinociceptivo fue calcualado a
a partir de los diferentes tratamientos en relaciéon con el ABC del vehiculo. La dosis
efectiva media (DEs) fue calculada a partir del método semilogaritmico (Tallarida, 2000)
utilizando analisis regresion lineal. Para el calculo de las diferencias estadisticas se utilizé

el programa GraphPad Prism (version 5.0, GraphPad Inc., La Jolla, CA, EE.UU.).
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Estudios farmacolégicos

6.1.1. Toxicidad aguda del extracto acuoso

Para garantizar el uso de cualquier medicamento o preparado herbolario
medicinal, el primer paso es la investigaciéon sobre su toxicologfa, para lo cual, la
determinacién de la toxicidad aguda y la estimacién de la DLsp es de importancia
primordial. En el presente trabajo se utiliz6 el protocolo de Lorke (1983) para tal
objetivo, el cual pretende el empleo de un minimo de animales para la obtencién de
informacién adecuada y reproducible que permita evaluar la toxicidad aguda de cualquier
sustancia desconocida. En este caso, los resultados de aplicar el protocolo mencionado
indican que la administracioén oral del extracto acuoso de Zinnia grandiflora no provoca
cambios en el comportamiento de los animales ni cambios fisicos observables en los 14
dias de experimentacion de acuerdo al andlisis estadistico que se hizo de la variacién del
peso de los animales durante ese periodo de tiempo (Figura 9). Tampoco se observaron
dafos macroscopicos a nivel de tejidos en ninguno de los animales diseccionados al
término del experimento. En ninguna de las fases experimentadas se observo el deceso
de ninguno de los animales (Cuadro 4), por lo que se determiné que la DLs es mayor a
5 g/kg. Con lo anterior se concluye que la infusion de Z. grandiflora carece de efectos

toxicos agudos segun los criterios propuestos por Lorke.

Cuadro 4. Toxicidad aguda del extracto acuoso de Zinnia grandiflora.

Etapa 1 Etapa 2
Dosis
Mortalidad Dosis (mg/k Mortalidad
(mg/kg) (mg/kg)
10 0/3 1600 0/3
100 0/3 2900 0/3
1000 0/3 5000 0/3
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Etapa 1

SNMMASSAMNMASAMY,
SARNNTARRAMVMAAMY,

Variaciéon de peso promedio (g)
" o
—]
—

Testigo 10 mglkg 100 mg/kg 1000 mg/kg

Etapa 2

SANAARARRANNNNNNNY
INNNNNNNNAANRRNNNNNN

Variacién de peso promedio (g
b o
1
—
—

Testigo 1600 mg/kg 2900 mg/kg 5000 mg/kg

Figura 9. Aumento ponderal promedio de los pesos de los ratones después de la administracion
aguda del extracto acuoso de Zinnia grandiflora durante 14 dias de observacion.

6.1.2. Eficacia preclinica del extracto acuoso de Z. grandiflora como

agente antinociceptivo

La aplicacién de modelos animales para evaluar la eficacia preclinica de cualquier
preparado o compuesto es imperante, ya que éstos proporcionan informacioén oportuna
que ayuda a comprender, por un lado, los mecanismos subyacentes del proceso en
estudio y, por otro, los principios basicos que han de guiar la intervencién terapéutica

(Miller, 1985).
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En esta investigacion, se decidié utilizar el modelo de la formalina en ratones para
evaluar la eficacia preclinica del extracto acuoso de Z. grandiflora. Este modelo permite
evaluar si la actividad antinociceptiva esta relacionada con un estimulo neurogénico o
inflamatorio (De Faveri Favero, ef al, 2014), y utiliza la formalina (algésico) como
estimulo quimico nociceptivo que involucra un mecanismo de accién tanto periférico
como central. Como control positivo, se eligié a la gabapentina y el diclofenaco. La
gabapentina es un aminoacido derivado de GABA, que ejerce su accion mediante la
uniéon a las subunidades accesorias «28 de los canales de Ca?* dependientes de voltaje,
lo que resulta en una inhibicién de la liberaciéon de neurotransmisores excitatorios que
se traduce en su efecto antinociceptivo y anticonvulsivo (Surcheva, et af, 2017). El
diclofenaco, al ser un farmaco analgésico antiinflamatorio no esteroideo, resulta util para
este tipo de ensayos, debido a que sus principales mecanismos de antinocicepcion son la
inhibiciéon de COX, el aumento en la concentracién de B-endorfinas en plasma; y activa
la via antinociceptiva del 6xido nitrico-guanosin monofosfato ciclico (cGMP)-canales de
potasio; mientras que algunos de sus mecanismos de acciéon antiinflamatoria incluyen
también la inhibicién de COX, del receptor de tromboxanos-prostanoides, y de enzimas
lipooxigenasas, ademas de que afecta la liberacién y recaptura de acido araquidénico

(Gan, 2010; Déciga-Campos, ez al., 2017).

Los resultados obtenidos en la aplicacion de este modelo sugieren que el
preparado tradicional de Z. grandiflora muestra actividad antinociceptiva al reducir el
tiempo de lamida (s) en los ratones administrados con formalina a las diferentes dosis
ensayadas (10 mg/kg — 562.3 mg/kg), como se puede observar en el curso temporal de

la Figura 10.

El efecto antinociceptivo es dependiente de la dosis como se logra apreciar en los
graficos de porcentaje de antinocicepcion y del area bajo la curva total (ABCtotal) del
tiempo de lamida (Fig. 11 A-B). Los efectos mas notorios en comparacion con el grupo
VEH, se observan en las tres ultimas dosis: la dosis de 100 mg/kg con un porcentaje de
efecto promedio de 35.8 + 3.6 %, y las dosis de 316.2 y 562.3 mg/kg con un porcentaje
de efecto promedio muy similar, 49.5 + 4.9 % y 57.6 £ 3.0 %, respectivamente. Los

efectos inducidos por estas tres dosis son comparables al efecto producido por la
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gabapentina (45.7 = 3.5 %), sin embargo, a la dosis mas alta existe una diferencia
significativa de p < 0.05 en comparacién con el diclofenaco (37.7 = 4.5 %). A partir de
la curva dosis-respuesta se calculé la DEso con un valor de 315.73 £ 85.50 mg/kg de

peso de acuerdo al modelo lineal semilogaritmico.

E.A.,10 mg/kg (p.o.)
E.A.,31.6 mg/kg (p.o.)
E.A., 100 mg/kg (p.o.)
E.A., 316.2 mg/kg (p.0.)
E.A.,563.2 mg/kg (p.0.)

=@ VEH
=#= Diclofenaco, 31.6 mg/kg (p.o.)
A Gabapentina, 30 pg/pata (s.c)

100

RRE R

Tiempo de lamida (s)

Tiempo (min)

Figura 10. Curso temporal del efecto antinociceptivo del extracto acuoso (E.A.) de Z. grandjflora (10.0
-562.3 mg/kg) en el modelo de la formalina en ratones. VEH: vehiculo (Solucién salina 0.9%). DIC:
diclofenaco (31.6 mg/kg, p.o.). GBP: gabapentina (30 pg/pata, s.c.). Cada medicién representada
como media = EEM con 6 ratones por grupo.

El efecto dosis-respuesta del extracto acuoso se mantiene en ambas fases del
ensayo. Enla fase 1 (5 - 10 min) (Fig. 11-C) se puede observar el efecto antinociceptivo
maximo a la dosis de 316.2 mg/kg, mismo que se mantiene a la dosis de 562.3 mg/kg,
ambas con una significancia estadistica de p < 0.001 respecto al grupo VEH. Por otro
lado, en la fase 2 del ensayo (10 — 30 min) (Fig. 11-D) es donde se observa un mayor
efecto del extracto acuoso, a partir de la dosis de 100 mg/kg, que es comparable con el

producido por ambos farmacos de referencia.
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Figura 11. Efecto antinociceptivo del extracto acuoso (E.A.) de Z. grandiflora (10.0 — 562.3 mg/kg)
en el modelo de la formalina en ratones. VEH: vehiculo (Solucién salina 0.9%). DIC: diclofenaco
(31.6 mg/kg, p.o.). GBP: gabapentina (30 pug/pata, s.c.). (A) Porcentaje del efecto antinociceptivo (en
relacién al ABC de VEH), *p < 0.05, ANADEVA de 1 via seguido por test post hoc de Tukey
comparado con DIC. (B) Grafico de ABCtotal (min x s) del tiempo de lamida. (C) Grafico del ABC
de la fase 1. (D) Grafico de ABC de la fase 2. *p < 0.05, **p < 0.01, y ***p < 0.001 de significancia
estadistica respecto a VEH, con ANADEVA de 1 via seguido por test post hoc de Dunnett. Cada
medicién representada como media = EEM con 6 ratones por grupo.

El dolor neurogénico, que se evalia en la fase 1 de este modelo, es una
consecuencia de la activacion directa de las terminales nerviosas nociceptivas, mientras
que el dolor inflamatorio, evaluado en la fase 2, esta mediado por una combinacién del
mecanismo periférico involucrado y la sensibilizacién de la médula espinal. La formalina,
al ser un agente quimico irritante, induce un estado de nocicepcion ténica, lo que produce
incrementos en los niveles de diferentes mediadores en la médula, los cuales estan
relacionados tanto con la via neurogénica (amino acidos y cininas) como con la via

inflamatoria (histamina, prostaglandinas, leucotrienos, 6xido nitrico y cininas) (Bars, et
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al., 2001; De Faveri Favero, et al., 2014; Déciga-Campos, et al., 2017). Los resultados
anteriores sugieren que el extracto acuoso presenta una actividad antinociceptiva que
involucra tanto el dolor de origen neurogénico como inflamatorio, lo que justifica su uso
etnofarmacolégico para tratar padecimientos dolorosos (Stevenson, 1915; Swank, 1932;

Elmore, 1944; Vestal, 1952).

Con la finalidad de corroborar las observaciones en la fase 2 del modelo de la
formalina, se realizo la evaluacion del extracto acusoso de Z. grandiflora en el modelo del

edema de pata inducido por carragenina en ratones, cuyos resultados se muestran en la

Figura 12.
1001 @® VEH
# DIC,31.6 mg/kg (p.o.)
— & E.A.,31.6 mg/kg (p.0.)
o\o 80 ¥ E.A.,100mg/kg (p.o.)
N

4 E.A.,316.2mg/kg (p.0.)

Inflamacion

Tiempo (h)

Figura 12. Efecto antiinflamatotio del extracto acuoso (E.A.) de Z. grandiflora (31.6 — 316.2 mg/kg)
en el modelo del edema inducido por carragenina ratones. VEH: vehiculo (Solucion salina 0.9%).
DIC: diclofenaco (31.6 mg/kg, p.o.). Cada medicion representada como media = EEM con 6 ratones
por grupo. *p < 0.05, **p < 0.01, y ***p < 0.001 de significancia estadistica respecto al control
negativo (VEH) con ANADEVA de 2 vias seguido por test post hoc de Bonferroni.

La razén para la utilizacion de la carragenina como agente flogistico para la
inducciéon del edema, es que esta posee varias ventajas sobre otro tipo de agentes

inflamatorios, una de las mds importantes es que se puede observar el efecto
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antiinflamatorio de los agentes de prueba en una sola administraciéon oral a dosis no

toxicas; ademas de que la variabilidad es relativamente baja utilizando esta sustancia

(Wintet, ez al., 1962).

Los resultados de este ensayo muestran que el extracto acuoso tiene un efecto
antiinflamatorio que es més evidente a la dosis de 100 mg/kg, la cual muestra el
porcentaje de inflamacién menor a las 3 horas (15.77 £ 3.24 %) y 4 horas (12.69 * 4.38
%) después de la administracion la carragenina con una significancia estadistica de p <
0.001 en comparaciéon con VEH. Este método se ha convertido en uno de los mas
utilizados para estudiar la inflamacién aguda. La carragenina, induce tanto la
hipernocicepcién como la formacién del edema y evoca una respuesta inflamatoria y
nociceptiva muy caracteristica que esta mediada por sustancias endégenas que estimulan
nociceptores quimiosensitivos, los cuales desempefan un papel mas importante en el
desarrollo del dolor inflamatorio (De Faveri Favero, ez al., 2014), principalmente la PGE2
y el NO, que estan involucrados en la generacion, persistencia y severidad del dolor
(Kassim, e# al., 2010). Lo anterior respalda y complementa los resultados observados en
la fase 2 del modelo de la formalina y, con base en ello, se sugiere que el efecto
antinociceptivo del extracto acuoso de Z. grandiflora involucra tanto procesos

neurogénicos como inflamatorios.

6.1.2.1. Fraccionamiento preliminar del extracto activo y evaluacion

biologica del extracto activo

Con el objetivo de encontrar los principios activos responsables de la actividad
farmacologica del extracto acuoso de Z. grandiflora, se realizé el estudio fitoquimico
evaluando las fracciones solubles en CH2Cl2 y AcOEt. Ambas fracciones fueron activas
en el modelo de la formalina, siendo las dosis de 316.2 y 562.3 mg/kg las que presentaron
un efecto mayor (p < 0.0001) respecto al grupo VEH, como se puede observar
claramemte en los graficos de tiempo de lamida (s) contra tiempo de observacién (min).

(Fig. 13 y 14) y ABCtotal (Fig. 15-B y 16-B).
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100 - -- VEH —&— ACOEt, 316.2 mg/kg (p.o.)
== Diclofenaco, 31.6 mg/kg (p.0.) —¥— ACOEt,562.3 mg/kg (p.o.)
—- ACOEt 100 mg/kg (p.o.) A Gabapentina, 30 pg/pata (s.c)

Tiempo de lamida (s)

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)

Figura 13. Curso temporal del efecto antinociceptivo de la fracciéon de AcOEt de la infusién de Z.
grandiflora (100.0 — 562.3 mg/kg) en el modelo de la formalina en ratones. VEH: vehiculo (Solucién
salina 0.9%). DIC: diclofenaco (31.6 mg/kg, p.0.). GBP: gabapentina (30 pg/pata, s.c.). Cada medicién
representada como media £ EEM con 6 ratones por grupo.

®= VEH —&— CH,Cl,,316.2 mg/kg (p.o.)
100 A )
—4— Diclofenaco, 31.6 mg/kg (p.o.) ~¥- CH,Cl,, 562.3 mg/kg (p.o.)
=~ CH,Cl,, 100 mg/kg (p.0.) -A- Gabapentina, 30 pg/pata (s.c)

Tiempo de lamida (s)

0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (min)

Figura 14. Curso temporal del efecto antinociceptivo de la fracciéon de CH2Cl, de la infusién de Z.
grandiflora (100.0 — 562.3 mg/kg) en el modelo de la formalina en ratones. VEH: vehiculo (Solucién
salina 0.9%). DIC: diclofenaco (31.6 mg/kg, p.o.). GBP: gabapentina (30 ng/pata, s..). Cada medicién
representada como media = EEM con 6 ratones por grupo.
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En los graficos de porcentaje de antinocicepcion (Fig. 15-A y 16-A) se puede
observar que el efecto maximo de ambas fracciones se observo a la dosis mas alta con
un porcentaje de efecto promedio de 65.6 = 9.6 % para la fracciéon de AcOEt, y de 77.5

+ 1.2 %, y con diferencias estadisticamente significativas respecto a los fairmacos de

referencia.
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Figura 15. Efecto antinociceptivo de la fraccion de AcOEt de la infusion de Z. grandiflora (100.0 —
562.3 mg/ kg) en el modelo de la formalina en ratones. VEH: vehiculo (Solucién salina 0.9%). DIC:
diclofenaco (31.6 mg/kg, p.o.). GBP: gabapentina (30 pg/pata, s.c.). (A) Porcentaje del efecto
antinociceptivo (en relaciéon al ABC de VEH), ANADEVA de 1 via seguido por test post hoc de Tukey,
*p < 0.05 comparado con DIC, #p < 0.05, ##p < 0.01, y ##Hp < 0.001 comparado con GBP. (B)
Grafico de ABCtotal (min x s) del tiempo de lamida. (C) Grafico del ABC de la fase 1. (D) Grafico
de ABC de la fase 2. *p < 0.05, **p < 0.01, y **p < 0.001 de significancia estadistica respecto a
VEH, con ANADEVA de 1 via seguido por test posz hoc de Dunnett. Cada medicion representada
como media & EEM con 6 ratones por grupo.

En el analisis por fases, se puede obervar que ambas fracciones presentan

actividad tanto en la fase neurogénica como en la fase inflamatoria [Figura 15y 16 (C-

—
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D)]; sin embargo, es evidente que ambas tienen un mayor efecto en esta ultima, y que
ese efecto es dosis-dependiente, con un maximo a la dosis de 562.3 mg/kg. Asi también,
la fraccion de CH2Clz fue la mas activa de las dos. Cabe destacar que esta fracciéon aunque
presenta una buena actividad en ambas fases, no existe una respuesta dosis dependiente
en la fase 1, cuyo maximo se encuentra a la dosis de 316.2 mg/kg. En contraste, en la

fase inflamatoria (fase 2), se observa una marcada tendencia dosis-respuesta.
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Figura 16. Efecto antinociceptivo de la fraccion de CH>Cl, de la infusion de Z. grandiflora (100.0 —
562.3 mg/kg) en el modelo de la formalina en ratones. VEH: vehiculo (Solucién salina 0.9%). DIC:
diclofenaco (31.6 mg/kg, p.o.). GBP: gabapentina (30 pg/pata, s.c.). (A) Porcentaje del efecto
antinociceptivo (en relacién al ABC de VEH), ANADEVA de 1 via seguido por test post hoc de Tukey,
*p < 0.05, *p < 0.01, y **p < 0.001 comparado con DIC, #p < 0.05, ##p < 0.01, y #HH#p < 0.001
comparado con GBP. (B) Grafico de ABCtotal (min x s) del tiempo de lamida. (C) Grafico del ABC
de la fase 1. (D) Grafico de ABC de la fase 2. *p < 0.05, **p < 0.01, y ***p < 0.001 de significancia
estadistica respecto a VEH, con ANADEVA de 1 via seguido por test post hoc de Dunnett. Cada
medicion representada como media & EEM con 6 ratones por grupo.
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6.1.3. Aislamiento de los principios mayoritarios de la fraccién activa de

CH:ClL»

Considerando que la fraccion de CH2Cla fue la maés activa, se inicié con el estudio
fitoquimico de la misma, utilizando fundamentalmente técnicas cromatograficas, tanto
de columna abierta como de CLAE. Resultado de estos procesos fue el aislamiento de
tres lactonas sequiterpénicas novedosas que se caracterizaron por métodos

espectroscopicos (RMN, IR, Rayos X) y espectrométricos (ESI-EM).

3 A

ﬁ\\\ 8
CHO O ¢  cm,
}-—%‘" OH

o
0 CH,
4
4

Figura 17. Metabolitos novedosos aislados de la fraccion de CH2Cla de Z. grandiflora:
zinagrandinoélidas D-F (2-4)

Los productos 2-3 se obtuvieron como cristales blancos en forma de agujas,

mientras que el producto 4 se obtuvo como un sélido vitreo. Sus férmulas moleculares
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se obtuvieron por espectrometria de masas de alta resolucién tipo ESI en modo positivo.
En los espectros correspondientes, los iones para las moléculas cationizadas [M+H]* se
observaron en una /% de 447.20216, 461.21852, 447.20330, respectivamente (Anexo
2). A partir de éstos, se establecieron las formulas moleculares C24H300s, C2sH320s,
C24H300s, respectivamente. Los espectros de baja resolucion obtenidos por la misma
técnica se ilustran en las Figuras 15-17. En los espectros en el IR se observan las bandas
caracteristicas de los grupos funcionales hidroxilo (~3237 cm), carbonilo de acido
(~1631 cm en los casos de 2 y 3) o aldehido insaturado (~1725 cm en el caso de 4), y
carbonilo del éster de la 8-lactona (~1735 cm!). Los maximos de absorcién en UV de

los productos 2-4 se observaron a 208.7, 206.5 y 222.8 nm, respectivamente (Fig. 18).

20180308_22 2240 (7.488) Cn (Cen.4, 80.00, Ht); 3m (3G, 2x0.75); Sb (2,40.00 ) 2: Scan ES-
357 .58 2 20a7
1004
[ 2
358.51
I 545.54
- S46.T4
172,85 e 511.47 P .
0 ....'|....,....,....|....,....|....|....,....I....|....,....|_....|....,..'.._,....|_...._,....|....|....,_....,.m-z
150 175 200 225 250 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675
20180308_22 2254 (7.513) Cn (Cen 4, 80.00, Ht); Sm (5G, 2x0.75); Sb (2,40.00 ) 1:Scan ES+
100H 21554 250.57 1.35a8|
24158

1
489,65
167.52 51450 280.58
189.55 - 470.70
. - 510.65
185.53 26158 - 4 JeT
| 300.50 33_9.04351. 4 004 48 28| l Pm &7
JIIIII|"I"”|""|'I""|'''||"'"|""'|""Illl"'lllllll""'l=II IIIIII'|"".'|"""|""|'"'|""|""|""|""|'|'|'|-"I
150 1756 200 226 260 275 300 325 350 375 400 425 450 475 500 525 G550 G575 BO0 625 650 676

Figura 18. Espectro obtenido por CLUE-ESI-MS en el modo negativo (arriba) y positivo
(abajo) de la Zinagrandindlida D
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Figura 19. Espectro obtenido por CLUE-ESI-MS en el modo positivo de la Zinagrandinélida E
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Figura 20. Espectro obtenido por CLUE-ESI-MS en el modo positivo de la Zinagrandinélida F
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Figura 21. Pertfiles de UV obtenidos por CLUE-PDA de las Zinagrandinélidas D-F

Los espectros de RMN de los productos 2-4 muestran gran similitud con los
reportados por Bashyal y colaboradores (2000), para las zinagrandindlidas (A-C), una
serie de 6-elemandlidas, en las cuales el grupo lacténico «, B-insaturado se encuentra
unido a un anillo carbociclico de seis miembros mediante C-7 y C-9. Por lo anterior, se
propone que los compuestos aqui descritos se denominen con los nombres triviales de
zinagrandindlidas D-F ya que corresponden a miembros de esta serie homologa. La

caracterizacion de estos productos se describe en los parrafos siguientes.

Zinagrandindlida D (2) La informacién proporcionada por los espectros de
RMN 'H (Cuadro 5) y los experimentos en dos dimensiones COSY (Fig. 22) y TOCSY
(Fig. 25) permite distinguir cuatro sistemas de espin independientes. El primero se trata
de un un sistema ABX constituido por tres dobles de dobles en 8 6.01 (] = 17.4, 11.0
Hz), 5.12 (] = 10.8, 0.8 Hz) y 5.04 (] = 16.8, 0.8 Hz). El segundo sistema de espin es mas
complejo y contiene cinco protones que de acuerdo a sus desplazamientos quimicos y
constantes de acoplamiento se refieren a un residuo de tipo -
CHCH(O)CHCH(O)CH(O)-, y corresponden a los protones en las posiciones 5-9 del
anillo de seis miembros del nicleo de la lactona §-elemandlida. El tercero corresponde
a un sistema de espin ABX3 que se conforma por un quintuplete en 8 1.82 (J = 1.6 Hz),

un cuarteto cuarteteado en 8 6.16 (J = 7.2, 1.6 Hz) y un doblete cuarteteado en & 1.93

e —
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(] = 7.2,1.6 Hz) y que es indicativo de un residuo del acido angélico que esterifica a una
funcién carbonilica del nucleo base (Joseph-Nathan, ¢ 4/, 1984). Por ultimo, se
encuentra un sistema de espin tipo AB2 constituido por un septuplete en 8 2.66 (] = 7.0)
y dos dobletes en 6 1.29 (] = 6.8) y 8 1.25 (] = 6.8) que identifica a una unidad de tipo
isobutirato. El espectro de RMN de '*C analizado con ayuda del experimento HSQC
(Fig. 26) muestra la presencia de cinco metilos, tres metilenos olefinicos, ocho metinos
(tres sobre carbonos oxigenados y dos sobre dobles enlaces) y siete carbonos
cuaternarios (tres carbonilos de éster y tres de carbonos olefinicos) y corroboré los

residuos detectados en el espectro de RMN 'H.

Figura 22. Principales correlaciones observadas en el experimento de A) HMBC y B) NOESY
para la Zinagrandinolida D.

Las correlaciones observadas en el espectro de HMBC (Fig. 19-A y 27)
permitieron la elucidaciéon de la estructura propuesta para el compuesto (2). Asi, la
correlacion de H-2 (8n 5.12, 5.04) — C-1 (8¢ 141.0) permiti6 establecer que el sistema
de espin ABX antes descrito se encuentra unido al anillo de seis miembros de la 8-
lactona; H-3 (8n 6.60, 6.05) — C-4 (8¢ 135.6), otro de los metilenos olefinicos,
corresponde a la insaturacion o, del acido carboxililico (C-15, 8¢ 171.0); mientras que
el tercer metileno olefinico, H-13 (6u 6.76, 5.87) — C-11 (8¢ 132.1) correponde a la
insaturacion o, propia de la 8-lactona. Este experimento también permiti6é establecer
las uniones sobre el anillo de seis miembros de la 8-elemandlida de un metilo (C-14, 8¢
17.7), el residuo de angelato y el anillo hexaciclico que contiene a la lactona, a partir de

las correlaciones H-14 (6 1.47) — C-10 (¢ 45.4), H-8 (3 5.59) — C-1" (6¢ 166.7) y H-9
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(6 4.41) — C-12 (8¢ 163.0), respectivamente. La conformacion de la estructura molecular
se realiz6 a partir de las correlaciones observadas en los espectros NOESY (Fig. 19-B y
23) y ROESY (Fig. 24). Un analisis por difraccion de rayos X de los cristales permitid
confirmar inequivocamente la estructura de este compuesto, cuya vista tridimensional se
muestra en la figura 29. Los datos cristalograficos de la zinagrandinélida D se presentan

en el Anexo 1.

Cuadro 5. Datos de RMN de 'H (400 MHz) y 3C (100 MHz)
en CDCls de la Zinagrandinolida D

Posicion o'H o 13C Tipo de C
1 6.01 dd (11.0, 17.4) 141.0 CH
2a 5.12 dd (0.8, 10.8) 115.6 CH>

2b 5.04 dd (0.8, 16.8)

3a 6.60 d (0.8) 132.0 CH>
3b 6.05d (0.8)

4 135.6 C

5 3.43d (3.2 35.0 CH
6 5.06 dd (3.2) 76.6 CH
7 3.34ddd (0.8,3.0,7.0) | 43.4 CH
8 5.59 dd (2.0, 3.0) 64.4 CH
9 441t (2.4) 85.0 CH
10 45.4 C
11 132.1 C
12 163.0 C
13a 0.76 s 133.5 CH>
13b 5.87s

14 1.47 s 17.7 CH3
15 171.0 C

1' 166.7 C

2' 127.0 C

3 6.16 cc (1.6, 7.2) 140.8 CH
4' 1.93 dc (1.6, 7.2) 16.1 CH
5! 1.82 q (1.6) 20.5 CH
1" 176.0 C
2" 2.66 sep (7.0) 34.5 CH
3" 1.29 d (6.8) 18.9 CH3
4" 1.25d (6.8) 19.3 CH3
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Figura 23. Espectro de '"H-RMN (400 MHz, CD;Cl3) de la Zinagrandinélida D.
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Figura 24. Espectro de C-RMN (100 MHz, CD5Cls) de la Zinagrandindlida D.
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Figura 25. Correlaciones selectas en el espectro bidimensional COSY de Zinagrandinélida D
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Figura 28. Correlaciones selectas en el espectro bidimensional TOCSY de Zinagrandinélida D
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Figura 29. Correlaciones selectas en el espectro bidimensional HSQC de Zinagrandinélida D
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Figura 30. Correlaciones selectas en el espectro bidimensional HMBC de Zinagrandindlida D
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Figura 31. Espectro de FTIR por reflectancia ATR de Zinagrandindlida D

Cc22

Cc21

Figura 32. Estructura tridimensional de la zinagrandinélida D (2) resuelta por difraccién de rayos X.
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Zinagrandinélida E (3) La informacién obtenida al comparar los espectros de
RMN 'H y BC de 3 con los del compuesto 2 sugiere que ambos son iguales con
excepcion del residuo de acido que esterifica al alcohol secundario de la posicion C-6,
que en este caso se identificé como como el acido 2-metil-butirico. En los experimentos
de COSY y TOCSY (Figuras 33y 35), este residuo se observa como un sistema de espin
independiente que se compone por cinco tipos de protones: la sefial de H-2” se aprecia
como un sextuplete en 6 2.46 (] = 7.0 Hz); el metileno C-3” se observa como un
sextuplete en 8 1.76 (] = 7.6) y un doble de doble de dobles en 6 1.53 (] = 14.0, 7.5, 6.5
Hz); el metilo terminal de esta unidad se distingue claramente en 8 0.93 (J=7.6 Hz) como
un triplete cuya sefial integra para tres protones; finalmente, la sefial de H-5”, que integra
también para tres protones, se distingue como un doblete en & 1.27 (J=7.2 Hz). La
estructura del sustituyente propuesto se corroboré con las correlaciones observadas en

el espectro de HMBC que se pueden observar en las Figuras 30-A y 37.

"y

T

T

Figura 33. Principales correlaciones observadas en el experimento de A) HMBC y B) NOESY
para la Zinagrandindlida E.
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Cuadro 6. Datos de RMN de 'H (400 MHz) y 3C (100 MHz)
en CDCls de la Zinagrandinélida E

Posicién 8'H 5 13C Tipo de C
1 5.99 dd (11.0, 17.4) 141.0 CH
2a 511d (11.2) 115.6 CH>

2b | 5.03d(17.2)
3a 6.59 s 131.9 CH>
3b | 6045
4 135.7 C
5 3.43d (3.0) 34.8 CH
6 5.06 dd (3.2) 76.6 CH
7 3.33dd (3.2, 6.4) 43.4 CH
8 5.58 dd (2.0, 3.6) 64.3 CH
9 441t (2.2) 85.1 CH
10 453 C
11 132.2 C
12 163.1 C
132 | 6.75s 133.6 CH>
13b | 5.87s
14 1.46 s 17.6 CH;
15 171.8 C
1 166.7 C
2' 127.0 C
3' 6.15 cc (1.6, 7.2) 140.7 CH
4' 1.92 dc (1.6,7.2) 16.1 CH
5' 1.82 q (1.6) 20.5 CH
1" 175.7 C
2" 2.46 sex (7.0) 41.8 CH
3"a | 1.76 sex (7.6) 26.6 CH>
3"b | 1.53ddd (6.5, 7.5, 14.0)
4" 0.93 t (7.6) 11.9 CH3
5" 1.27d (7.2) 17.1 CH;
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Figura 34. Espectro de 'H-RMN (400 MHz, CD;Cls) de la Zinagrandinélida E.
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Figura 35. Espectro de 3C-RMN (100 MHz, CD3Cls) de la Zinagrandindlida E.
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Figura 36. Correlaciones selectas en el espectro bidimensional COSY de Zinagrandindlida E
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Figura 37. Correlaciones selectas en el espectro bidimensional NOESY de Zinagrandinolida E
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Figura 38. Correlaciones selectas en el espectro bidimensional TOCSY de Zinagrandinélida E
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Zinagrandinodlida F (4) Este producto mostré gran similitud con la
zinagrandindlida C aislada previamente en la especie en estudio (Bashyal, ez 4/, 2000).
La principal diferencia encontrada en los espectros de RMN es que en lugar de las sefiales
para un grupo acetoxilo en C-8 se observan las sefiales para un residuo de acido angélico.
La presencia del aldehido «, B-insaturado se identific6 mediante los desplazamientos
quimicos a campo bajo caracteristicos, que en el espectro de 'H se observé como un
singulete en du 9.32, y en el de 13C en 8¢ 171.8; la correlacion H-15 (8H 9.32) — C-4
(6C 145.3) observada en el espectro de HMBC permitié corroborar la posicién de este
sustituyente en el nicleo base. Por otro lado, la estructura del 2-hidroxi-2-metilbutirato
se identifico a través de la presencia de dos singuletes que integran para tres protones
cada uno, y que se encuentran a campo alto en ou 1.55 (H-3”) y 1.58 (H-47)
correspondientes a dos metilos unidos a un carbono cuaternario base de oxigeno por la
correlaciéon con C-27 (8C 72.4) en el espectro de HMBC(Figura 39-A y 45), mismos que
también correlacionan con el carbono cuaternario correspondiente al carbonilo del éster
que se encuentra en ¢ 176.4 (C-17). En la Cuadro 7 se muestra la informacion

comparativa con los espectros de RMN 'H y 3C de la zinagrandinolida C.

4

LLLLRT N L

Figura 42. Principales correlaciones observadas en el experimento de A) HMBC y B) NOESY para

la Zinagrandinolida F.
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Cuadro 7. Datos de RMN de 'H (400 MHz) y 13C (100 MHz) en CDCl; de la

zinagrandinolida F y zinagrandinélida C

zinagrandinolida F zinagrandinolida C *
Posicion o'H 613C 6'H 613C

1 5.88 dd (11.0, 17.4) 141.1 5.84dd (10.5,17.5) | 141.0
2a 5.08 dd (0.8, 10.8) 115.6 5.05d (10.5) 115.6
2b 4.97 dd (0.8, 17.6) 4.92d (17.5)

3a 6.23s 139.2 6.18s 139.3
3b 06.68 s 6.63 s

4 145.3 145.3
5 3.48d (3.2) 32.3 3.42d (3.0) 32.3
6 4.99 dd (3.2 64.1 4.93 dd (3.0) 64.6
7 3.35ddd (0.8, 3.2, 43.2 3.28 ddd (2.5) 43.1

6.8)

8 5.58 dd (2.0, 3.6) 77.8 5.44 dd (2.3) 77.9
9 442t (2.4) 84.9 4.33 dd (2.0) 84.8
10 45.1 45.2
11 131.6 131.2
12 162.6 162.6
13a 6.78 s 133.9 6.75s 134.2
13b 5.86s 5.83s

14 1.46s 18.0 140 s 18.1
15 9.32s 193.1 9.27 s 193.1
1 166.7

2' 126.9 2.04 s 21.1
3 6.18 cc (1.6, 7.4) 141.1

4' 1.93 dc (1.6, 7.2) 16.1

5' 1.82 q (1.6) 20.5

1" 176.4

2" 72.4

3" 1.55s 27.2 1.50s 27.2
4" 1.58s 27.7 1.53s 27.8

*Los datos presentados en esta tabla para la zinagrandindlida C fueron tomados de la
publicacion de Bashyal y colaboradores, (2006).
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Figura 43. I) Zinagrnadindlida F. II) Zinagrandinélida C
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Figura 44. Espectro de 'H-RMN (400 MHz, CD3Cl3) de la Zinagrandinoélida F.
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Figura 45. Espectro de ?C-RMN (100 MHz, CD3Cl3) de la Zinagrandinélida F
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Figura 46. Correlaciones selectas en el espectro bidimensional COSY de Zinagrandinélida F
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Figura 47. Correlaciones selectas en el espectro bidimensional NOESY de Zinagrandindlida F
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Figura 49. Espectro de FTIR por reflectancia ATR de Zinagrandinélida F.
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El uso fitoterapettico de las plantas que contienen lactonas sesquiterpénicas es
muy comun. La eficacia e inocuidad de estas plantas se han establecido tanto a nivel
preclinico como clinico. Tres ejemplos clasicos de este tipo de plantas son la alcachofa,
la manzanilla y la equinacea. Estas especies se usan a pesar de su alto contenido de
diferentes tipos de lactonas sesquiterpénicas. Estos metabolitos provocan alquilacion
macromoléculas biologicas a través de la formacién de enlaces covalentes. Este efecto
es muy poco especifico, con una baja selectividad y, por lo tanto, con riesgo de alta

toxicidad inespecifica (Amorim, ez a/., 2013).

Esta informacién podria ser contaria a los resultados sobre la toxicidad aguda del
extracto acuoso de Z. grandiflora, que de acuerdo a los criterios de Lorke es no téxico
para roedores. Sin embargo, hay que considerar que el extracto de la planta contiene
numerosos constituyentes y que todos contribuyen al efecto terapéutico de los
fitofarmacos bien sea por interacciones de tipo sinérgicas, como coadyuvantes
mejorando los parametros farmacocinéticos de los principios activos presentes en la
mezcla o evitando su descomposicién o degradacion; y finalmente como neutralizadores
de los efectos toxicos potenciales de algunos de los principios activos o no presentes en
la mezcla. Entonces el efecto de un preparado fitoterapico es el resultado de la accion
conjunta de sus constituyentes; esta afirmacion representa el paradigma de la fitoterapia
como alternativa terapéutica (Wagner y Ulrich-Merzenich, 2009; Rather, ¢f a/., 2013). Por
otro lado, la posible toxicidad de las lactonas sesquiterpénicas reportadas en este trabajo,
es presuntiva, con base en los antecedentes antes mencionados; es necesario realizar los
estudios toxicologicos tanto agudos como cronicos con la finalidad de obtener

informacién concluyente en este aspecto.
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6.1.4. Obtencion de los perfiles cromatograficos de los extractos de Z.

grandiflora

La aplicacién de la cromatografia combinada con una adecuada técnica de
deteccion representa una herramienta util para obtener perfiles caracteristicos de
extractos complejos derivados de las drogas crudas o productos herbolarios (Tistaert, ez
al., 2011). La cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) ha sido la técnica de
eleccion para la obtencion de huellas digitales de extractos de plantas medicinales durante
largo tiempo (Lu, ez al., 2005; Li, et al, 2010), sin embargo, en los ultimos afios se ha
posicionado la cromatografia de liquidos de ultra eficiencia (CLUE) como una mejor
herramienta analitica para establecer perfiles caracteristicos y la identificacion de los
compuestos en este tipo de muestras (Tistaert, ¢f a/., 2011; Cielecka-Piontek, ez al, 2013).
Las columnas que se utilizan en esta técnica estan modificadas con una reduccion del
tamano de particula (< 2.5 um) lo que permite trabajar con presiones mucho mayores,
lo que a su vez mejora notablemente la sensibilidad, la resolucion, y el tiempo de analisis
(Novakova, ef al., 2006; Mahamudur, 2014). Si la técnica de CLUE se utiliza combinada
con espectrometria de masas, se logra ademas aumentar la selectividad ya que los
metabolitos presentes se pueden identificar sin ambigtiedad (Dan, ¢f a/, 2008; Tistaert, e
al., 2011; Wen, ez al., 2012). Por lo anterior, se decidi6 utilizar en esta investigacion un
equipo de CLUE acoplado a un detector de fotodiodos (PDA) y un detector de masas
por ionizaciéon en electrospray (ESI-EM), con la finalidad de establecer la complejidad y,
en lo posible, la identidad de los compuestos en el preparado tradicional de Z. grandifora.
Los resultados obtenidos también pueden sentar las bases para establecer las pruebas de
composicion del mismo y su estandarizacion. Cabe mencionar, que para el
aseguramiento de la calidad de los preparados de plantas medicinales es necesario realizar
los ensayos de identidad y composicién antes mencionados. En este sentido, la OMS ha
aceptado el analisis y la producciéon de “huellas digitales” que permitan establecer
patrones de los metabolitos presentes, ya que en algunos casos la utilizacion de los
denominados compuestos marcadores no siempre resulta conveniente (OMS, 2013).

Una huella digital se puede definir como un perfil caracteristico que refleja la complejidad
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de la composiciéon quimica de la muestra analizada y que puede ser obtenida a través de

técnicas espectroscopicas, cromatograficas o electroforéticas (Tistaert, ez al., 2011).
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Figura 50. Cromatogramas caracteristicos de la fraccién de CH>Cl. A) Cromatograma obtenido
por PDA, con A=285 nm. B) Cromatograma obtenido por PDA, con A=225 nm. C) Cromatograma
de iones totales en ESI-MS (modo negativo).

En este trabajo se generaron los perfiles cromatograficos de las fracciones activas
de la infusion de Zinnia grandiflora por las técnicas de CLUE-PDA-ESI-EM, debido a que
no se logré una resolucién adecuada del cromatograma del extracto acuoso ensayado
debido a su complejidad. La resoluciéon de los compuestos de ambas fracciones se
obtuvo con una columna BEH Cis, con un gradiente de elucion de MeCN y H2Ouq
(acido férmico 0.1%), y flujo de 0.3 mL/min. El cromatograma caracteristico de la
fracciones de CH2Cl2 y AcOEt del preparado es el resultado de diferentes ensayos
utilizando varias fases moviles y estacionarias como se ilustra en las Figuras 50 y 51,

respectivamente. Con la técnica de ESI-MS, los compuestos de la fraccion de AcOEt
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presentaron una mejor ionizacion en el modo positivo, mientras que los compuestos de

la fraccion de CH2Cl, mostraron una mejor ionizaciéon en el modo negativo.

Los compuestos mayoritarios en ambas fracciones se identificaron en sus
respectivos cromatogramas a partir de la relacién /3 correspondiente al [M+1]* y/o

[M-1]- de los compuestos puros y el perfil de UV caracteristico de los mismos.
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Figura 51. Cromatogramas caracteristicos de la fraccion de AcOEt. A) Cromatograma obtenido por
PDA, con A=285 nm. B) Cromatograma de iones totales en ESI-MS (modo positivo). D)
Cromatograma de iones totales en ESI-MS (modo negativo).

Las zinagrandindlidas D y E (2-3) son compuestos mayoritarios en ambas
fracciones. Mientras que en la fraccion de CH:Cly también es mayoritaria la
zinagrandindlida F (4), y presenta ademas maximos de absorcion en el espectro de UV

que sugieren la presencia de otras lactonas sesquiterpénicas.
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En la Figura 52 se pueden apreciar también el pico del cromatograma de iones
totales de ESI-MS que pertenece al compuesto luteolina (1) aislado de la fracciéon de

AcOEt.
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Figura 52. Cromatograma de iones totales de la fracciéon de AcOEt identificando a los compuestos
con z/z A) 461.72 (ESI+), B) 447.68 y 447.70 (ESI+), C) 285.5 (ESI-). D) Cromatograma obtenido
por PDA de la fracciéon de AcOEt

Adicionalmente, en ambas fracciénes, a una longitud de onda de 285 nm
[Figuras 50 y 51 (A)] se detectaron picos mayoritarios con perfiles de UV caracteristicos

de compuestos de tipo flavonoide.

El analisis por CLUE-PDA-ESI-EM de las fracciones activas revela que sus
compuestos mayoritarios son lactonas sesquiterpénicas (entre estas las 8- elemandlidas
aisladas) y flavonoides. Por lo anterior se sugiere que son estos compuestos los que

contribuyen a la actividad farmacoldgica de la planta en cuestion.
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Estos resultados se justifican a partir de los hallazgos cientificos que demuestran
que diversos compuestos naturales son capaces de aliviar el dolor y la inflamacién al
reducir la sintesis de mediadores inflamatorios, o bien, a través de la modulacion de rutas
nociceptivas e inflamatorias (Martinez-Gonzalez, ¢t al., 2017). En especial, las lactonas
sesquiterpénicas han demostrado presentar gran variedad de actividades biologicas,
debido a su diversidad estructural, entre las que destacan sus propiedades
anticancerigenas, antitumorales, antivirales, antibacteriales, antifungicas, y para
propositos de justificar los resultados este trabajo, sus propiedades antinociceptivas y
antiinflamatorias (Chaturvedi, 2011; Merfort, 2011; De Faveri Favero, ef al., 2014), 1o que
hace a estos compuestos los metabolitos secundarios de mayor prevalencia y
significancia biolégica, de acuerdo con Mefort (2011). Se han realizado diversos estudios
que han demostrado la actividad de las fracciones organicas que contienen lactonas
sesquiterpénicas de una variedad de plantas, pertenecientes en su mayoria a la familia
Asteraceae, en una cantidad de modelos de dolor agudo e inflamatorio, entre los que
destacan el modelo de la formalina y la carragenina presentados en esta investigacion. El
mecanismo de accion a través del cual llevan a cabo su efecto antinociceptivo estos
compuestos aun no es bien conocido, sin embargo se atribuye a las lactonas
sesquiterpénicas que contienen grupos a-metilen-y-lactona y anillos ciclopentanona o, 3-
insaturados (Chaturvedi, 2011), los cuales poseen una fuerte actividad inhibitoria de
iINOS (Bremmer & Heinrich, 2002). Sin embargo, el enfoque de la mayoria de los
estudios antes mencionados se encuentra en la fuerte actividad de las lactonas
sesquiterpénicas en el proceso de inflamacién en general, haciendo enfasis en el efecto
de estos compuestos en la inhibicién de la produccion de mediadores de la inflamacion
como lo son NF-kB3, HT, 5HT, NO, PGE2, TNF-«, e 1L-18 (Emami, et a/., 2010;
Merfort, 2011; De Faveri Favero, e al., 2014), lo que justifica los resultados obtenidos

en la fase 2 del modelo de la formalina, y los obtenidos con el modelo de la carragenina.

Por otro lado, los flavonoides también han demostrado en diversos estudios su
actividad antinociceptiva. La flavona luteolina, aislado en este trabajo, tiene efecto
antinociceptivo en pruebas de dolor agudo e inflamatorio (Backhouse, ¢ /., 2008; Lin,

et al., 2008; Rabelo, ez al., 2013; Hara, e al., 2014), ya que este compuesto, al ser lipofilico,
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atraviesa la barrera hematoencefilica y actia sobre la transmision GABAérgica en la
médula espinal, la cual tienen un papel importante en la nocicepcién de una amplia
variedad de condiciones dolorosas, que incluyen el dolor agudo, inflamatorio y
neuropatico (Enna & McCarson, 2006; Hara, ¢t al., 2014). Ademas, la luteolina actta
inhibiendo la actividad de las enzimas iNOS y COX-2 (inducible), responsables de la
produciiéon de oxido nitrico y la liberacién de PGE2, lo que también puede explicar su
actividad analgésica (Hu & Kitts, 2004). Otros estudios han demostrado que los
flavonoides se pueden absorber en la dermis y penetrar a capas mas profundas de la piel,
lo que justifica su fuerte actividad analgésica tépica (Backhouse, ez 4/, 2008), lo que
también explica el uso etnobotanico que le dan los indios Zuni al cataplasma de esta

planta para tratar hematomas (Stevenson, 1915).
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7. CONCLUSIONES

. Se estableci6 la inocuidad del extracto acuoso de Zinnia grandiflora de acuerdo a
los ctiterios propuestos por Lorke. La DLso fue mayor a 5 g/kg, por lo que,
basado en los estudios anteriores y los antecedentes de su uso histérico, se

presume el consumo de esta planta es seguro para el ser humano.

. Se evidenci6 la eficacia preclinica del preparado tradicional (infusion) de Zinnia
grandiflora como agente antinociceptivo y antiinflamatorio en los ensayos de la
formalina y carragenina en ratones, lo que podria sustentar su uso tradicional para
el tratamiento de padecimientos dolorosos. La DEs calculada de la curva dosis-
respuesta fue de 315.73 + 85.50 mg/kg de peso en el modelo de la formalina. En

todos los casos la mayor actividad se registré en la fase inflamatoria.

. Se determiné la actividad de las fracciones de diclorometano y acetato de etilo
obtenidas por reparto de la infusion de Zinnia grandiflora en el ensayo de la
formalina en ratones, identificando que la mayor actividad de ambas fracciones
se encuentra en la fase inflamatoria de este ensayo, y siendo la fracciéon de

diclorometano la mas activa de las dos.

. De la fraccion activa de diclorometano se aislaron y purificaron tres nuevos
compuestos que se identificaron mediante técnicas espectroscopicas y
espectrométricas como lactonas sesquiterpénicas del tipo 8-elemandlidas y que se

denominaron con los nombres triviales de zinagrandinolidas D-F.

. Con los resultados observados de ambas fracciones en los modelos 7z vivo y el
analisis de los perfiles cromatograficos de las mismas generados por CLUE-PDA-

ESI-MS, se puede sugerir que la actividad antinociceptiva y antiinflamatoria de la
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infusion de Zinnia grandiflora puede deberse por lo menos a dos grupos de
metabolitos secundarios, lactonas sesquiterpénicas de tipo S-elemandlidas, y

flavonoides.

F. Esta informacién, en conjunto con los parametros de eficacia y seguridad
generados durante el estudio, contribuira al uso medicinal racional de esta especie

para el tratamiento de padecimientos dolorosos en México.
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8. PERSPECTIVAS

Con la finalidad de complementar la informacién generada a partir de los

resultados obtenidos en el presente trabajo de investigacion sobre la actividad

farmacolégica y composicion quimica del preparado tradicional de Zinnia grandifora y sus

derivados, se pretende realizar estudios adicionales que permitan establecer de manera

integral los parametros de calidad, eficacia y seguridad de la planta que garanticen su uso

racional. Para lograr lo anterior, se establecieron las perspectivas que se mencionan a

continuacion.

A.

Establecer la actividad 7z vivo de los compuestos puros zinagrandinoélidas D-F con la
finalidad establecer si son éstos los principios activos del extracto acuoso y fraccion
de CH2Cl. De ser asi, determinar su mecanismo de accién en modelos animales

adecuados.

Continuar con el estudio quimico y farmacolégico de la planta con la finalidad de
generar informacion sobre su eficacia, composicion, e identificacion de los principios
activos, determinando el efecto de los extractos, fracciones y metabolitos secundarios

en los modelos adecuados.

Desarrollar y validar un método cromatografico para la cuantificaficaciéon de los
metabolitos activos con el proposito de establecer una prueba de composicion de
tipo farmacopéica, indispensable para el control de calidad de las drogas crudas y sus

preparados farmacéuticos.

Realizar estudios de toxicidad cronica de los preparados y principios activos que se
caractericen en la planta con la finalidad de contribuir a la utilizaciéon segura de la

misma.
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ANEXOS

Anexo 1: Datos cristalograficos de la Zinagrndindlida D (2)

Tabla Al. Datos Cristalograficos y refinamiento para la Zinagrandinélida D

Férmula empirica

Peso molecular

Temperatura

Longitud de onda

Sistema cristalino

Grupo espacial

Dimensiones de celda unitatia

Volumen

7.

Densidad (calculada)
Coeficiente de absorcién
F(000)

Tamafo del cristal

Rango theta para coleccién de datos
Rangos de indice

Reflecciones colectadas
Reflecciones independientes
Integridad para theta = 67.679°
Correccion de absorcidén
Transmisiéon max. y min.
Método de refinamiento

Datos / restricciones / parametros

Ajuste en F2

Indices R finales [I>2sigma(T)]
Indices R (todos los datos)
Parametro de estructura absoluta
Coeficiente de extincion

Mayor diferencia pico y agujero

C24H3209

464.49

298(2) K
1.54178 A
Monoclinico

P2
a=7.1503(2) A
b=11.1722(3) A
c =15.5816(4) A
1244.68(6) A3

2

1.239 Mg/m3

0.790 mm-1
496

0.285 x 0.132 x 0.100 mm?3

2.836 to 68.345°,

8<=h<=8, -13<=k<=13, -18<=1<=17
14134

4529 [R(int) = 0.0436]

99.6 %

Semi-empirical from equivalents

0.7531 and 0.6817

Full-matrix least-squares on p2
4529 / 302 / 399
1.128

R1 = 0.0808, wR2 = 0.2185
R1 = 0.0962, wR2 = 0.2302
0.3(2)

n/a

0.268 and -0.274 ¢.A-3

7= 90°
= 90.5142(13)°
0 =90°

Nota: El éster isobutirato esta desordenado y fue refinado en dos contribuciones
mayores, utilizando un factor de sitio ocupacional variable
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Tabla A2. Coordenadas atémicas (x10%) y parametros de desplazamientos

isotropicos equivalentes (A2x 103 ) para la zinagrandinolida D (2). U(eq) es un
tercio de la traza del tensor ortogonalizado Uij

X y z U(eq)
O(1) 6291(7) 4446(06) 9005(3) 57(1)
O2) 3505(8) 3798(7) 3673(4) 32(2)
O5) 4085(8) 7486(7) 7183(5) 82(2)
O(6) 5621(9) 9132(6) 06833(5) 34(2)
C(24) 4620(15) 3067(13) 7044(8) 109(4)
O(7) 8785(7) 2705(5) 8524(3) 62(1)
O(8) 10487(8) 1847(6) 7498(4) 72(2)
O(10) 7508(10) 5264(8) 3621(4) 98(2)
C(1) 8208(10) 4720(7) 3804(4) 52(2)
C® 8430(10) 6047(7) 8533(5) 54(2)
C03) 7362(9) 6216(7) 7664(4) 50(2)
C4) 7818(9) 5273(8) 6990(4) 54(2)
C(5) 7714(9) 3989(7) 7338(4) 51(2)
C(6) 8945(9) 3859(7) 8135(4) 52(2)
C(7) 5749(10) 3642(8) 7577(5) 60(2)
C(8) 5067(10) 3964(8) 8454(5) 60(2)
C©9) 10536(12) 0343(8) 8515(5) 64(2)
C(10) 7544(12) 6799(8) 9242(5) 64(2)
C(11) 5943(18) 7291(11) 9282(7) 101(3)
C(12) 7414(10) 7476(7) 7294(4) 54(2)
C(13) 8945(11) 8060(9) 7073(6) 72(2)
C(14) 5528(11) 8003(8) 7101(5) 58(2)
O(3) 9683(7) 5459(6) 0662(3) 61(1)
oM@ 8550(20) 5760(20) 5356(7) 87(5)
C(15) 9891(19) 5590(30) 5825(6) 83(3)
C(10) 11840(20) 5950(20) 5581(10) 93(4)
C(17) 11950(40) 7150(20) 5162(18) 114(0)
C(18) 12610(40) 5030(30) 5000(20) 119(0)

86




ANEXOS

O(4A)
C(15A)
C(16A)
C(17A)
C(18A)
C(19)
C(20)
C(21)
C(22)
C(23)
C(20A)
C(21A)
C(22A)
C(23A)

8690(20)
9902(19)
11910(20)
12200(40)
12610(40)
9612(11)
8988(14)
10270(17)
12240(20)
6917(16)
9990(30)
8570(40)
8470(70)
12040(40)

5140(20)
5490(30)
5610(20)
6450(30)
4410(30)
1778(8)
640(10)
156(10)
197(17)
569(12)
590(20)
140(20)
~700(40)
80(30)

5336(6)
5823(6)
5561(9)
4826(17)
5334(18)
8145(5)
8668(8)
8825(8)
8590(14)
9002(10)
8669(19)
9072(18)
9790(30)
8710(30)

99(5)
84(3)
96(4)

120(6)

114(6)
64(2)
69(2)
74(3)
89(5)
82(3)
65(4)
71(4)

126(12)
70(7)
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Tabla 3A. Longitudes de enlace [A] y angulos [°] para la zinagrandinélida D

()

OM-C®)
OMm-C®)
02)-C@®)
O(5)-C(14)
O(6)-C(14)
O(6)-H(6A)
C(24)-C(7)
C(24)-H(24D)
C(24)-H(24E)
O(7)-C(19)
O()-C©)
O(8)-C(19)
O(10)-H(10E)
O(10)-H(10F)
C(D-C©)
CDH-C)
CH-H)
C(2)-C(10)
C2)-CO)
C@)-CB)
C(3)-C(12)
CE)-CH)
CE)-HE)
CH-00)
CH-CO)
C#)-HH#)
CO)-CO)
C(5)-C©)
CO-HE)
C(6)-H(6)
C(MN-CE)
C(9)-H(9A)
C(9)-H(9B)
C(9)-H(9C)

1.334(10)
1.442(8)
1.185(9)
1.190(9)
1.331(10)
0.851(15)
1.320(13)
0.9300
0.9300
1.333(9)
1.429(8)
1.195(9)
0.850(15)
0.850(15)
1.516(10)
1.549(10)
0.9800
1.530(10)
1.542(11)
1.560(10)
1.522(10)
1.525(10)
0.9800
1.447(8)
1.535(10)
0.9800
1.508(10)
1.523(10)
0.9800
0.9800
1.498(11)
0.9600
0.9600
0.9600

C(10)-C(11)
C(10)-H(10)
C(11)-H(11A)
C(11)-H(11B)
C(12)-C(13)
C(12)-C(14)
C(13)-H(13A)
C(13)-H(13B)
O@3)-C(15A)
O(3)-C(15)
O4)-C(15)
C(15)-C(16)
C(16)-C(18)
C(16)-C(17)
C(16)-H(16)
C(17)-H(17A)
C(17)-H(17B)
C(17)-H(17C)
C(18)-H(18A)
C(18)-H(18B)
C(18)-H(18C)
O(4A)-C(15A)
C(15A)-C(16A)
C(16A)-C(18A)
C(16A)-C(17A)
C(16A)-H(16A)
C(17A)-H(17D)
C(17A)-H(17E)
C(17A)-H(17F)
C(18A)-H(18D)
C(18A)-H(18E)
C(18A)-H(18F)
C(19)-C(20A)
C(19)-C(20)

1.272(14)
0.9300
0.9300
0.9300
1.322(10)
1.500(10)
0.9300
0.9300
1.319(10)
1.322(10)
1.218(14)
1.503(14)
1.472)
1.50(2)
0.9800
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
1.215(14)
1.503(14)
1.47(2)
1.50(2)
0.9800
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
1.575(15)
1.576(14)
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C(20)-C(21)
C(20)-C(23)
C(21)-C(22)
C(21)-H(21)
C(22)-H(22A)
C(22)-H(22B)
C(22)-H(22C)
C(23)-H(23A)
C(23)-H(23B)
C(23)-H(23C)
C(8)-O(1)-C(1)

C(14)-O(6)-H(6A)
C(7)-C(24)-H(24D)
C(7)-C(24)-H(24E)
H(24D)-C(24)-H(24F)

C(19)-O(7)-C(6)

H(10E)-O(10)-H(10F)

OD)-CD)-C©)
OM)-C()-C2)
CO)-C()-CQ)
OD)-C(D)-H(D)
CO)-C(1)-H(D)
C@)-CM)-HD)
C(10)-C(2)-C(9)
C(10)-C(2)-C(1)
CO-CA-CD)
C(10)-C(2)-C(3)
CO)-CA-CO)
CMH-CA-CO)
C(12)-C(3)-C(4)
C(12)-C(3)-C(2)
CH-CR)-CQ)
C(12)-C(3)-H(3)
CH-CB)-HE)

1.299(14)
1.576(15)
1.46(2)
0.9300
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
124.5(5)
92(8)
120.0
120.0
120.0
118.4(6)
11003)
110.6(5)
111.3(6)
112.5(5)
107.4
107.4
107.4
107.8(6)
106.6(6)
108.2(6)
111.0(6)
115.4(6)
107.5(6)
111.8(5)
115.3(6)
114.1(6)
104.8
104.8

C(20A)-C(21A)
C(20A)-C(23A)
C(21A)-C(22A)
C(21A)-H(21A)
C(22A)-H(22D)
C(22A)-H(22E)
C(22A)-H(22F)
C(23A)-H(23D)
C(23A)-H(23E)
C(23A)-H(23F)
O@)-CH-CO)
CE)-CH-CO)
O@)-C(4)-H#)
CE)-CH-HH
CE)-CH-HH
C(N-COB)-CO)
C(MN-CE-CH
CO)-CO-CH
C(MN-CB)-HE)
C0)-CB)-HE)
CH-COB)-HE)
O(7)-C6)-C(D)
O(7)-C(6)-C(5)
CD-CO)-CO)
O(7)-C(6)-H(6)
CD-C6)-H(©)
C(5)-C(6)-H(0)
C(24)-C(7)-C(8)
C(24)-C(7)-C(5)
C®)-C(-CO)
O(2)-C(8)-O(1)
O2)-C(8)-C(7)
O(D)-C(8)-C(7)
C(2)-C(9)-H(OA)

1.300(15)
1.575(16)
1.46(2)
0.9300
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
0.9600
107.9(6)
113.0(5)
108.5
108.5
108.5
107.9(6)
112.1(6)
110.3(5)
108.8
108.8
108.8
104.6(5)
112.6(6)
107.3(5)
110.7
110.7
110.7
119.2(8)
122.4(7)
118.4(6)
119.5(7)
122.7(8)
117.8(6)
109.5
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C(2)-C(9)-H(OC) 109.5 C(16)-C(18)-H(18B) 109.5
H(9A)-C(9)-H(9C) 109.5 H(18A)-C(18)-H(18B)  109.5
H(9B)-C(9)-H(9C) 109.5 C(16)-C(18)-H(18C) 109.5
C(11)-C(10)-C(2) 130.6(9) H(18A)-C(18)-H(18C)  109.5
C(11)-C(10)-H(10) 114.7 H(18B)-C(18)-H(18C)  109.5
C(2)-C(10)-H(10) 114.7 O(4A)-C(15A)-O(3) 121.2(10)
C(10)-C(11)-H(11A)  120.0 O(4A)-C(15A)-C(16A)  122.5(11)
C(10)-C(11)-H(11B) ~ 120.0 O(3)-C(15A)-C(16A) 113.2(9)
H(11A)-C(11)-H(11B)  120.0 C(18A)-C(16A)-C(17A)  109.6(15)
C(13)-C(12)-C(14) 120.0(7) C(18A)-C(16A)-C(15A)  108.7(13)
C(13)-C(12)-C(3) 125.3(7) C(17A)-C(16A)-C(15A)  113.5(13)
C(14)-C(12)-C(3) 114.4(6) C(18A)-C(16A)-H(16A)  108.3
C(12)-C(13)-H(13A)  120.0 C(17A)-C(16A)-H(16A)  108.3
C(12)-C(13)-H(13B)  120.0 C(15A)-C(16A)-H(16A)  108.3
H(13A)-C(13)-H(13B)  120.0 C(16A)-C(17A)-H(17D)  109.5
O(5)-C(14)-0(6) 122.7(7) C(16A)-C(17A)-H(17E)  109.5
O(5)-C(14)-C(12) 124.6(7) H(17D)-C(17A)-H(17E)  109.5
O(6)-C(14)-C(12) 112.8(7) C(16A)-C(17A)-H(17F)  109.5
C(15A)-0(3)-C(4) 118.2(7) H(17D)-C(17A)-H(17F)  109.5
C(15)-0(3)-C(4) 118.5(7) H(17E)-C(17A)-H(7F)  109.5
O#)-C(15)-0(3) 120.9(10) C(16A)-C(18A)-H(18D)  109.5
O#)-C(15)-C(16) 122.3(11) C(16A)-C(18A)-H(18E)  109.5
O(3)-C(15)-C(16) 113.009) H(18D)-C(18A)-H(18E)  109.5
C(18)-C(16)-C(17) 109.6(15) C(16A)-C(18A)-H(18F)  109.5
C(18)-C(16)-C(15) 108.8(13) H(18D)-C(18A)-H(18F)  109.5
C(17)-C(16)-C(15) 113.7(13) H(18E)-C(18A)-H(18F)  109.5
C(18)-C(16)-H(16) 108.2 O(8)-C(19)-O(7) 124.1(8)
C(17)-C(16)-H(16) 108.2 O(8)-C(19)-C(20A) 113.8(11)
C(15)-C(16)-H(16) 108.2 O(7)-C(19)-C(20A) 119.8(12)
C(16)-C(17)-HA7A)  109.5 O(8)-C(19)-C(20) 129.9(8)
C(16)-C(17)-H(7B)  109.5 O(7)-C(19)-C(20) 105.6(7)
H(17A)-C(17)-H(17B)  109.5 C(21)-C(20)-C(23) 124.6(10)
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C(16)-C(17)-H(17C)
H(17A)-C(17)-H(17C)
H(17B)-C(17)-H(17C)
C(16)-C(18)-H(18A)
C(22)-C(21)-H(21)
C(21)-C(22)-H(22A)
C(21)-C(22)-H(22B)
H(22A)-C(22)-H(22B)
C(21)-C(22)-H(22C)
H(22A)-C(22)-H(22C)
H(22B)-C(22)-H(22C)
C(20)-C(23)-H(23A)
C(20)-C(23)-H(23B)
H(23A)-C(23)-H(23B)
C(20)-C(23)-H(23C)
H(23A)-C(23)-H(23C)
H(23B)-C(23)-H(23C)
C(21A)-C(20A)-C(19)
C(21A)-C(20A)-C(23A)
C(19)-C(20A)-C(23A)

109.5
109.5
109.5
109.5
114.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
116.409)
124.6(11)
118.9(10)

C(21)-C(20)-C(19)
C(23)-C(20)-C(19)
C(20)-C(21)-C(22)
C(20)-C(21)-H(21)
C(20A)-C(21A)-C(22A)
C(20A)-C(21A)-H(21A)
C(22A)-C(21A)-H(21A)
C(21A)-C(22A)-H(22D)
C(21A)-C(22A)-H(22F)
H(22D)-C(22A)-H(22F)
C(21A)-C(22A)-H(22F)
H(22D)-C(22A)-H(22F)
H(22E)-C(22A)-H(22F)
C(20A)-C(23A)-H(23D)
C(20A)-C(23A)-H(23E)
H(23D)-C(23A)-H(23E)
C(20A)-C(23A)-H(23F)
H(23D)-C(23A)-H(23F)
H(23E)-C(23A)-H(23F)

116.5(8)
118.9(8)
131.0(12)
114.5
131.5(15)
114.2
114.2
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
109.5
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Tabla 4A. Parametros de desplazaiento anisotrépico (A2x 103) para la

xinagrandindlida D (2). El exponente del factor de desplazamiento
anisotropico tiene la forma : -2p2[ h2 a*2U1l + || + 2 h k a* b* U12]

il U222 U33 U223 ul3 ul2
o) 59(3) 62(3) 50(2) 4(2) 11(2) -2(2)
02 55(3) 109(5) 84(4) 2(3) 19(3) -4(3)
O5) 55(3) 82(4) 110(5) 17(4) -2(3) 4(3)
O(6) 72(4) 71(4) 108(5) 33(3) 7(3) 13(3)
C24)  82(7) 145(11) 100(7) -36(7) 21(6) -44(7)
o) 74(3) 45(3) 67(3) 4(2) 11(2) 4(2)
O(8) 68(3) 62(3) 86(4) -4(3) 13(3) 8(3)
O(10) 117(5) 108(5) 68(4) 54) -6(3) -55(4)
C() 51(4) 54(4) 50(4) 1(3) 2(3) 0(3)
C@2) 56(4) 53(4) 53(4) -3(3) 3(3) -1(3)
C(3) 50(4) 53(4) 48(3) 7(3) 8(3) 2(3)
Cé 51(4) 66(4) 45(3) 4(3) 7(3) -2(3)
C(5) 50(4) 53(4) 51(4) -8(3) 8(3) 0(3)
C(0) 51(4) 49(4) 58(4) 6(3) 8(3) -1(3)
C(7) 56(4) 66(5) 58(4) -3(4) 2(3) -4(3)
C(8) 51(4) 63(4) 68(4) 8(4) 12(3) 6(3)
C©) 68(5) 62(5) 63(5) 8(4) -5(4) -5(4)
C(10)  83(5) 49(4) 61(4) 1(3) 12(4) 7(4)
C(11) 136(10) 90(7) 77(6) -8(5) 35(6) 9(7)
C(12) 604 51(4) 52(4) 7(3) 3(3) 1(3)
C(13)  65(5) 62(5) 88(6) 27(4) 6(4) 1(4)
C(14)  64(5) 62(5) 48(4) 2(3) 6(3) 54)
0O@3) 56(3) 77(3) 52(2) 02) 10(2) -4(2)
04 102(7) 113(13) 47(6) -11(7) -2(5) -26(9)
C(15)  83(5) 112(8) 54(5) -7(6) 16(4) -23(6)
C(16)  91(06) 125(9) 64(6) -10(6) 30(5) -24(7)
C(7) 124(13) 128(11) 91(12) -7(10) 51(11) -34(11)
C(18) 109(11) 141(12) 107(13) -19(11) 44(10) -8(12)
O@A) 105(7) 135(14) 57(6) -30(7) 14(5) -3909)
C(15A) 85(5) 112(7) 55(5) -9(6) 17(4) -27(6)
C(16A) 94(5) 130(9) 65(6) -13(6) 32(5) -27(7)
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C(17A) 127(12)  131(13)  103(11) 909) 53(10)  -18(11)
C(18A) 113(11)  142(11)  88(12)  14(10)  27(10)  10(11)
C(19)  71(4) 51(4) 69(4) -8(3) 2(3) 103)
C@R0) 71(5) 56(5) 80(6) -8(4) 0(5) 7(4)
C@1)  83(5) 55(5) 85(6) 11(4) 4(5) 12(4)
C@22)  85(6) 86(11)  96(10)  -22(10) 9(7) 22(6)
C@23)  64(5) 70(7) 1109) 20(6) 2(5) 11(5)
C(20A) 72(7) 47(7) 77(7) -12(6) 3(7) 13(6)
C@1A) 75(7) 55(3) 82(3) -3(6) 4(7) 7(7)
C(22A) 150(30)  1100)  11020)  32(15)  22(19)  10(20)
C(23A) 82(9) 59(14)  69(14)  -33(12)  15(11) 29(9)
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Tabla A5. Coordenadas de hidrégeno (x 104) y parametros de desplazamiento

isotropico (A2x 10 3) para la zinagrandinélida D

x y z U(eq)
H(GA) 444030)  9180(110)  6790(70) 101
H(24D) 3416 2866 7214 131
H(24E) 5027 2863 6498 131
H(10E) 8090(130)  5250(120)  4100(30) 117
H(10F) 8180(120)  4940(110)  3240(40) 117
H(1) 8951 4603 9329 62
H() 6044 6078 7802 61
H(4) 6922 5351 6514 65
H() 8161 3437 6896 61
H(6) 10253 4038 8002 63
H(OA) 11072 6024 8001 97
H(B) 11144 5995 9006 97
H(OC) 10702 7196 8525 97
H(10) 8301 6916 9723 77
H(11A) 5101 7216 8827 121
H(11B) 5613 7725 9767 121
H(13A) 8851 8797 6798 86
H(13B) 10115 7733 7192 86
H(16) 12613 5964 6104 112
H(17A) 11270 7723 5497 171
H(17B) 11415 7107 4596 171
H(17C) 13235 7394 5126 171
H(18A) 11941 5054 4467 178
H(18B) 12474 4258 5260 178
H(18C) 13908 5195 4908 178
H(16A) 12636 5901 6055 115
H(17D) 13454 6759 4848 180
H(17E) 11327 7099 4863 180
H(17F) 12010 6030 4294 180
FH(18D) 11768 4045 4932 171
FI(18E) 12709 3931 5841 171
FI(18F) 13826 4489 5078 171
H(21) 9864 811 9140 89
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H(22A) 12349 408 7995 134
H(22B) 12879 784 8936 134
H(22C) 12802 574 8685 134
H(23A) 6747 164 9313 122
H(23B) 6065 591 8522 122
H(23C) 6677 1236 9373 122
H21A) 7413 405 8871 85
H(22D) 9074 1436 9628 188
H(22E) 7185 -856 9917 188
H(22F) 9090 2367 10279 188
H(23D) 12009 764 8583 105
H(23E) 12555 201 9271 105
H(23F) 12797 480 8293 105

Tabla 6A. Enlaces de hidrégeno para la zinagrandinélida D (2) [A and °]

D-H..A d(D-H) d(H..A)  dD...A) <(DHA)
O(10)-H(10F)...O(8)#1 0.850(15)  2.60(13) 2.876(9) 100(10)
O(6)-H(GA)...O(10)#2 0.851(15) 1.95(8) 2.661(9) 140(11)
O(10)-H(10E)...O(4) 0.850(15)  2.06(5) 2.852(13)  154(9)
O(10)-H(10E)...O(4A) 0.850(15) 1.97(3) 2.798(12) 163(10)

Transformaciones de simetria usadas para generar los atomos equivalentes: #1 -
x+2,y+1/2,-z+1  #2 x+1,y+1/2,-2+1

Figura 1A. Imagen al microscopio de un cristal de la
zinagrandinélida D (2)
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Anexo 2: Espectros de masas de alta resolucion de las zinagrandinélidas D-F (2-4).

Modo de ionizacion: ESIT +

INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM
LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS
Diata:58 STE-T5T8 RM115D2 Acquired:3/15/2018 4:13:30 PM
Sample Mame:Dra Rachel Mata/ Operador: Carmen Garcia-Javier Persz OperatorfccuTOF
Dreseription: Mass Calibration data:Cal Peg 600
lonization Mode:ESl+ Created:3/20/2018 5:03:47 PM
History-Determine m/z[Peak Detect{Centroid, 30 Area]:.Correct Base[1.0%])-Comrect Base[5.0% [Average(MS[1] 1.5..  Created by:

Charnge number:1

Tolerance:2.00{mmuj
Element:'2C:0 .. 24, H:0 .. 35, w00 . 8

Unsaturation Number:0.0 .. 50.0 {Fraction:Both)

Rielative Intensity
3['_
44720218

2['_

104 4482068

T 44021703

I]_l T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T

47.00 448.00 44200 450.00 451.00 452.00
miz
Mass Intensity | Cale. Mass Mass Difference | Mass Di‘ffelrence Possible Formula | Unsaturation Number
(mmu} {ppm)

447.20217 3818081  447.20188 0.27 10.81) "2C24'Ha1 ®08 2.5

Figura 2A. Espectro de masas de alta resolucién de la zinagrandinélida D (2). Modo de ionizacion:

ESI +

INSTITUTO DE GUIMICA, UNAM
LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Data:80 STE-7520 RM115D3 Acquired:3/15/2018 4:09:286 PM
Sample Mame:Dra Rachel Mata’ Operador: Carmen Garcia-Javier Perez OperatorAccuTOF

Deescription: Mass Calibration data:Cal Peg 500
lonization Mode:ESl: Created:3/20/2018 5:14:47 PM
History-Determine miz[Peak Detect[Centroid, 20,Area):Correct Base[1.0%]J:Comect Base[5.0% Average(MS]1] 1.5...  Created by:
Charge number: 1 Tolerance:2.00{mmu) Unsaturation Number:0.0 .. 50.0 (Fraction:Bath)
Element:'2C-0 ._ 25 'H:0 . 35, =0:0 _ B

Rlelative Intensity

100 451.21852

1

| 4522201

1 4832485

- |

L e e e e L o e e e e e e e L B e e e e e e e L s e e e e B B e e e B
452.00 4@3.00 45400 465100
miz
Mass Intensity Calc. Mass Mass_[)iffe_renne Mass_Diﬁerenae Possible Formula | Unsatwration Number
[ mimar) {ppm)
48121853 11187460  461.21754) 0.93 214 4Cax Hz ™ 0s .5

Figura 2B. Espectro de masas de alta resolucion de la zinagrandinélida E (3). Modo de ionizacion:
ESI +
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INSTITUTO DE QUIMICA, UNAM
LABORATORIO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS

Data:G1 STE-7581 RM11504

Sample Name:Dra Rachel Mata’ Operador: Carmen Garcia-Javier Perez

Desenption:
lonization Mode:ESH+

History-Determine m/z[Peak Detect[Centroid, 30, Area).Commect Base[1.0%]].Cormect Base[5.0% |Average(M3[1] 0.2...

Acquired-3/15/2018 4:18:33 PM
Operator-fecuTOF

Mass Calibration data:Cal Peg 600
Created:2/20/2018 5:21:22 PM

ANEXOS

Created by:
Charge number:1 Tolerance:2.00{mmu) Unsaturation Mumber:0.0 .. 50.0 (Fraction:Bath)
Element;'2C:0 .. 25, "H:0 .. 35,@0:0 . B
Relative Intensity
100 a7 20330
514
] 44320025
1 44021810
EI_|||||||||||||||||||||||||||||||||| T T T T T
447.00 44800 44000 450.00 451.00
miz
Mass Intensity | Calc. Mass Mass Difference | Mass Difference Possible Formula | Unsaturation Number
{mmu) {ppm)
447.20230 14473200  447.20189) 141 316 PCauHet™0s 25

Figura 2C. Espectro de masas de alta resolucion de la zinagrandinélida F (4). Modo de ionizacién:

ESI +
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