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“Las condiciones del pijaro solitario son § :

la primera, que se va a lo mis alto ; la segunda,

que no sufre compaiiia aunque sea de su naturaleza;
la tercera, que pone el pico al aire ; la cuarta

que no tiene determinado color ; la quinta

que canta suavemente”

San Juan de la Cruz
Dichos de luz y amor.

“El hombre es parte integrante e indisoluble

del cosmos y su realizaciéon plena consiste en
ajustarse armdénicamente al orden universal

de la naturaleza. El hombre es naturaleza,

no domina, ni pretende dominar, convive.

Estos planteamientos se contrastan con aquellos

de Occidente que ha hecho suyos durante siglos.

El hombre es la caspide de la escala universal, mas
alta, cuanto mas “desnaturalizada” sea la sociedad.
El hombre es el amo, el maestro quién domina a Ia
naturaleza igual que domina a otros hombres

y otros pueblos”.

Guillermo Bonfil Batalla.

Este trabajo esti dedicado principalmente a todos

aquellos seres que siguen luchando, por mantener

su convivencia con la naturaleza,

aunque eso les cueste el derrame de su sangre,

como a tantos hombres, mujeres y niiios del campo mexicano
y de América Latina.
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1.INTRODUCCION

México es considerado en el mundo como uno de los
paises que poseen megadiversidad; de las 200,000 y hasta
500,000 especies de animales y plantas estimadas en el mundo,
entre el 8 y el 10 % se encuentran en el pais. 1.2

La flora Fanerogdmica se estima en 220 familias,
2,410 géneros y 22,000 especies. De esto aproximadamente el
10% de los géneros y 52% de las especies son endémicas y
habitan los 32 tipos de vegetacion que hasta el momento se ha
descrito para el territorio mexicano.34

A esta riqueza biologica existente, se suma la riqueza
cultural de México, donde 59 grupos étnicos prevalecen ain en
diversas regiones, manteniendo un uso y aprovechamiento muy
particular de los recursos naturales.

Estos hechos se reflejlan en los estudios
etnobotanicos realizados en algunas comunidades indigenas,
donde se conoce, que la tradicion oral ha logrado mantener la
herencia, acerca del significado y el papel primordial que juega
cada elemento constituyente de su entorno natural, del que las
plantas forman parte, de esa tradicion utilitaria y curativa para
los mismos.

Actualmente se tienen reportadas 3,350 especies de
plantas medicinales en nuestro pais® a las cuales se atribuyen
un sinnumero de propiedades curativas y terapéuticas.

El conocimiento de la estructura de los principios
activos de las plantas es bastante reciente. Fue hasta fines del
siglo XVII cuando Lavoisier elaboré un método de analisis por
medio del cual podia medir las proporciones en que el carbono y
el hidréogeno participaban en la composicién de una sustancia
organica. A partir de éste punto, la investigacién en quimica
organica de productos naturales se aceleré notablemente. Sin
embargo, las armas con las que contaba el quimico eran escasas
todavia. A pesar de que se podia determinar, el numero y



proporcion de los elementos que formaban parte de una
sustancia, todavia resultaba dificil llegar a conocer su
estructura. ©

La historia de la Quimica abunda en la separacion de
sustancias puras de los vegetales por ejemplo tenemos el
aislamiento de la sacarosa por Margraff en 1747 y la obtencion
de los acidos lactico, citrico, oxalico, malico, galico y tartarico
por Scheele entre 1769 y 1786. Asi también Sertuner aislo el
primer alcaloide, la morfina, afios después Pelleter y Caventov
separan la quinina, estricnina y otros alcaloides, y no es sino
hasta la propuesta de la teoria estructural de la quimica
organica, en 1858, que se empezé a visualizar como estaban
dispuestos los 4tomos en las moléculas, con lo que se inspiré la
busqueda de la estructura y sintesis de los productos
naturales. Asi, en 1868 Liberman y Graebe determinaron la
estructura de la alizarina y en 1873 lograron su sintesis total.
En 1923 Willstsetter sintetizdé la cocaina, aislada por Niemann
en 1860. Actualmente se sabe que muchos de los 11 000
compuestos aislados de fuentes naturales, son productos de la
degradacion o transposicion que ocurren durante el aislamiento
y se debe a la influencia de enzimas o agentes quimicos
extrarios. 7

Actualmente se conocen miles de metabolitos
secundarios, muchos de los cuales constituyen el material base
en la manufactura de medicinas y drogas. En los E.U.A., el 25
% de las prescripciones médicas estan basadas en drogas cuyos
ingredientes activos son aislados de plantas.8 A su vez, la
Organizacion Mundial de la Salud estima que el 80% de la
gente en el mundo recurre a la medicina tradicional,
basicamente al uso de plantas medicinales. 8

La Biodiversidad presente en el mundo es un acervo
genético, resultado de procesos irrepetibles ocurridos durante
millones de afios de evolucién y de gran importancia en la
funcién y mantenimiento de los ecosistemas existentes en el
planeta, por ello las Investigaciones que puedan contribuir al
conocimiento de la Biodiversidad y su utilidad en el contexto



cultural indigena de nuestro pais, significan aportes invaluables
de gran utilidad al conocimiento del hombre.

A este respecto, la especie Gnaphalium
semiamplexicaule conocida popularmente como “gordolobo” ha
sido reportada en estudios Etnobotdnicos como una planta
utilizada en la medicina tradicional, principalmente en el
tratamiento de padecimientos tales como bronquitis, asma, tos e
irritacion en la garganta.

En lo que concierne a las plantas medicinales que se
han utilizado en nuestro pais, es necesario conocer los
principales metabolitos secundarios existentes en ellas, asi como
la posible actividad que puedan presentar. Las Investigaciones
deben continuar y encaminarse al diserio de procesos accesibles,
que permitan la produccion masiva de sustancias, que sean
disponibles para la poblacion en forma de medicamentos para
controlar las diversas enfermedades que atacan al hombre.



2.0BJETIVOS

GENERAL.

Realizar el estudio fitoquimico de la especie Gnaphalium
semiamplexicaule DC. y conocer, por medio de pruebas
preliminares, la posible actividad de los metabolitos secundarios
que puedan ser aislados de sus hojas y flores.

PARTICULARES

1.Contribuir al estudio del Género Gnaphalium, con el analisis
fitoquimico de esta especie.

2 Aislar, purificar e identificar los metabolitos secundarios
principales de Gnaphalium semiamplexicaule.

3.Determinar la actividad de los metabolitos secundarios
principales, aislados de Gnaphalium semiamplexicaule,
mediante la realizacion de los siguientes bioensayos :

- a) Toxicidad en Artemia salina Leach.
- b) Citotoxicidad en las lineas celulares MK2 y C6.

- ¢) Actividad antiinflamatoria, mediante la induccién
de edema con carragenina, en ratas.

- d) Actividad antimicrobiana, mediante el método de
difusiéon de disco. Con las bacterias : Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Mycobacterium smegmatis



3.GENERALIDADES

3.1.METABOLITOS SECUNDARIOS

Las plantas producen diversos compuestos organicos, que
al parecer, no tienen una funcién directa con su crecimiento y
desarrollo, estas sustancias son conocidas como metabolitos
secundarios, los cuales pueden dividirse en tres grupos
principales:?

3.1.1.Terpenos

3.1.2.Compuestos que contienen nitrégeno

3.1.3.Compuestos fenolicos

En la Figura 1. se muestra un esquema muy general de la

biosintesis de metabolitos secundarios en plantas vasculares
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Fig. 1 Biosintesis general de metabolitos secundarios y su interconexi6n con el
metabolismo primario de las plantas vasculares.®



3.1.1.Terpenos

Los terpenos son compuestos naturales, que se forman a
partir de Acetil CoA, por la ruta del acido mevalénico. Los
terpenos estan formados por unidades de 5 atomos de carbono,
denominado isopreno 6 2-metil 1,3-butadieno.

CH3

C— CH —

// CH
CH,

Los terpenos estan clasificados de acuerdo al numero de
unidades de isopreno que contengan. Como se muestra en la
Tabla 1.

Nombre Unidades de Numero de
isopreno - carbonos en el

esqueleto.
Monoterpenos 2 10
Sesquiterpenos 3 15
Diterpenos 4 20
Sesterterpenos 5 25
Triterpenos 6 30
Politerpenos n n

Tabla 1. Clasificacion de los terpenos.



Ruta simplificada de terpenos por la via del icido mevalénico
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3.1.2.Compuestos que contienen nitrégeno.

Una gran variedad de metabolitos secundarios contienen
nitrégeno en sus estructuras. Incluidos en ésta categoria se
encuentran los compuestos que las plantas sintetizan contra
herbivoros, llamados alcaloides, que constituyen un grupo
importante por la gran variedad de actividades que presentan.
Se encuentra ademas el grupo de los glicosidos cianogénicos, los
cuales son de gran interés debido a su toxicidad para los
humanos y sus propiedades medicinales. La mayor parte de los
compuestos nitrogenados son producto de biosintesis de
aminoacidos comunes.?

Alcaloides.

Son compuestos organicos que contienen nitrégeno y se
encuentran presentes en un 20 a 30 % del total de plantas
vasculares existentes. El atomo de nitréogeno en éstos
compuestos se encuentra generalmente formando parte de un
anillo heterociclico. Dicho anillo contiene tanto atomos de
carbono como de nitrégeno. La mayor parte de los alcaloides son
de naturaleza alcalina, de la cual deriva su nombre.®

Los alcaloides son sintetizados a partir de pocos
aminoacidos, particularmente, acido aspartico, lisina, ornitina,
tirosina y triptofano. Sin embargo, una gran parte del esqueleto
carbonado de algunos alcaloides proviene de la ruta del acido
mevalénico. Los principales tipos de alcaloides y sus
aminoacidos precursores se muestran en la Tabla 2.

Muchos alcaloides son toxicos para los herbivoros, de tal
manera que actian como defensa de las plantas contra sus
depredadores, especialmente los mamiferos herbivoros.



Un gran numero de muertes en el ganado son causados
por la ingestion de plantas que contienen alcaloides. En los
E.U., un gran porcentaje del ganado de pastoreo se envenena
cada ario por alimentarse de plantas que contienen alcaloides
que pertenecen a los Géneros Lupinus, Delphinium y Senecio.
Esto se debe al hecho de que los animales domésticos , a
diferencia de los silvestres, no han sido sujetos a la selecciéon
natural para evitar comer las plantas téxicas.®

Todos los alcaloides, producen efectos téxicos, por ejemplo
la stricnina y coniina son los alcaloides mas venenosos que se
conocen. Sin embargo muchos de ellos, como la codeina,
atropina, morfina y efedrina utilizados en dosis pequerfias son
materia prima en la farmacologia.

Otros alcaloides como la cocaina, nicotina y cafeina, son
usados con fines no médicos como estimulantes o sedativos.®



Tipo de aminodcido |
alcaloide estructura precursor ejemplo
pirrolidina Q omnitina nicotina
atropina
tropano ornitina cocaina
piperidina O lisina conina
pirrolizidina <I> ornitina retrorsina
quinolizidina @ lisina lupinina
= codeina
isoguinolina tirasina morfina
psilocibina
N reserpina
indel triptofano strionina

Tabla. 2. Diferentes tipos de alcaloides, su aminoacido precursor

y ejemplos de cada tipo.




3.1.3.Compuestos fendlicos

Las plantas producen una gran variedad de productos
secundarios que contienen un grupo fenélico (un hidréxilo unido

a un anillo aré6matico).
O

Estas sustancias se clasifican como compuestos fenélicos,
los cuales son un grupo quimicamente heterogéneo, algunos de
ellos son solubles solamente en disolventes organicos, otros son
solubles en agua, mientras que otros son polimeros insolubles
tanto en agua como en disolventes organicos.

Los compuestos fendlicos juegan un papel muy importante
en las plantas, muchos de ellos actian como defensa contra los
herbivoros y patogenos; algunos tienen una funcién como
soporte mecanico, otros como atrayentes de los insectos
polinizadores y como alelopaticos.®

Los compuestos fenolicos son biosintetizados basicamente
por 2 rutas: La via del acido shiquimico y la via del acido
malénico como se muestra en la Figura 2.

12



Eritrosa 4 acido fosfoenol

fosfato l pirtivico
Via del acido
Shiquimico )
Acetil-CoA
fenilalanina
6 tirosina via del dcido
l maioénico

acido cinamico

'

compuestos flavonoides
fendlicos simples

taninos
Lignina condensados

Figura.2. Rutas de biosintesis de los compuestos fendlicos

La mayoria de los compuestos fenédlicos son derivados de
la fenilalanina y tirosina ; el paso clave en esta biosintesis es la
conversion de fenilalanina en acido trans-cinamico por la
eliminacion de una molécula de amoniaco, catalizada por la
enzima fenilalanina amonialiasa (PAL).°® Proceso que se muestra
en la Figura 3.

cood 3| complejo

N PAL Ny de compuestos
Q—CHT cH—coon———-r> 6 AN fenolicos
&/ H

fenilalanina NHy acido trans-cinamico

Figura 3. Desaminacion de fenilalanina a acido-trans-cinamico



Divisién de los compuestos fenédlicos,
a) Compuestos fendlicos simples

Estos compuestos se encuentran ampliamente distribuidos

en las plantas vasculares, y pueden ser:

1. Fenilpropanos simples, derivados del acido trans-cinamico

H
N /COOH
/C ==c
& ] N "

A
HO

OH  Acido cafeico

C
con un esqueleto de carbono basico 3
2. Lactonas de fenilpropano (ésteres ciclicos)

cumarinas
GBY
(o]

Umbelliferona

C
con un esqueleto de carbono basico 3
3. Derivados del acido benzoico

i
CH @COOH
HO' OC: Ha OH
vainillina acido salicilico

C
con un esqueleto de carbono basico !

llamadas .



Muchos compuestos fenodlicos simples juegan papeles
importantes en las plantas, como defensa contra insectos,
bacterias y hongos. De especial interés es la fototoxicidad de
ciertas cumarinas llamadas furanocumarinas , las cuales tienen
un anillo de furano extra. Estos compuestos no son toxicos,
hasta que son activados por efecto de la luz . Las
furanocumarinas activadas por este proceso pueden reaccionar
con la doble hélice del DNA y unirse a las bases pirimidicas,
citosina y timina, bloqueando asi la transcripciéon, y provocando
la muerte de la célula.®

b) Ligninas

Las ligninas, después de la celulosa, son los compuestos
organicos mas abundantes en las plantas. Estos compuestos
son polimeros altamente ramificados de grupos fenil
propanoides, como son los alcoholes p-cumarilico, coniferilico y
sinapilico, los cuales son sintetizados de fenilalanina via los
derivados del acido cinamico, unidos de manera compleja en
una estructura en tres dimensiones.® Las estructuras de estos
alcoholes se muestran a continuacion :

.\ CH ;0H M\ /cu 20H "\ /CH 20H
c=c HyCO cC=c c —=—c
d AN - N 7 AN
H H H
HO HO HO
OCH, OCH,
alcohol  coniferilico alcohol  sinapilico alcohol p-cumarilico

c) Taninos.

Los taninos son polimeros fendlicos que junto con las
ligninas actian en los herbivoros como disuasivos de la
alimentaciéon. Los taninos son utilizados industrialmente en el
curtido de pieles. En este proceso los taninos se unen al
colageno de la piel de los animales, incrementando su



resistencia al calor, agua y patégenos. Existen dos categorias de
taninos ; condensados e hidrolizables.®

1. Taninos condensados, son compuestos formados por
la unién de unidades de flavonoides y son los principales
constituyentes de las plantas lefiosas. Los taninos condensados
se hidrolizan para formar antocianidinas por tratamiento con
acidos fuertes.®

OH

OH

2.Taninos hidrolizables, son polimeros heterogéneos que
contienen acidos fendlicos, especialmente acido galico y
azucares simples. Estos son mas pequefios que los taninos
condensados y pueden ser hidrolizados mas faciimente, usando
acido diluido. Su peso molecular fluctuia entre 600 y 3000
unidades de masa.

El ganado, los venados y los simios, son los principales
mamiferos que evitan la ingestion de las plantas o parte de las
plantas con alto contenido de taninos. Ademas los taninos
actuan en las plantas como defensa contra microorganismos
tales como hongos y bacterias, evitando la descomposicién de
los tejidos.®




=0
H 'OH
H A) Taninos hidrolizables
Hi OH
H

d) Flavonoides

Los flavonoides constituyen uno de los grupos mas
abundantes de compuestos fendélicos en las plantas.

El esqueleto basico de este grupo esta constituido por dos
anillos aromaticos y un puente de 3 atomos de carbono,
haciendo un total de 15 carbonos.

(ooy—e—{cs

Esta estructura resulta de 2 diferentes rutas biosintéticas,
el puente y uno de los anillos aromaticos {anillo B) son una
unidad de fenilpropano sintetizada de fenilalanina producto de
la ruta del acido shiquimico. El otro anillo aromatico (anillo A) es
originado de 3 unidades de acetato por la via del Aacido
malénico.®
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Clasificacion de los flavonoides

Los flavonoides se clasifican en tres grupos principales,
basados en el grado de oxidacién del anillo € : 1) Antocianinas,
2) Isoflavonas, 3) Flavonas y flavonoles.?

1) Antocianinas

Las antocianinas son pigmentos flavonoides muy
abundantes en las plantas, responsables de la coloracién roja,
rosa, purpura y azul, tanto de las flores como de los frutos.
Ademas juegan un papel importante en la atraccion de
polinizadores y dispersores de semillas.

Las antocianinas son flavonoides oxigenados
principalmente en las posiciones 3,5,7 y 4° y con un azucar
unido generalmente en la posicion 3.9

OH
[
®
HO. o #
O-aziicar

OH

2 ) Isoflavonas.

Las isoflavonas son un grupo de flavonoides en los cuales
el anillo B se cambia’ de la posicion 2 a la posicién 3 del nucleo
flavonoide. Estas se encuentran principalmente en legumbres y



tienen diferentes funciones. Algunos como los rotenoides,
muestran actividad insecticida muy fuerte, mientras que otros
tienen efectos antiestrogénicos y causan infertilidad en
mamiferos.®

Hace algin tiempo, los isoflavonoides fueron mejor
conocidos por su papel como fitoalexinas, compuestos
antimicrobianos que se acumulan en altas concentraciones en
las plantas después de haber sido infectadas por hongos o
bacterias. Algunos investigadores han sugerido que las
fitoalexinas son metabolitos formados en la planta en estado de
estrés, como : heridas, bajas temperaturas, altos niveles de luz
U.V. yla aplicaciéon de fungicidas o sales de atomos pesados.®

HO o

2!
OH

3) Flavonas y Flavonoles.

Estos flavonoides se encuentran ampliamente distribuidos
en las plantas, absorben luz a longitudes de onda mas cortas
que las antocianinas, por lo que los insectos como las abejas
pueden detectar las sernales atrayentes de las flavonas y
flavonoles. Investigadores de la Universidad de Purdue han
mostrado que los flavonoles en las flores frecuentemente forman
patrones simétricos, llamados guias de néctar. Estos patrones
son conspicuos para los insectos y le ayudan a localizar el polen
y néctar en las plantas. Las flavonas y flavonoles no solamente
se encuentran en las flores, también estan presentes en las
hojas de todas las plantas. Se ha sugerido que estos flavonoides
protegen a las células de una excesiva radiacion ultravioleta,
debido a que ellos absorben 1luz fuertemente en la region U.V,,
dejando pasar la visible. Se ha demostrado también que cuando
se exponen las plantas a un exceso de luz U.V. 10, se aumenta
considerablemente la sintesis de flavonas y flavonoles. El
flavonol quercitina y la flavona apigenina han sido implicados




como reguladores endégenos del transporte polar de las
auxinas.®
| HO. o}
HO O J
I OH
Flavona oH fo]
OH o flavonol
3.2.2.Actividad Biolégica de flavonoides.
Las investigaciones realizadas sobre las actividades

biolégicas de los flavonoides han demostrado que poseen
diferentes efectos farmacolégicos. En la Tabla. 3. Se muestran
algunos flavonoides aislados de plantas medicinales, que han
mostrado actividad en diferentes bioensayos.

Tabla 3. Flavonoides con actividad biologica.

2)4"-hidroxi-
3,3°,5,6,7-
pentametoxi-
flavona

3)5,4°-dihidroxi-
6,7-dimetoxi-
flavona

Nombre Estructura aislada de Actividad Referencia
1)3,3°,4°,5,7- OH
pentahidroxi- o </ \S Inhibe el crecimiento
flavona ”OW —/oH de la fase larvaria de
. Ostrinia nubialis
uercetina X
@ ) oH O on comercial (Lepidoptera) la cual

McO o , D"OH
MeO Artemisia
OH O Judaica

Chrysosplenium

afecta los cultivos
de maiz

efegt(_) 12
antiviral

modificacion

en el tono de las
contracciones

del ileon de cerdo 13
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Tabla 3. Flavonoides con actividad bioldgica.

Nombre

Estructura

aislada de

Actividad

4)5,3 -dihydroxi-
3,6,7,8,4penta
-mcto-
xiflavona

5)3,5-dihidroxi-
6,7,8-
trimctoxi-
3", 4 'metilen
dioxiflavona

6)4 hidroxi-
3,5,7,3°
-tetra-
metoxiflavona

7)quercetagetina

8)5,7,3'-
trihidroxi

-3,6,4'-
trimetoxi-

flavona

3,7,2°,4°
-tetrametoxiflavona

. . McO
9)5,5"-dihydroxi-

Zieridium
pseudobtusifolium

Melicope
triphylla

Melicope
triphylla

Artemisia
annua

Tanacetum
microphylum

Brayanum

OH Chrysosplenium

citotoxicidad en

celulas KB

inhibe la union

de la tubulina 14
durante la

mitosis

citotoxicidad en A-549

(ad i de pulmoén)
HT-29 (adcnocarcinoma

de colon) KB (carcinoma | §
cpidermoide y P-388
(leuceniia linfocitica de ratdn)

citotoxicidad cn A-549
(adenocarci a de pulmaon)
HT-29 (adenocarcinoma

de colon) KB (carcinoma
cpidenmoide v P-388 15
(lcucemia linfocitica de raton

citotoxicidad

en las lineas

celulares

P-388, A-549, 16
HT-29,MCF-7

y KB

actividad
antiinflamatoria
y antiulcerosa
en ratas

citotoxicidad
en células KB 18

Referencin
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Tabla 3. Flavonoides con actividad biolégica.

{e]
Bersama
. HO "
13)abyssinona V abyssinica
o R=CHCI{=CMc,

Nombre Estructura aislada de Actividad Referencia
10)crisina O
HO O Chrysanthemum efecto 19
morifolium anti-VIH
OH O OMe
11)4"hidroxi- OH citotoxicidad
3,5,73"- MeO o. Melicope linea celular
tetrame triphylla P-388(leucemia
toxiflavona OMe tinfocitica de
McO O ratén)
McO, OMe
12)5- hidroxi- ..

% 7,245 M o. Calliandra bactericida
-tetrametoxi- OMe  californica Straphylococcus
flavona aureus,Bacillus 2}

OH o R subtilis
. bactericida
Gram + - 22

14)1,5,8- OH
trihidroxi-3 ~ MeO ©
~-metoxi-7(5",
7,37 4" ~tetrahi- OHO koo C}og"‘
droxi-6’-(B -D HO .
glucopiranosil-4° o oHO Swertia accién inhibitoria
-oxi-8’-flavil) H francheriana fie la transcriptasa 54
Xanthona HO oH inversa de VIH
OMc
L HO Q. ..
1S)centaureidina Tanacetum accion .
MeQ OMe microphyllum antiinflamatoria 24
OH O
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3.3.Ubicacién Taxonémica de la especie :

Este estudio se realizo en la especie Gnaphalium
semiamplexicaule cuya ubicacion Taxonémica es la siguiente2s:

Divisién : Magnoleophyta.
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Asteridae
Orden: Asterales
Familia: Compositae
Tribu: Inuleae
Subtribu : Gnaphalinae
Género : Gnaphalium

Epiteto Especifico :Gnaphalium semiamplexicaule D.C.

3.4.FAMILIA COMPOSITAE

La familia Compositae es una de las familias mas
numerosas de Angiospermas: comprende unos 1100 géneros y
25000 especies, la mayoria de sus miembros son arbustos o
hierbas de hojas persistentes, plantas herbaceas vivaces con
raices tuberosas, anuales o bianuales ; son poco abundantes los
arboles, son raras las epifitas y las verdaderamente acuaticas.

Algunas especies montanas y de islas tropicales, son
herbaceas gigantes, muchas son rupicolas, otras verdaderas
lianas, la mayor parte tienen tallos y hojas carnosas, pertenecen
a ésta familia: lechugas, alcachofas, girasoles, margaritas,
crisantemos, dalias, dientes de ledn, malas hierbas y los cardos.

Las compuestas se distribuyen por todo el mundo, a
excepcion de los territorios antarticos. Estan bien representadas
en las regiones semiaridas de los tropicos y subtropicos, como
la region mediterranea, México, region del Cabo en Africa del
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sur y formaciones de sabanas arboladas, arbustivas y herbaceas
de Africa, Sudameérica y Australia.

Las plantas de la familia Compositae tienen hojas alternas
u opuestas, rara vez verticiladas, sin estipulas, simples
(raramente opuestas), con nervaduras pinnadas o palmeadas,
sentadas o pecioladas, en su mayoria con base auriculada o
envainadora, aunque bien pueden ser dentadas. Esta familia

se caracteriza por tener canales resiniferos o vasos laticiferos.
26,27

Una gran parte de las plantas medicinales utilizadas en
nuestro pais se encuentran dentro de esta Familia. En la Tabla
4, se muestran algunas de las mas representativas.

Como resultado de los estudios fitoquimicos realizados a
éstas especies, se han aislado diferentes compuestos, tales como
flavonoides, terpenos, alcaloides y glicosidos. 28,29

Entre los compuestos aislados de la Familia Compositae y
que son de gran importancia alimentaria estan la absinthina
(lactona sesquiterpénica) y el stevigsido, la absinthina es una
substancia amarga, que ha mostrado actividad protectora
contra el ataque de insectos (aislada de Artemisa absinthium ) .
Mientras que el stevidosido es un glucésido diterpénico (aislado
de Stevia rebaudiana), con una acciéon edulcorante que es 300
veces mayor que la de la sacarosa y 20 veces mayor que la
sacarina, por lo que ha reemplazado a la sacarosa y a muchos
de sus sustitutos sintéticos 3°
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Familia Compositae

Tabla. 4. Plantas medicinales utilizadas en nuestro pais que pertenecen a la

Nombre Clentifico Nombre wvulgar Uso tradicional
1.Heterotheca inuloides Cass. 4dmica mexicana contusiones
2.Tagetes erecta L. cempazuchil pacho, colicos,
y antibelmintica
3.Artemisa mexicana Willd. estafiate i i 4q
reumatismo
v Calendata afficinalis L. Tl oon propicdad:
antiinflamatorias y
S.Brickellia squarrosa Cav. Prodigiosa para combatir la atonfa

secretora y motriz del Ap.
digestivo.

6.Selloa glutinosa Spreng.

pericén, tatalencho

antirreurndtico, analgésicoy
antidiarrcico

'[7.Calea zacatechichi Schitdl, zacatechichi combatir la temperatura,
diarrca, enfermedades
hepdticas

8.4 Cerv. p facilita el parto, secrecion de
leche, abortivo

9.Artemisa absinthium L. ajenjo cnojos, dolor de cstémago,
bilis

10.Cirsum conspicum (Don) cardo santo calcntura , diabetes

Sxh.Bip.

11.Chrysanthemum parhenium Santa Maria dolor de hucsos y de
cstdmago, susto

12 Matricaria recutita L. manzanilla conjuntivitis,célicos, diarrca

13.Tagetes micrantha Cav. Anfs calmante, vomito, susto

14.Letuca sativa L. lechuga dolor de irfiones

15.Zaluzania robinsonii Sharp. Limpia una diarrea, susto, vémito

16.Verbesina persifolia DC. Huichin heridas

17.Eup ium petiolare da, peston reumatismo, diarrca

AMoc,)DC

18.Senecio salignus. Jara dolor de espalda

19.Bidens pilosa L. acahual problemas en los riflones

20.Gnaphalium Gordoloba irritacién cn la garganta,

semiamplexicaule DC. asma
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3.5.Tribu Inuleae

La tribu Inuleae es cosmopolita y se encuentra bien
representada en la flora Europea, con 27 Géneros y 116
especies, siendo especialmente abundante en Sudafrica,
Australia y el Continente americano. Existen en el mundo
aproximadamente 200 Géneros y 2000 especies. Esta Tribu
incluye una seleccion de plantas que han sido apreciadas por el
hombre, debido a sus propiedades medicinales. Tres de las
mejor conocidas como medicinales son: Jnula helenium,
Pulicaria dysenterica y Antennaria dioica, algunas de las raices
de Inula helenium han sido utilizadas como golosinas, (debido a
que las compuestas también se caracterizan por almacenar
polisacaridos basados principalmente en fructosa), asi mismo
las hojas de Jnula y Pulicaria han sido empleadas por su
propiedad insecticida.

De la tribu Inuleae se ha estudiado la composicion
quimica del 5 al 10% de las 2000 especies comprendidas en
ella.

Investigaciones quimicas detalladas de los géneros Blumea,
Gnaphalium, Helichrysum e lnula, han permitido obtener 16
lactonas sesquiterpénicas. Se han aislado también algunos
flavonoides del Género Gnaphalium. Asi mismo se encuentran
datos en la literatura referentes a la obtenciéon de alcaloides,
polioles, ciclitoles, lipidos y poliacetilenos para dicha tribu.

Los flavonoides han sido estudiados en gran detalle en
Helichrysum . De la misma manera se han realizado estudios de
terpenos simples en Blumea balsamiferay Sphaeranthus indicus

También se han encontrado 19 diterpenos en /nula y
Royleana

En general, los patrones de lactonas, en la Tribu Inulae
son similares a los encontrados en la Tribu Heliantheace.

Los patrones de triterpenoides en esta tribu pueden ser de
interés sistematico3launque los datos acumulados hasta ahora
son bastante escasos
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En lo que respecta a los flavonoides, parece ser que no hay
informacién de antocianinas en la tribu, esto es, quiza porque el
color amarillo es predominante en las flores.

Se han realizado estudios de flavonoides de ésta Tribu,
principalmente de los Géneros Gnaphalium y Helichrysum. Las
especies de Gnaphalium analizadas son, G. affine, G. multiceps y
G. obtusifolium, 32

3.6.Género Gnaphalium

El Género Gnaphalium L. comprende 230 especies
dispersas por todo el mundo. 33 Estas se caracterizan por la
ausencia de ligulas, cabezuelas con mas de 10 flores, con varias
series de ellas femeninas y filiformes y algunas o varias flores
hermafroditas centrales; bracteas involucrales escariosas o
papiraceas, y la ausencia de paleas.

En nuestro pais se le encuentra predominantemente en
sitios montariosos, alpinos ) en zonas semisecas,
frecuentemente como elementos de vegetacion secundaria o
francamente como malezas, encontrandose la mayor diversidad
en las zonas montariosas, en coincidencia con los patrones
generales de distribucion y diversidad de las compuestas 34

El trabajo que se ha realizado sobre Gnaphalium de México
se concentra mayormente en la descripcion de especies nuevas
en su tiempo, a la enumeracion de las especies presentes en
determinadas regiones del pais y en mucho menor medida en la
elaboracion de tratamientos taxonémicos requeridos en floras
regionales. En éstos estudios son frecuentes los registros
incompletos, identificaciones equivocadas y la aplicacion de
sinonimias.3%

En la antigliedad, al parecer los aztecas en el Valle de
Meéxico, conocian y usaban una. o varias especies del género,
pues Hernandez 45 menciona una planta llamada “Popotli”, de la
que escribe lo siguiente “Es una especie extranjera de
Gnaphalium con flor blanca, espigada y que al fin se deshace en
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vilanos. Es una hierba vellosa y buena contra las diarreas y
ulceras . Es de naturaleza fria y salivosa, algo astringente . Nace
junto al volcan” (Historia Natural de la Nueva Espaiia, Libro XV,
cap. LXVII). Otra menciéon probable de Gnaphalium se encuentra
en el Libro I, cap. CLX, donde se encuentra una ilustracién del
Segundo “Tzonpotonic”, similar a las plantas del género, cuya
descripcion dice ..... “Asi llaman los Quauhquechullenses a
cierta especie extranjera de helicriso de raiz ramosa y fibrosa,
hojas de sauce o de coniza, asperas y vellosas, flores de helicriso
blanco con amarillo y con el centro rojo, naturaleza caliente y
olorosa y mucilaginosa....... Hay otras plantas del mismo nombre
y poco diferentes en forma que no cuidamos de pintar ni
describir porque tienen las mismas propiedades”.

Quienes mas han aportado a la descripcion de especies
nuevas al género han sido : Humboldt , Bonpland y Kunth 36 ;
De Candolle, 37 Cabrera 38, D "Arcy3®® y Goodfrey.t® Las listas
sobre la presencia de Gnaphalium en la vegetacién de México,
son obra de: Sessé y Mocifio 35, Hamsley4!, Urbina 42, Shreve,
Wiggins 43, y McVaugh. 44

Entre los numerosos colectores botanicos que han
explorado la cuenca de México y que han contribuido con
ejemplares de Gnaphalium se encuentra Bourgeau, que a través
de sus colectas (1865-1866) adiciona las siguientes especies al
conocimiento del género en la regidn :G.luteo-album, G.
americanum, G. roseum, G.semiamplexicaule y G.spicatum,3s

En los estudios Etnobotanicos realizados de Gnaphalium en
México se describen, las siguientes especies como medicinales2?

Gnaphalium conoideurn H.B.K.conocida como “gordolobo” en el
estado de Sinaloa es usada contra dolor de garganta , diarrea y
tos.

Gnaphalium inomatum D.C. conocida como “gordolobo” en

Villa Hidalgo y Yarg lao (zapoteca) en Oaxaca es utilizada para el
dolor en general .

Gnaphalium oxyphyllum y G. viscosum H.B.K. son utilizados
contra las tulceras en Quimixtlan, Puebla y se les conoce como
canelilla.
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Existe un Gnaphalium sp que es utilizado en  Misantla,
Veracruz contra granos.

Gnaphalium semiamplexicaule es utilizado contra la tos
principalmente en el centro del pais ?° (D.F., Hidalgo, Tlaxcala y
Edo. De México).

En lo referente a estudios realizados sobre Gnaphalium en
otros paises se tiene la siguiente informacién:

Gnaphalium  arenarium que se distribuye en Dinamarca,
Inglaterra y Japon, se describe como planta medicinal. Se usa
contra la disenteria y también para la preservacion de ropa de
lana evitando la polilla. En Japdén se emplea como sustituto del
tabaco. ¢

Gnaphalium cymosum  es utilizada en los paises antes
mencionados como aromatizante de ambientes. 46

Gnaphalium stoechas que se distribuye en Inglaterra, Esparnia,
Italia y Francia , se emplea como expectorante, las flores son
usadas como atenuantes de cualquier dolor. 46

Gnaphalium polycephalum es utilizado contra algunas formas de
artritis. 46
Gnaphalium uliginosum se distribuye en muchos paises de
Europa y se usa para evitar el crecimiento de las anginas y
como infusién astringente 46,

Algunas especies se han estudiado fitoquimicamente y los
resultados se muestran en la tabla. 5.
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Tabla 5. Compuestos aislados de algunas especies pertenecientes al Género

Gnaphalium
. compuesto Actividad
Epiteto omp Estructura Biologi .
Especifico aislado iologica Referencia
GA-1=5,7,4"-trihidroxy-6- oH "
metoxiflavona o ©’ no se realizaron
Graphali ((hispidulina) i pruebas de
i ioides G2-2=T-alucssido de actividad 47
hispidutina McO OH O biolédgica.
' Ga-l R-OH
Ga-2 R~ O glucosa
*2 Flavonas no se realizaron
Gnaphalium 1, R=R'=H pruebas de
undulatum 2. R=OMc;R'=Me actividad
*! ditcepeno biologica. 48
. *5,7-Dihidroxy- no se realizaron
C;'naphalmm 3,6,8-Trimetoxi- prucbas de
elegans
& flavona actividad
biolégica. 49
Graphalirm no se realizaron
graveolens y ~ Diterpenos pruebas de
Gnaphalium activi d'ad 50
pellitum biologica.
) McO no se realizaron
Gnaphalium * 5 Hidroxy-3,7,8 pruebas de
robustum trimetoxiflavona actividad 51
biologica.
no se realizaron
Gnaphalium " prucbas de
obtusifolium Gnaphaliina actividad
biolégica. 52
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3.7.Descripcién de Gnaphaliumn semiamplexicaule

Gnaphalium semiamplexicaule D.C. Hierba perenne, erecta,
de 40 a 50 cm. de altura, con ramificacion profusa por lo
general ; tallos cubiertos con indumento lanoso-aracnoideo
denso y adpreso o aracnoideo laxo y flocoso; hojas sésiles,
oblongo-lanceoladas a lanceoladas, de 12 a 90 mm. de largoy 3
a 20 mm. de ancho, con el apice agudo a acuminado, margen
liso o repando, base auriculada, semiamplexicaule, en ocasiones
muy brevemente decurrente, conspicuamente bicoloras por lo
general, con indumento escaso a densamente hirsuto en el haz,
donde también puede o no haber lana aracnoidea en extremo
laxa, envés densamente lanoso o lanoso-aracnoideo laxo y
flocoso ; inflorescencia corimbosa, paniculada o paniculado-
corimbosa ; cabezuelas estrechamente cilindricas a cilindricas,
de 3 a 5 mm. de largo y 2 a 4 mm. de diametro, lanosas en la
base, con 3 a 4 series de bracteas cuyo nuiimero varia entre 16 y
24, las exteriores ovado-lanceoladas a elipticas con apice agudo
a acuminado, lanosas, las anteriores linear-lanceoladas a
oblongo-lanceoladas, de apice agudo a caudado, glabras, todas
las bracteas tienen color blanquecino la mayoria de las veces o
amarillo limén muy claro y en ambos casos son lustrosas ; con
(2) 3 a 5 (8) flores hermafroditas y 15 a 36 femeninas ambos
tipos de flores de 2.8 a 4.2 mm. de largo y con el apice de la
corola café o amarillo y el resto blanco-verdoso o toda la corola
blanca ; aquenios oblongos u obovados, de 0.6 a 0.8 mm. de
largo y aproximadamente 0.3 mm de ancho, de color café
ambarino, mediante comprimidos, papilados y finamente
estriados, cerdas del vilano blancas desprendiendose del
aquenio libres entre si. Especie extremadamente variable y
estrechamente relacionada con G. oxyphyllum. Es muy probable
que G. bicolor Bioletti, G. pringlei Gray, G. semilanatum (DC)
McV. Y G. semiamplexicaule pertenezcan a un mismo taxén o
formen parte de un complejo 25 Habita en clima templado entre
los 2000 y los 3000 msnm, asociada a vegetacién perturbada de
pastizal, bosques de encino, de pino y mixto de pino-encino.

En la Figura 4. Se muestra un aspecto general de la
especie.
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3.8.Propiedades medicinales que se le atribuyen G.
semiamplexicaule :

Las propiedades medicinales que se le atribuyen
popularmente a esta planta se relacionan con la cura de
padecimientos respiratorios como bronquitis, asma e irritacion
de la garganta (Veracruz), pero su uso mas frecuente, es contra
la tos, (D.F., Hidalgo, Tlaxcala y Edo. de Méx.).29

En el tratamiento de estos padecimientos se emplea la
parte aérea preparada en infusion y administrada por via oral.
Asi mismo se le ocupa para lavar heridas, granos y para
estimular la circulaciéon sanguinea en varices y hemorroides.
Sus aplicaciones terapéuticas no se han validado
experimentalmente. 53.54

Cabe mencionar que Meckes-Lozoya, describen un estudio
donde se utiliza la infusion del extracto acuoso de Gnaphalium
semiamplexicaule, la cual mostréo actividad en relajacion de
musculo liso en ileum de cobayo y estimulante uterino ; ambos
ensayos se aplicaron en perro. El extracto se probo a la
concentracion de 40 pl de extracto/ml de soluciéon buffer.55

En la Figura 5. Se ubican los principales estados de la
Republica donde se describe a esta planta como medicinal.
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Figura 5. B Estados de la Republica donde se reporta a
Gnaphalium semiamplexicaule como planta medicinal
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3.9.Descripcion del drea de colecta de G. semiamplexicaule.

Gnaphalium semiamplexicaule se colecté en la Ciudad
Universitaria, D.F. en el mes de noviembre de 1995, zona
geografica que pertenece a la cuenca de México.

La cuenca de Meéxico, mal llamada “Valle de México” es
una cuenca hidrolégica, endorréica situada en el extremo sur de
la altiplanicie mexicana. De los aproximadamente 7500
kiléometros cuadrados que posee, 5/8 lo son de terrenos planos
y 3/8 de zonas montarnosas

Geograficamente la cuenca de México forma parte del eje
volcanico transversal. Muestra altitudes que oscilan entre 2200
y 5450 msnm y las coordenadas correspondientes a sus puntos
extremos son: 19 027y 20 12°de latitud norte, 98 28" y 93 32°de
longitud oceste .

La region posee climas semisecos (BS) o templados (C) en
la mayor parte de su extension y frios (E) en los lugares con
altitudes mayores de 4000 m. 56 En cuanto a la vegetacion, los
principales tipos son los siguientes: bosques de coniferas {(Abies,
de Pinus, de Juniperus), bosque mesoéfilo de montaria, bosque de
Quercus; matorrales de Quercus o xerdfilos, pastizales,
vegetacion halofila y vegetacion acuatica. Todos estos tipos de
vegetacion, excepto la acuatica, poseen representantes de
Gnaphalium 35
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4.MATERIAL Y METODOS:

Al inicio de este trabajo se realizé6 una revisién bibliografica
de la especie a estudiar asi como de otros antecedentes
relacionados con este estudio.

Para cumplir con los objetivos planteados en este trabajo,
el estudio se dividi6 en dos partes :4.1.analisis fitoquimico, el
cual consisti6 principalmente en el aislamiento de los
metabolitos secundarios de G. semiamplexicaule, mediante la
técnica de cromatografia en columna y 4.2.Pruebas preliminares
donde se probé la actividad de los metabolitos aislados en los
diferentes bioensayos.

4.1.Anilisis fitoquimico

Para la realizacion de este analisis , primero se efectuéd la
colecta del material vegetal en la Ciudad Universitaria, el 17 de
noviembre de 1995. Para confirmar la ubicacion taxonémica de
la especie, se consulté al Dr. José Luis Villasefior quién efectud
la determinacion del ejemplar como Gnaphalium
semiamplexicaule DC., en el Instituto de Biologia de la UNAM.

El proceso se inicié con el secado de la planta, dejando la
misma en un lugar ventilado y seco por 7 dias, las flores y hojas
una vez secas se trituraron y pesaron.”

Un total de 265 g. de hojas y flores trituradas se colocaron
en un frasco Pyrex con capacidad de 20 litros aproximadamente,
para adicionarles 8 litros de éter de petréleo utilizado como
disolvente, este material se dejo macerar durante 72 horas, a
temperatura ambiente, debidamente cubierto para evitar la
evaporacion del disolvente utilizado. Después de este lapso el
extracto fué separado del material vegetal y el disolvente fué
eliminado, mediante destilacién a presién reducida en un
rotavapor Biichi waterbath B-480.
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Este extracto se separd en sus componentes, mediante una
cromatografia en columna, utilizando una columna de 60 cm. de
largo X @=7.0 cm, empacada con silica gel de tipo 60 de
tamario de particula 0.063-0.200 mm, la cual fué denominada
columna A. Esta fue eluida con éter de petrdleo, mezclas de éter
de petroleo-acetato de etilo y de acetato de etilo-metanol,
aumentando gradualmente la polaridad. Se obtuvieron 36
fracciones de 20 ml cada una, que fueron monitoreadas por
cromatografia en capa fina, utilizando cromatofolios de aluminio
con silica gel 60 de 0.25 mm. de espesor con indicador
fluorescente UV 254 y usando como revelador una solucién de
sulfato cérico al 1% en acido sulfairico 2N o con lampara de luz
uUv.

Las fracciones 17 a 20 eluidas con mezclas de éter de
petroleo-acetato de etilo (7 :3) y (1:1) se reunieron dando un
peso de 5.2 g. los cuales se disolvieron en metanol caliente y se
percolaron a través de una columna de celita-carbén activado
(1:1) para eliminar las clorofilas que se encontraban presentes.

El residuo obtenido (4.6 g). se purifico por cromatografia en
columna de silica gel de 40 cm de largo X ©= 4.5 cm, la cual se
denominé columna B. Se usaron los mismos eluyentes que en la
columna A. De esta columna se colectaron 100 fracciones, las
cuales fueron monitoreadas por cromatografia en capa fina. De
las fracciones 33-35 se obtuvieron 1.8 g de cristales amarillos
por cristalizacion con éter de petréleo ; a éstos se les determiné
su punto de fusion, en un aparato de Fisher-Johns. El punto de
fusiéon de estos cristales fué de 151-154"C.

Este compuesto fué denominado GA 33-35 y se le
realizaron los siguientes analisis :

1. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de
Hidrogeno (RMN!H) y 2. Resonancia Magnética Nuclear de
Carbono 13 (RMN1!3C), en un espectréometro Varian Gemini 200
(200 MHz} y en un Varian Unity 300 (300 MHz) 3.
Espectrometria de Masas de Impacto Electrénico (EMIE)
determinado en un espectrémetro de masas Hewlett Packard
Mod. 5985-B, a una temperatura de 250 °“C y 4.
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Espectrofotometria en el Infrarrojo. En un espectrofotémetro
Perkin-Elmer Mod. 283-B y en un Nicolet FTIR Mod. DIP-360 7

Posteriormente una muestra del compuesto GA 33-35 (87.3
mg) se disolvido en 1 ml. de piridina y se le adicioné 1 ml. de
anhidrido acético. Se dejéo reaccionar por un periodo de 12
horas, al cabo de las cuales los reactivos fueron eliminados a
presioén reducida y el residuo fué purificado por cromatografia
en capa delgada preparativa obteniéndose 52.5 mg del acetato.

Al que se le determind un analisis de RMN!H (Espectro 1),
mediante el cual, se dedujo su estructura Quimica.

El proceso de aislamiento se esquematiza en la Figura 6.
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4.2.Pruebas preliminares.

El metabolito aislado se sometié a los siguientes ensayos
biologicos :

a) Toxicidad en Artemia salina Leach.
b) Citotoxicidad en las lineas celulares MK2 y C6.

c) Actividad antiinflamatoria mediante la induccién de edema
con Carragenina, en ratas.

d) Actividad antimicrobiana mediante la prueba de sensidiscos
con las bacterias : Staphylococus aureus, Escherichia coli y
Mycobacterium smegmatis

a). TOXICIDAD EN Artemia salina Leach.

Este bioensayo emplea como modelo al crustiaceo Artemia
salina para inferir acerca de la actividad citotoxica de las
sustancias, por lo que puede tener diferentes aplicaciones tales
como : analisis de residuos de pesticidas, micotoxinas, rios
contaminados, anestésicos, toxinas de dinoflagelados,
cocarcinogenicidad de ésteres de ferbol (anticancerigeno) y
toxicos en el medio marino.

Para obtener las larvas del crustaceo Artemia salina Se
preparan 500 ml de una solucién de agua salada que contiene
todos los componentes del agua de mar (preparada con Instant
Ocean marca Acuatic Systems), a una concentracion de 37.5
g/1; de la que se virtieron 250 ml a un estanque (6 recipiente de
incubacion) previamente dividido en una parte oscura y otra
iluminada.

Los huevos de A. salina se colocaron en la parte oscura del
recipiente y se incubaron a una temperatura de 24-25 °C, por
un periodo de 48 horas (transcurrido este lapso las larvas de A.
salina eclosionan).

Posteriormente se prepardo una solucion madre (stock) de
Smg del metabolito aislado/5 ml de agua salada.
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De esta solucién se tomd con una micropipeta la cantidad
necesaria para obtener las concentraciones de 10, 25, 50 y 100
ppm. en un volumen final de 5 ml. A cada una de las diferentes
concentraciones se les adicioné 0.02 ml de DMSO, para facilitar
la disoluciéon del metabolito en el agua salada, asi mismo se
emplearon 2 testigos el de agua salada y agua salada-DMSO.

A cada concentracion se le agregaron 10 larvas de A. salina
capturadas previamente de la parte iluminada del recipiente de
incubacién (las larvas de A. salina presentan fototropismo
positivo). Se mantuvieron a una temperatura de 24-25 ° C
durante 24 horas. Después de este lapso se cuantifico la
mortalidad de las larvas. Para cada solucién se realizaron tres
repeticiones y los resultados se analizaron con el programa de
computo Finney- Purde 57

b) CITOTOXICIDAD EN CELULAS MK2 Y C6.

En una placa con 96 pozos se colocaron 5X103 (células
MK2 y C6) por pozo en 100 ul de medio, 100 ul de la sustancia
a probar en solucion del mismo medio de cultivo al que se le
agregaron 3% de PG (0.3% de DMSO) lo que quedé a la
concentracion final de 1.5% de PG . De cada concentraciéon de la
sustancia a probar se hicieron 3 repeticiones y el control.

Se incubaron a 37°C (en 5% de CO2) por 24 horas y
subsecuentemente se les afiadieron 1uCi (50 ul) de 3H-timidina
en el mismo medio y se incub6 por 18 hrs a 37°C. Los cultivos
se cosecharon usando un equipo automatico que lisa, aspira a
las células y transfiere el DNA a papel filtro que se transfiere a
la vez, a viales con liquido de cintilacién para medir la
radiactividad de cada uno de ellos.

c} ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

La actividad antiinflamatoria se determiné en ratas macho
Wister, usando la prueba de edema inducido con carragenina,
descrita por Winter y Col. 58
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La inflamacién fué inducida por inyeccién subcutanea de
carragenina (1%) en la pata trasera derecha de la rata y el
incremento de volumen de ésta, se registr6 con un
Pletismometro (Ugo Basile).

Antes de cualquier tratamiento, el volumen promedio de la
pata (Vo), fué determinado después de 3 o 4 mediciones y no
diferia por mas del 4% (precisién del aparato) .

El metabolito disuelto en DMSO (1%), fué mezclado con
aceite de maiz y administrado en dosis de 100mg/Kg. El testigo
también conservé la misma proporciéon de DMSO y aceite de
maiz.

Tanto el metabolito como el testigo se administraron por
via oral 60 minutos antes de la inyeccidon de carragenina y a
partir de este tiempo se tomaron las lecturas de los cambios de
volumen (Vf) a la 1a,2a,3a,4a y 5a horas siguientes.

EL porcentaje de edema se calculd de acuerdo a la
siguiente expresion :
% Edema = (Vi- Vo) 100
El porcentaje (I) de inhibicién se calculé usando la
siguiente proporcion :

[ (V. — Vo)conlrol -_— ( vV, — Vo) tratamiento ] X100

%I =

(VI —_ Vo) control

d) ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Para determinar la actividad antimicrobiana se utilizé el
método de difusion del disco en agar,5® empleando discos de
papel filtro de 7 mm de diametro. Los discos se impregnaron con
el compuesto previamente disuelto en DMSO a la concentracion
deseada. Se dejaron secar y se colocaron en la superficie de
medio de cultivo. Se utilizé6 medio No.l para antibiéticos (marca
Bixon) para las bacterias Staphylococcus aureus y Escherichia
coli. Para Mycobacterium smegmatis se usé agar Micobacteria
(Bioxon). Los discos se incubaron durante 24 horas a 37°C.
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5.RESULTADOS
5.1.Anilisis fitoquimico

Se aislé un compuesto que de acuerdo al analisis obtenido
de los espectros de RMN!H, IR, EMIE y RMN!3C, se puede
concluir que se trata de un flavonol. Con base en los datos
descritos en la literatura y punto de fusiéon se puede deducir que
éste compuesto es idéntico tanto en sus propiedades fisicas
como espectroscipicas a la que presenta la Gnaphaliina y se le
asigna la estructura correspondiente a la 5,7-Dihidroxy-3,8
dimetoxiflavona que se representa enseguida:

=
OMe I
HO. o P
OMe
OH ©O
Gnaphaliina

Este compuesto presenta un punto de fusion 151-154°C y
peso molecular de 314, al cual se le puede asignar la formula
molecular C17H140s.

5.2.Pruebas preliminares

a). TOXICIDAD EN Arternia salina Leach.

Los datos del efecto que tiene éste compuesto sobre las
larvas de Artemia salina se muestra en la Tabla 6, donde se
puede observar que no presenta actividad citotoxica sobre el
crustaceo.
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Tabla 6. Total de Artemias muertas a las 24 horas del
tratamiento con Gnaphaliina.

No. de muertes a las 24 horas.
Concentracion [tubo 1 {tubo 2 jtubo 3 ]total
H20 salada 0 o 0 o
DMSO o] o] 1] 0
10 ppm 0] 0] [s) [¢]
25 ppm o] 0] [¢] 0
50 ppm 0] 0 [o] 0
100 ppm [o] 0 1 1

Como resultado de éste bioensayo se observé sélo una
muerte a la maxima concentracion probada de 100 ppm.

b) CITOTOXICIDAD EN CELULAS MK2 Y C6

Los resultados obtenidos para éste bioensayo se muestran
en la grafica 1. A las concentraciones probadas de 6,12,25y 50

uM.

Grafica 1. Efecto citotéxico del flavonol en las lineas celulares

MK2 y C6.
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c) ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA .

Se uso la técnica de Winter 37 para determinar la actividad
antiinflamatoria del metabolito, se obtiene como resultado un
porcentaje de inhibicion del edema del 58.4 % con respecto al
grupo control utilizado, a la dosis de 100 ug/Kg

La tabla 7 , 8 y la grafica 2 representan la determinacion
del volumen del edema de las ratas tratadas con el compuesto
respecto al grupo control durante las 5 horas de seguimiento de
la técnica.

Tabla 7. Volumen de edema del grupo control.
GRUPO CONTRROL

Tiempo {hrs) 1 2 3 4 5
Volumen promedio{ 21.5 38.0 32.8 32.0 30.0
de edema {ml)

Tabla 8. Volumen de edema del grupo tratado.
IGRUPO TRATADO CON EL FLAVONOL

[Tiempo (hrs.) 1 2 3 49 S

Volumen promediq 12.5| 16.0{12.5/12.0{ 6.5
de edema (ml)
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Grafica 2. CURSO TEMPORAL DEL EDEMA INDUCIDO CON
CARRAGENINA
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d) ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
En la siguiente Tabla se muestran los resultados
obtenidos de este bioensayo.

Tabla 9. Actividad que mostro el flavonol en el crecimiento de las
bacterias ensayadas a una concentracion de (100

ug/ml).
Bacterias ensayadas inhibicién de crecimiento
Staphylococcus aureus Negativo
Escherichia coli Negativo
Mycobacterium smegmatis Negativo

47



6.DISCUSION
6.1.Aniélisis fitoquimico

En este trabajo se aislé so6lo uno de los metabolitos
secundarios, el cual pertenece al grupo de compuestos fenodlicos
que incluye a los flavonoides.

Este compuesto fué aislado de las fracciones 33-35 de la
cromatografia B del extracto de éter de petroleo de Gnaphalium
semiamplexicaule, como un sdlido cristalino de color amarillo y
con un punto de fusion de 151-154°C.

El espectro de infrarrojo de este compuesto (Espectro 2.)
mostro una serie de bandas caracteristicas ; en 3500-2800 cm-!
una banda ancha, caracteristica para un grupo funcional OH,
una banda en 3019 cm! que corresponde a enlaces C-H
aromaticos y una banda afilada en 1653 para un grupo
carbonilo (C=0) de una flavona. En el espectro de RMN!H
(Espectro 3.} se observan serfiales miiltiples para S5 protones
aromaticos en 8.09 y 7.52 ppm, caracteristicas de un grupo
fenilo, en 6.42 ppm una senal simple asignada al proton
aromatico nimero 6, en 3.97 y 3.85 ppm dos senales simples
para grupos metoxilo. El espectro de masas (Espectro 4.) dié un
peso molecular de 314, al cual se le puede asignar la formula
molecular C17H1406 y que fué confirmada al observar sefiales en
el espectro de RMN!3C para 17 carbonos {(Espectro 5.)

Con los datos anteriores podemos proponer una estructura
flavonoide con 2 metoxilos, 2 grupos hidréxilo, un anillo
aromatico {B) no substituido y un protoén aromatico.

El nombre de este flavonol corresponde a Gnaphaliina 5,7-
Dihidroxy-3,8 dimetoxiflavona.
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6.2.Pruebas preliminares de actividad biolégica
a)TOXICIDAD EN Artemia salina Leach.

De los resultados mostrados en la Tabla 6. Se observa que
la Gnaphaliina no mostré actividad citotéxica frente a Artemia
salina a una concentracion de 100 ppm.

b)CITOTOXICIDAD EN CELULAS MK2 Y C6

De acuerdo a la grafica 1, se observa que el flavonol
muestra actividad minima en la linea celular MK2, ya que la
incorporacién de 3Htimidina a la concentracion de 50 uM es
menor con respecto al grupo control.

Dado que el cancer es una de las enfermedades mortales
que tiende a aumentar (el 18 % de 1973 a 1990 en E.U.}. 6° Los
bioensayos a) y b) son importantes, ya que cuando los
resultados son positivos, los compuestos ensayados pueden ser
usados en contra de algunas lineas celulares cancerigenas para
el hombre.5!

Como en éste caso los resultados fueron negativos, se
puede inferir que la Gnaphaliina es un flavonol que
probablemente exhiba una baja toxicidad y por lo tanto se
decidié probar ésta flavona como antiinflamatoria.

c) ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA .

Como se muestra en la Grafica 2, la maxima actividad
antiinflamatoria se registré a la tercera hora de la lectura del
volumen promedio manteniéndose hasta la cuarta hora . Lo
que de acuerdo al porcentaje de inhibicion calculado representa
un 58.4% de actividad antiinflamatoria del flavonol aislado con
respecto al grupo control, a la concentracién de 100 ng/Kg.

Como la Gnaphaliina presenté una actividad
antiinflamatoria de 58.4 % a una concentraciéon del00 ug/Kg,
es probable que a concentraciones mayores como 200,400 y 600
ng/Kg la actividad antiinflamatoria también sera mayor, como
se ha observado en otros flavonoides descritos en la
literaturas2.17
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Los bioensayos con estas concentraciones no se hicieron ya
que no se dispone de los recursos econdmicos para llevarlos a
cabo.

En el caso de los atributos medicinales de Gnaphalium
semiamplexicaule, el bioensayo de actividad antiinflamatoria ,
puede sugerir que muy probablemente, la planta ejerza éste
efecto, ante algin cuadro de enfermedad en las vias
respiratorias superiores. : traqueo bronquitis, neumonia,
faringitis, faringitis estreptocdcica, etc. 63.64

Aunque como menciona (Lara, 1996)22 En muchos casos
los atributos medicinales de las plantas, probablemente se
deban a la presencia en la misma planta de varios principios
activos con interacciones sinérgicas potencializadas o incluso
antagonicas. De cualquier forma el hombre seguira encontrando
en las investigaciones de los productos naturales, una gran
cantidad de almacenes quimicos, que sean farmacolégicamente
activos, ante un sinnumero de enfermedades que lo aquejan.

d) ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

El resultado de este bioensayo como se muestra en la Tabla
9. Resulté negativo frente a las bacterias Escherichia coli,
Mycobacterium smegmatis y Staphylococcus aureus

Aun cuando estos resultados parezcan desalentadores ; se
propone como una continuacion de éste estudio la posibilidad de
ensayar el flavonol con otro tipo de bacterias tales como
Hemophilus influenzae, Candida albicans, Mycoplasma
neumonae, Staphylococcus pneumoniae, Mycobacterium
tuberculosis y Corynobacterium diphteriae, que son algunos de
los agentes causales de enfermedades de las vias respiratorias
superiores, como: traqueo bronquitis, neumonia, faringitis,
faringitis estreptococica, etc.63.64
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Estas enfermedades muy probablemente forman parte del
cuadro principal de afecciones para las cuales se utilizan las
propiedades medicinales al “gordolobo” Gnaphalium
semiamplexicaule. Sin embargo fue imposible ensayar éste tipo
de bacterias puesto que, son cepas de dificil obtencion.
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7.CONCLUSIONES

- Del estudio de Gnaphalium semiamplexicaule se puede concluir
lo siguiente :

- Se aislé e identificé un flavonol denominado Gnaphaliina (5,7-
dihidroxi-3,8 dimetoxiflavonay).

s
OMe '
HO. o P
OMe
oH ©O
Gnaphaliina

-La Gnaphaliina no presentd actividad citotéxica en Artemia
salina Leach, ni en las lineas celulares MK2 y C6. Tampoco
inhibe el crecimiento de las bacterias :Sthapylococcus aureus,
Escherichia coli y Mycobacterium  smegmatis a las
concentraciones probadas.

-Este estudio presenta una aportacion al conocimiento de la
composicion quimica de Gnaphalium semiamplexicaule asi como
el resultado de algunas pruebas preliminares bioldgicas
ensayadas con el flavonol.

-El flavonol administrado por via oral en ratas, a las que se
indujo inflamacién con carragenina, presentd un efecto
antiinflamatorio de 58.4% con respecto al grupo control, a la
concentracion de 100 pug/Kg.
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