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RESUMEN

Se aislé la Jactona sesquiterpénica 6-epi-desacetil-laurenobidlida de Montanoa
grandiflora Alamén (Compositae) que fue colectada en Huexotla, Edo. de
México, estando 1a planta en floracién en noviembre de 1992,

La parte aérea de la planta se extrajo con diclorometano y el producto
natural se aislé mediante cromatografia en columna con silica gel como
soporte y con los siguientes sistemas de elucion: diclorometano al 100% y
90-10 diclorometano-acetona. Se obtuvo el producto natural por
cristalizaci6n de las fracciones polares.

La lactona sesquiterpénica 6-epi-desacetil-laurenobiélida presenté
propiedades antibidticas sobre Escherichia coli y Staphilococcus aureus.
Retard6 la germinacién de semillas de lechuga 2 una concentracién de 200
ppm. También mostré actividad moluscicida en el género Physella sp asi
como actividad citotéxica sobre Artemia salina. Se determiné la toxicidad
aguda preliminar en ratén, asi como su efecto sobre el ciclo vigilia-suefio en
rata, en esta iltima prueba los resultados obtenidos motivaron Ia realizacién
de otros registros concluyéndose que se podria proponer como un modelo de
dolor crénico para la evaluacién de analgésicos.
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INTRODUCCION

El hombre, desde su origen ha hecho uso de las plantas con fines
alimenticios, medicinales y artesanales; los vegetales poseen un gran niimero
de constituyentes, algunos farmacolégicamente efectivos o principios
activos, y otros inactivos. En la antigiiedad se conocian las propiedades
toxicas y medicinales de una gran cantidad de plantas silvestres y cultivadas,
sin embargo, no se conocian sus principios activos. En realidad, el
conocimiento de principios activos es reciente, pues a pesar de que el
alcohol, el 4cido acético y el azicar se conocen desde la mis remota
antigiiedad no se tenia idea de su naturaleza quimica ,2).

En la actualidad con la aplicacién de métodos modemos se ha logrado aislar
y determinar la estructura quimica de los principios activos de muchas de las
plantas usadas desde la antigiiedad para los diversos fines.

Los procesos metabdlicos de los diferentes organismos son variados y
complejos; sin embargo, hay muchos productos finales o intermediarios del
metabolismo que son compuestos orginicos ficilmente aislables. Todos
estos compuestos se agrupan bajo el encabezado general de productos
naturales. Existen muchas clases diferentes de productos de origen natural,
varios de ellos, tales como las grasas, los carbohidratos, las proteinas y los
cidos nucleicos, junto con una cantidad relativamente pequefia de sustancias
relacionadas, estdn presentes en casi todos los organismos y se denominan
metabolitos primarios. Existe una segunda clase de productos naturales
conocidos como metabolitos secundarios; no se trata de que sean de
importancia secundaria en el organismo, sino que su distribucién dentro de
la naturaleza tiende a ser més dependiente de las especies (3).

Cada dia se incrementa el mimero de nuevos productos naturales, a los
cuales se les elucida su estructura quimica y se les asigna un nombre; sin
embargo, en muchos casos, 1a tnica informacién que se posee para esos
productos naturales es su composicién quimica, de ahf el interés de realizar
estudios sobre su actividad biolégica (capacidad de modificar las funciones
del organismo), a partir de pruebas bioldgicas, sencillas, econémicas y
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rapidas, obteniendo resultados que proporcionan informacién preliminar, la
cual sirve de base para dirigir trabajos posteriores mds detallados dentro de
las diferentes 4reas de investigacién, logrando de este modo un adecuado
aprovechamiento de los recursos econdémicos y cientificos.

En el caso de las lactonas sesquiterpénicas, el interés por su estudio en
México se originé a principios de la década de los afios 60; una de las
primeras investigaciones fue motivada por conocer el principio activo de la
rosilla o chapuz (Helenium mexicanum) que le proporciona sus propiedades
caracteristicas como ser amarga, estomutatoria e insecticida (1.4).

En una revisi6n de lactonas sesquiterpénicas se menciona que la tasa mds alta
de reportes de nuevos compuestos ocurrié durante 1984 y 1985 y durante
1986 y 1987 la tasa bajé, probablemente porque la atencién cambié hacia el
descubrimiento de un extenso campo de compuestos biolégicamente activos,
asi como al estudio de su uso farmacéutico y funciones ecolégicas (5).

Algunas lactonas sesquiterpénicas tienen propiedades como citotoxicidad,
bactericida o provocar dermatitis, las cuales son debidas a la presencia de un
grupo a-metileno-y-lactona en su estructura (6-11) (figura 1).

FIGURA 1
a-metileno-y-lactona
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A pesar de la relacién estructura-actividad mencionada para varios
compuestos quimicos, en las lactonas sesquiterpénicas no es muy clara esa
relacién, ya que compuestos cercanamente relacionados en estructura con
frecuencia difieren en su actividad (2, 5). Algunos estudios sugieren que



ademds de la estructura a-metileno-y-lactona, otros factores son importantes
para la citotoxicidad y la actividad bactericida, por ejemplo, en un estudio
de la relacion estructura-actividad antimicrobial entre las lactonas
sesquiterpénicas y compuestos relacionados se observé que la estructura
quimica requerida para dar mayor actividad es una ciclopentanona B sin
sustituir.q12).

El primer reporte de aislamiento de la lactona sesquiterpénica 6-epi-
desacetil-laurenobiélida fue en 1984, a partir de hojas secas de Montanoa
grandiflora colectada en la ciudad de México en junio de 1982 (13). En 1985
se reporta otro estudio fitoquimico de Montanoa grandiflora (14).

No se encontraron antecedentes o referencias acerca de alguna prueba
biolégica realizada con 6-epi-desacetil-laurenobilida, siendo esto uno de los
motivos para la realizacién de este trabajo, asf como un aporte al estudio
sistemético del género Montanoa, el cual se ha venido realizando desde 1970
en el Instituto de Quimica de la UNAM.

De las 30 especies que constituyen el género Montanoa , 18 de ellas han sido
objeto de estudio fitoquimico y sélo a 7 se les ha realizado prucbas de
actividad biolégica. A este género pertenece el “cihuapatli” o “medicina de
mujer”, conocida y usada desde la época prehispdnica para corregir
irregularidades del ciclo menstrual, producir aborto o facilitar el parto (15).

Los estudios sobre actividad biolégica que se han llevado a cabo, han sido
principalmente, en relacién con efectos uteroconstrictores; se reportan 6
especies de Montanoa capaces de inducir estos efectos si se administran en
forma de extractos acuosos de sus hojas, pero la intensidad de los efectos
depende del grado de crecimiento de! vegetal, del suclo donde crece y de la
época en que se cosecha (16).

Otra actividad biol6gica que se reporta es el efecto antialimentario en larvas
de Spodoptera frugiperda (gusano cogoyero de maiz) de macerados o
infusiones de Montanoa grandiflora q7.



GENERALIDADES.

Familia Compositae (Asteraceae).

El nombre de la familia-se deriva de las cabezuelas compactas que semejan
flores individuales. Asi pues, lo que parece como una sola flor, es, en
realidad, una flor “compuesta”. Su distribucién es mundial, siendo mis
abundantes en las regiones templadas y templado-célidas. La mayoria de las
especies de las regiones templadas son herbiceas, pero muchas de aquéllas de
las regiones templado-cdlidas y tropicales son arbustos y unas cuantas son
drboles (18). Es una familia de cerca de 1,100 géneros y 20,000 especies, que
se divide por lo general en 13 tribus y constituye la familia mds numerosa
de las angiospermas (6, 15).

En relacién con el mimero de integrantes que tienen, las Compositae son
fuente de relativamente pocos productos de importancia econémica y médica
(19). Sin embargo, como resultado de una investigacién sistemiética,
quimiotaxonémica y farmacéutica se ha renovado la importancia de esta
familia en las aplicaciones bioldgicas y terapéuticas (7).

Género Montanoa Cervantes.

El género estd constituido por 30 especies, en su gran mayoria mexicanas,
que se extiende en América Latina y varias especies son cultivadas en partes
célidas del mundo. Todos los miembros pertcnecientes a este género son
lefiosos, la mayoria son arbustos; sin embargo, la variacién del tamaifio
dentro del género va desde las enredaderas (4 especies) a drboles de 20
metros de alto (5 especies) (20).

Algunas especies son objeto de cultivo como omamentales; en el Valle de
México se ven en esta calidad con cierta frecuencia M. grandiflora Alamin y
M. speciosa A. P. de Candolle 15).



Montanoa grandifiora Alaman.

Arbustos 1-4 m de alto, hojas variables, ovalado-lanceoladas a pentagonales
de 5 - 23 cm de largo, 2.5 - 2.7 cm ancho, margen serrado a dentado
irregular, algunas veces 3 - 5 I6bulos, superficie adaxial moderadamente
pubescente; peciolos de 2.5 - 12.5 cm de largo, en general alados;
cabezuelas de 1.5 - 2 cm de didmetro en flor, 3 - 4 cm de didmetro en fruto.
10 - 12 flores radiales, corolas blancas; 65 - 95 flores del disco, corolas
amarillas. En la foto 1 se presenta un ejemplar de esta especie

Periodo de floraci6n y fructificacién: Octubre - Noviembre.

Distribucién y habitat: Sierra Madre del Sur en Michoacdn, Guanajuato y
México (figura 2); en encinares y pinares, sobre laderas de sierras templadas
y algo secas, entre 750 - 2,500 m de altitud, pero generalmente sobre 2,000
m; de clima templado-hiimedo.(20).

Nombres Populares que recibe Montanoa grandifiora (21):

Acahual (Jamiltepec, Oax.)

Paracua (P4itzcuaro, Mich.)

Rosa Blanca (Tierra Colorada, Gro.)

Vara Blanca (Tierra Colorada, Gro.)

Tacote (Sinaloa)

Margarita Cimarrona (Huexotla, Edo. de México. Informacién oral)



FIGURA 2
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01 M. granditlora
®* M. speciosa

Mapa del sur de Méxice mostrando la distribucién de M. grandiflora y M. speciosa.

FOTO 1
PLANTA Y CABEZUELAS DE Montanoa grandiftora




Terpenos

Los terpenos constituyen una ‘clase de compuestos orgénicos siendo los
componentes mds abundantes de los aceites esenciales de numerosas plantas.
Los terpenos se pueden disectar en “unidades de isopreno” (2-metil-1,3-
butadieno) (figura 3). Se clasifican de acuerdo al nimero de unidades de
isopreno que contenga su molécula 3), conforme a lo sefialado en la tabla 1.

FIGURA 3
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TABLA 1
CLASIFICACION DE TERPENQOS

Unidades de Nimero de
Isopreno Carbonos
Monoterpenos 2 10 '
Sesquiterpenos 3 15
Diterpenos 4 20
Sesterterpenos 5 25
Triterpenos 6 30
Politerpenos n n

El sesquiterpeno mds sencillo y al que se considera precursor de los demds
sesquiterpenos es el farnesol, sustancia de olor agradable que se encuentra en
pequefias cantidades en numerosas plantas.



Como se menciond anteriormente, la distribucion de los metabolitos
secundarios en la naturaleza tiende a ser més dependiente de las especies, por
lo que se usan como ayuda para la clasificacion de plantas
(quimiotaxonomia).

Entre los metabolitos secundarios mds itiles para clasificar plantas de la
familia Compositae, se tiene a los sesquiterpenos y en especial a las lactonas
sesquiterpénicas, ya que algunos son caracteristicos de tribus, de géneros y
en ocasiones son tipicos de especies. Desde el punto de vista de la
quimiotaxonomia, mientras mds pasos biogenéticos requiere una molécula
para su formacién, es mds valiosa 4,19).

Las lactonas sesquiterpénicas forman uno de los grupos mds grandes de
compuestos naturales de plantas; hasta la fecha se conocen cerca de 3,200
estructuras de lactonas sesquiterpénicas elucidadas (s). Estas han sido
aisladas de hongos, hepdticas y de varias familias de las angiospermas. Sin
embargo la mayoria de los compuestos fueron aislados de las partes aéreas
de la familia Compositae (22-24).

Las lactonas sesquiterpénicas han atraido considerable atencién debido a la
presencia de varias actividades bioldgicas, tales como actividad antitumoral,
citotéxica, antihelmintica, bactericida, asi como su actividad reguladora del
crecimiento vegetal, entre otras mds (9).

Una sola lactona sesquiterpénica puede tener varias actividades biolégicas,
como la heliangina, que ademds de inhibir el crecimiento de las plantas
posee la propiedad de favorecer la formacion de raices adventicias en cortes
de frijol (25).

Desde principios de siglo algunos cientificos notaron que las plantas
compiten entre si por el territorio, por la luz y por el agua. Las armas
usadas por ellas son sustancias quimicas que dafian al competidor que casi
siempre es otra planta, pero que también pueden ser bacterias o insectos (26).



El fenémeno por el cual una planta domina porque libera sustancias
qufnicas que inhiben la germinacién o el crecimiento de otras especies se
conoce como alelopatia y se sabe que la interaccién quimica entre plantas

superiores tiene numerosos efectos y un papel importante en la composicién
de las comunidades @).

Una de las interpretaciones dadas a la existencia o funcién de las lactonas

sesquiterpénicas en las plantas es su posible papel ecolégico como el que se
menciona en lineas anteriores.



JUSTIFICACION.

La bisqueda para actividades especificas de sustancias frecuentemente pasan
por alto otras actividades titiles, las cuales no son detectadas o son ignoradas,
en el proceso de seleccién. Hay una necesidad real en el desarrollo de
bioensayos generales, los cuales pueden detectar un amplio espectro de
actividades farmacolégicas en productos naturales.

El objetivo del presente trabajo es realizar un cemnido de actividades
biol6gicas a la lactona sesquiterpénica 6-epi-desacetil-laurenobiélida, y
posteriormente seleccionar aquellas en las cuales presente resultados
interesantes para beneficio del hombre. Las actividades que se investigan
son: antibidtica, antimic6tica, moluscicida, antialimentaria, analgésica,
antiespasmédica y anticonvulsivante; se observa el efecto que tiene sobre la
germinacién y sobre el ciclo vigilia-suefio en rata. Ademds se determina la
toxicidad sobre Artemia salina y la toxicidad aguda preliminar en ratén,
como medio de seguridad de los efectos téxicos que pudiera tener el
compuesto.
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HIPOTESIS

Las lactonas sesquiterpénicas han demostrado tener diversas actividades
biolégicas por lo que es probable que la 6-epi-desacetil-laurenobiélida
tendrd alguna actividad bioldgica, especialmente la citotdxica conferida por
la presencia de un grupo a-metileno-y-lactona, el cual se encuentra presente
en otras lactonas sesquiterpénicas con esta propiedad.

OBJETIVOS

General:

Evaluar la actividad biolégica de la lactona sesquiterpénica 6-
epi-desacetil-laurenobidlida de M. grandiflora en los siguientes
bioensayos:

Efecto sobre Germinacién.
Actividad Antibidtica.

Actividad Antimicética.

Toxicidad sobre Artemia salina.
Actividad Moluscicida.

Actividad Antialimentaria.
Toxicidad Aguda Preliminar en Ratén.
Actividad Analgésica.

Actividad Antiespasmédica.

Efecto sobre el Ciclo Vigilia-Suefio.
Actividad Anticonvulsivante.

Especificos:

Aislar y purificar la lactona sesquiterpénica 6-epi-desacetil-
laurenobidlida de Montanoa grandiflora.

Determinar su punto de fusién y estructura quimica.
Determinar las posibles actividades biolGgicas de la lactona
sesquiterpénica 6-epi-desacetil-laurenobidlida, a fin de

incrementar el acervo del conocimiento del género Montanoa y
encontrar posibles aplicaciones en beneficio del hombre.

11



METODOLOGIA

‘Parte Quimica

Se colectd la parte aérea de Montanoa grandifiora, el 20 de noviembre de
1992, en Huexotla, Edo. de México. Se puso a secar obteniéndose 861.2 g
de material seco, el cual se sometié a proceso de extraccién con
diclorometano por 3 dias; durante ese lapso al extracto se le realizé
destilacién simple cada 24 horas. Finalmente se concentré a presién
reducida en un rotavapor. El extracto concentrado se pesé (50.5 g) y se
someti6 a cromatografia de adsorcién en columna con silica gel, malla 35-70
(1 kg), como soporte y el sistema de elucién inicial fue 100%
diclorometano, aumentando la polaridad posteriormente, mediante mezclas
de diclorometano-acetona, 90:10 y 80:20.

Durante la cromatografia en columna se extrajeron fracciones de 150 ml, las
cuales se concentraron a presién reducida en un rotavapor y se colocaron en
matraces Erlenmeyer de 25 ml de capacidad, numerados de acuerdo a la
fraccién extraida que le correspondia. A cada fraccién se le realizé
cromatografia en placa fina con 100% diclorometano como eluyente, y
solucién de sulfato cérico (CeSOs) al 5%, como revelador, para detectar en
cudles fracciones se encontraba el producto de interés; hecho lo anterior, se
evapord el disolvente que contenian las fracciones de interés y se indujo la
cristalizacién con €ter isopropflico.

Los cristales se filtraron, después se disolvieron con acetona, se concentré el
disolvente y se recristalizaron. Obtenidos los cristales nuevamente, se
determiné su punto de fusidn; se les realizé cromatografia en placa fina, asi
como a una muestra de cristales anteriormente caracterizados como 6-epi-
desacetil-laurenobiélida por el Dr. Quijano del Instituto de Quimica de la
UNAM con diclorometano 100% como eluyente, para probar que se trataba
del mismo producto. Se envid una muestra a espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de hidrégeno para corroborar su estructura quimica. En
el diagrama 1 se esquematiza la metodologia que se realizo.



DIAGRAMA 1
METODOLOGIA

Colectade la parte aérea de
Momnanoa grandiflora
en Huexotla, Edo. de México

Extraccion de parte aérea de
M. grandifiora
con diclorometano

Cromatografia en columna del
extracto crudo

Obtencién de cristales del
producto natural

Deteminacién Eswcmswpfa“ Pruchas de
Punio de Fusién | L3¢ RMN 'H_ || Actividad Biolégica




Pruebas de Actividad Biolégica

Efecto sobre la Germinacién

El método que se usd fue el que llevé a cabo C. Guerrero et al 27). Se
prepararon soluciones del producto natural a las siguientes concentraciones:
200 ppm, 100 ppm, 50 ppm y 25 ppm, con agua corriente; el testigo fue
s6lo agua corriente. En cada una de las soluciones y el testigo se colocaron
25 semillas de lechuga durante 2 horas.

Se prepararon 5 cajas de Petri, una para cada uno de los tratamientos
realizados, se colocaron discos de papel filtro Whatman No. 1 de tal forma
que cubriera la superficie del fondo de la caja de Petri, sobre éste se
pusieron 25 semillas y 5 ml de la soluci6n en la cual estuvieron sumergidas.

El nimero de semillas germinadas se registré cada 24 horas durante tres
dias.

Antibiética

El procedimiento empleado fue el método del disco, en el cual se determina
la zona clara de inhibicién del crecimiento microbiano (halo de inhibicién)
(28). Se preparé medio para antibiosis No. 1 de Grove y Randall (Bioxon)
seglin las especificaciones del fabricante. Se vertieron aproximadamente 25
ml del medio en cada caja de Petri esterilizada; después que el medio se
hubo solidificado, las cajas de Petri se colocaron dentro de una estufa a una
temperatura de 37 OC durante 24 horas, para asegurar que el medio no
estuviera contaminado.

Se prepararon sensidiscos de la siguiente manera: Se cort6 un disco de papel
filtro Whatman No. 42 de un didmetro de 6 mm con una perforadora y se
colocé en el centro de un vidrio de reloj. Por otro lado, se disolvié en 0.1
ml de acetona la cantidad del producto natural a probar (= 10 mg) y con la
ayuda de un tubo capilar se puso la solucion en el disco de papel, esperando
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a que evaporara el disolvente antes de aplicar nuevamente. Los discos
testigo contenian inicamente acetona.

Las bacterias que se utilizaron fueron Escherichia coli y Staphilococcus
aureus. Observando las medidas de seguridad indicadas para el manejo de
estos organismos, se realizé la siembra de cada una de las cepas en una caja
de Petri. Posteriormente con ayuda de una pinza se colocaron tres discos
sobre cada una de las siembras (un disco testigo y dos discos con el producto
natural), teniendo cuidado de que el lado que contenia la sustancia quedara
en contacto con la siembra; posteriormente, se introdujeron en una estufa a
temperatura de 37 ©C durante 24 horas; transcurrido ese tiempo se observé
la aparicién del halo de inhibicién de crecimiento alrededor de los discos.

Antimicética

Se preparé medio Czapek (DIFCO) segiin instrucciones del fabricante. Los
hongos con los cuales se probé el producto natural fueron: Aspergillus
terreus, Absidia cilindrospora y Trichoderma viride. En general, la
metodologia fue igual a la prueba anterior, el mimero de cajas de Petri
fueron dos, una para discos con producto natural (= 10 mg) y otra para
discos testigo. Al momento de la siembra cada caja de Petri se dividi6 en
tres zonas con un espacio entre ellas, en cada zona se sembré un hongo y se
colocé un disco.

Toxicidad sobre Artemia salina

El bioensayo es propuesto por B. N. Meyer et al (29), como método
preliminar para determinar el potencial citotoxico de extractos de plantas y
compuesto quimicos. Se preparé solucién salina al 3.5% con sal comin y
agua destilada, la que se vertié dentro de un pequefio estanque obscuro
dividido en dos compartimentos, uno de los cuales estaba cubierto y en el
cual se colocaron huevos de Artemia salina; el estanque se colocé dentro de
una estufa con el minimo movimiento, a una temperatura de 24 °C por un
periodo de 48 horas. :
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Al término del tiempo de incubacién, con el minimo movimiento posible, el
pequeiio estanque se puso bajo una fuente luminosa blanca para atraer al
compartimiento descubierto las larvas para su posterior manejo.

Se disolvid 6-epi-desacetil-laurenobiélida en solucidn salina en las siguientes
concentraciones: 200 ppm, 100 ppm y 50 ppm. Se utilizaron 3 frascos
pequefios por cada concentracién a probar del producto natural asi como
para el testigo que fue uinicamente solucién salina,

Primero se vertieron en cada uno de los frascos de vidrio 3 ml de solucién
salina, en seguida se colocaron 10 larvas con la ayuda de una pipeta Pasteur,
y finalmente 2 ml de la solucién del producto natural a la concentracién
correspondiente. Los frascos preparados se dejaron bajo la fuente luminosa
por un periodo de 24 horas; enseguida se registraron los organismos vivos
para cada una de las concentraciones que se probaron y el testigo.

Para determinar la concentracion letal 50 e intervalo de confianza del 95%,
los datos fueron analizados con el programa Finney para computadora, el
cual estd incluido en la metodologia propuesta.

Moluscicida

La metodologia que se realizé fue la llevada a cabo por Cruz-Reyes, et al
(30). Se pesd la cantidad de sustancia necesaria para cada una de las
siguientes soluciones: 50 ppm, 25 ppm y 5 ppm, para preparar 200 mi de
cada una de ellas. La cantidad de cada concentracién del producto natural a
probar se disolvid antes en 1 ml de acetona, en una sopera pyrex; se cubrié
la superficie interior del recipiente con la solucién acetdnica y después de
dejar evaporar el disolvente, se agregaron los 200 ml de agua corriente
desclorinada y 10 caracoles (Physella sp). A cada sopera se le colocé una
cubierta de vidrio para evitar que los caracoles salieran del recipiente.

Se prepararon dos controles, en uno de ellos se utilizé 1 ml de acetona con
el cual se cubrié la superficie del recipiente, dejando evaporar antes de
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agregar el agua y 10 caracoles con su respectiva cubierta y el otro testigo
consistid unicarmente de agua con sus respectivos caracoles y cubierta.

Se realizaron 3 observaciones: la primera fue después de una hora. la
segunda transcurridas 6 horas y la ltima a las 24 horas, registrando, en
cada una, el niimero de organismos muertos.

Antialimentaria

La prueba se llevé a cabo siguiendo el mismo método usado por Guerrero,
et al 31). Cuadros de hoja de maiz tierna de 2 x 2 cm se sumergieron en 5
ml de solucién acetdénica de 100 ppm, 50 ppm y 25 ppm del producto
natural por un lapso de un minuto y se dejaron secar. El testigo fue tratado
con acetona.

En cajas de Petri se coloc6 un cuadro de hoja de maiz con la sustancia, una
larva del insecto Spodoptera frugiperda (gusano cogoyero de maiz) y un
poco de agua, se tapd, sellé y se colocd bajo una fuente luminosa que
irradiaba calor.

Se observaron cada 24 horas durante 72 horas y se registré si la larva comié
o no de la de hoja de maiz.

Toxicidad Aguda Preliminar en Ratdn.

Cuando se emplean animales para probar la actividad biolégica de un
compuesto, es necesario determinar su posible dosis letal 50 preliminar
(LD50) en los casos donde se desconoce por completo ésta. Para ello, se
administran varias dosis hasta alcanzar la que produce el efecto de muerte
antes de siete dfas después de haber sido admistrada la dosis (32).

Para calcular la cantidad necesariar para administrar una dosis de 200
mg/kg de peso en 0.2 ml de aceite de maiz comestible a cada ratén,
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inicialmente se pesaron cuatro ratones: se preparé 1.5 ml de suspensién
previendo la cantidad que se adhiriera a la superficie del mortero.

Se administré la suspensién a cada uno de los ratones, dos por via
intraperitoneal (IP) y dos por via subcutdnea; se colocaron en una cdmara de
observacién y se registré fecha y hora de inyeccién.

Debido a las observaciones, realizadas en los ratones anteriores se bajé la

dosis, probindose 100 mg/kg y 50 mg/kg. Se utilizaron un total de doce
ratones.

Analgésica

Para evaluar analgésicos, Siegmund et al propuso el método que se realizé
(33). Se administré una dosis de 2 mg/kg de fenilquinona en 0.2 ml de aceite
de maiz comestible a cada ratén via intraperiotoneal y se observé por un
periodo de 15 minutos, cuantificando cada cinco minutos las veces que el
ratén presentaba contracciones intermitentes de abdomen y extensién de las
extremidades traseras; estas observaciones se realizaron a dos ratones.

Posteriormente, a otros dos ratones, se les administraron, dosis de 50 mg/kg
del producto natural en 0.2 ml de aceite comestible de maiz, via subcutdnea,
a cada uno; transcurridos 30 minutos después de haber administrado el
producto natural, se inyectaron via intraperitoneal 0.2 mi de suspensién de
fenilquinona a una dosis igual a la administrada a los controles; los ratones
fueron observados y se cuantificaron el mimero de contracciones
intermitentes de abdomen y estiramientos de las extremidades posteriores
por un periodo de 15 minutos.

Antiespasmédica in vivo.
En una cdmara con pequefios orificios en la cubierta se introdujo un ratén y

a través de un orificio en una de las paredes se administraron, por aspersidn
2 ml de una solucién de histamina a una concentracién de 200 ppm. Se
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observé la conducta del animal y en el momento en el cual presenté mayor
desesperacién o cuando su frecuencia respiratoria fue muy répida o agitada,
se administraron 2 ml de una solucién 10-2 M del producto natural por
aspersion y se observé si hubo cambio en la frecuenca respiratoria.

Esta método fue implementado durante la realizacién del presente trabajo
por el director de esta tesis, M. en C. J. Taboada.

Efecto sobre el Ciclo Sueito-Vigilia

Se sigui6 el mi-mo procedimiento que llevé a cabo en un estudio Ayala ef al
(34). A una rata macho, raza Wistar, adulta, clinicamente sana, bajo anestesia
general con pentobarbital sédico 50 mg/kg LP. se le implantaron
epiduralmente dos pares de electrodos de acero inoxidable para registrar la
actividad eléctrica de las regiones frontal y occipital del cerebro. La
actividad ocular se registré por medio de electrodos colocados sobre el
hueso supraorbitario; se procedié igual para registrar el electromiograma
(EMG) de los rmisculos de 1a nuca.

La rata se dejé recuperar por un periodo minimo de una semana. Luego se
colocé en una cdmara sono-amortiguada a temperatura y luz constantes, con
agua y comida ad libitum, para registrar su ciclo vigilia-suefio mediante un
poligrafo Grass, mod. 111 D de 8 canales. Los registros se obtuvieron
primero bajo condiciones normales durante 10 horas continuas (de las 9:00 a
las 19:00 horas); posteriormente una dosis de 9 mg/kg de la sustancia en
estudio se inyectS por via LP. en 0.5 ml de aceite de maiz, registrindose
inmediatamente después, de manera semejante a la descrita para las
condiciones normales.

Los registros se analizaron visualmente, identificandose las diferentes etapas
del ciclo vigilia-suefio. El tiempo total se midi6 manualmente, obteniéndose
asi su duracién promedio en condiciones control y bajo el efecto de la
sustancia administrada.



Anticonvulsivante

Al ratén que sirvié de control, se le administré metrazol a una dosis de 90
mg/kg en 0.1 ml de solucién acuosa por cada 10 g de peso del ratén, via
subcutdnea. Se registraron el tiempo transcurrido al momento de la primera
convulsién después de la administracién del metrazol, el nimero de
convulsiones que tuvo y el tiempo de su muerte, si ésta se presenté durante
dos horas después de haber administrado el metrazol.

A un segundo ratén se le administraron 0.2 ml de una suspensi6én de la
sustancia a probar, por via intraperitoneal, a una dosis de 50 mg/kg. Se
dejaron transcurrir 30 minutos y en seguida se administré la dosis de
metrazol, en el mismo volumen y via que el control. Se registraron las
mismas observaciones llevadas a cabo durante el control. Esta metodologia
se describe en un estudio realizado por Campos et al (35).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Parte Quimica.

De 861.2 g de material seco obtenido de la parte aérea de M. grandiflora
(hojas y flores) se obtuvo 50.5 g de extracto crudo con diclorometano y por
medio de cromatografia de adsorcién en columna se separé el producto
natural, a partir de las fracciones obtenidas con una mezcla en proporcién
90-10 de diclorometano-acetona. Se aislaron 4.9 g de cristales a los cuales
se les determind su punto de fusidn siendo éste de 116 ©C; y su pureza por
medio de cromatografia en placa fina, comparidndolos con una muestra de
cristales proporcionados por el Dr. Quijano que anteriormente obtuvo de
otra planta de M. grandiflora 13). También se envi6 una muestra a
espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protones de hidrégeno
(RMN 'H) para corroborar la estructura quimica, la cual se presenta en la
figura 4. Se obtuvo un rendimiento del 0.57 %.

FIGURA 4

OH

6-EPI-DESACETIL-LAURENOBIOLIDA

Pruebas de Actividad Biolégica.

En la tabla 2 se mencionan las pruebas biolégicas realizadas para 6-epi-
desacetil-laurenobiodlida, separando aquellas en las que el resultado obtenido
no se considera de interés.
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Tabla 2

Pruebas Biolégicas realizadas con

Con Resultados de Interés
(Se discuten cn ef cuerpo del tra-
bajo)

Efccto sobre germinacién de scmillas
de lechuga.

Antibi6tica sobre:
Escherichia coli
Staphylococcus aureus

Toxicidad cn Artemia salina

Moluscicida sobre Physella sp.

Toxicidad Aguda preliminar en ratén

Efecto sobre ciclo vigilia-suciio

6-cpi-desacetil-laurenobidlida

Sin Resultados de Interés
Prueba Resultado
Antimicética cn: No presentaron halo de inibicién.
Aspergillus terreus
Absidia cilindrospora
Trichoderma viride

Antialimentaria cn No sc observ6 reduccién del consumo

Spodoptera frugiperda alimenticio.

Analgésica No caus6 reducci6n en los
estirami s de abdi y id
des posteriores cn ratones tratados con
fenilquinona,

Anticspasmédica No hubo modificacién en la frecuencia
respiratoria de ratones previamente
tratados con histamina

Anticonvulsivante No hubo reduccién de convalsiones cn

tratados con i




Actividad sobre Germinacién,

Se probaron cuatro concentraciones de 200, 100, 50 y 25 ppm y un control.
En la tabla 3 se reporta el porcentaje de germinacién a las 72 horas de haber
iniciado los tratamientos con 25 semillas en cada uno y en la figura 5 la

grafica que aportaron los resultados obtenidos, a todos los tiempos
analizados.

Se observa un ligero retraso en la germinacion a las concentraciones de 25 y
50 pprn con respecto al control a las 24 horas; a la concentracién de 100
ppm en ese mismo periodo el porcentaje de semillas germinadas es menor.
Sélo a la concentracidn mds alta, 200 ppm, hubo un atraso considerable en la
germinacién la cual se presentd hasta las 48 horas.

A las 72 horas el porcentaje de germinacién a las concentraciones de 25, 50 .

y 100 ppm fue cercano al del control, no siendo asi a 200 ppm el cual fue
del 40% en relaci6n al control.

Es posible que las lactonas sesquiterpénicas intervengan en fases del proceso
de crecimiento de las plantas, ya que en general actitan como inhibidores,
pues se ha demostrado que impiden ef crecimiento de las células al interferir
con cienos sistemas enzimdticos (25).

Al actuar como inhibidor en la germinacién de semillas a una concentracidn
alta, es posible creer que la lactona sesquiterpénica 6-epi-desacetil-
laurenobidlida posea actividad desde el punto de vista ecolégico, pues al
quedar en el suelo a diferentes concentraciones, es posible que inhiba o
estimule la germinacién de las semillas de la misma o de diferente especie,
lo cual puede determinar un equilibrio o influencia en la integracién de los
componentes de las comunidades vegetales.

Lo anterior se sugiere por la reversibilidad de la accidn de estos
compuestos, observada por ejemplo en la elefantina y 1a vernolepina que son
inhibidores de la elongacidn del coleoptilo de trigo; si los inhibidores se
lavan y los coleoptilos son luego trados con auxina se observa que los
coleoptilos presentan elongacion 36}
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TABLA 3
RESULTADOS DE LA ACTIVIDAD SOBRE LA
GERMINACION DE SEMILLAS DE LECHUGA DE
6-epi-desacetil-laurenobidlida
A LAS 72 HORAS

Concentracién Porcentaje de
(ppm) Germinacién
Control 100

25 96

50 88

100 84

200 40
FIGURA 5

Tiempo (Hrs.)

I A25ppm ® 50ppm @ 100ppm ® 200 ppm  © control

Se muestra el porcenje de germinacitn en funcidn del tiempo y Ta concentracién de 6-epi-
desacelil-laurcnobi6lida en 25 semillas de lechuga.




Actividad Antibidgtica.

La prueba de antibiosis resultd positiva tanto para bacterias gram positivas
como gram negativas. El didmetro del halo de inhibicién con =10 mg de 6-
epi-desacetil-laurenobidlida para Escherichia coli (Gram negativo) fue 2.5
cm y para Staphylococcus aureus (Gram positivo) de 2.2 cm.

La actividad antibacterial de 6-epi-desacetil-laurenobidlida puede
encontrarse en su capacidad para reaccionar con grupos sulfidrilo de las
enzimas, {por ejemplo, fosfofructoquinasa), las cuales controlan la divisién
celular, esto se ha observado en lactonas sesquiterpénicas que poseen un
grupo o-metileno-~y-lactona 8, 37.

Es posible que esta propiedad antibidtica beneficie a la planta que sintetiza
dicho producto natural, o bien que interviene junto con otros constituyentes
para la defensa contra bacterias.

Toxicidad sobre Artemia salina.

El bicensayo con Artemia salina. es sugerido como una herramienta sencilla
y econémica para identificar de manera preliminar, a través de la toxicidad
hacia las larvas recién incubadas, la actividad farmacoldgica de extractos de
plantas o productos naturales, que pudieran ser de interés en la solucién de
problemas especificos (29).

Se determiné que la concentracién letal 50 (LCso) de la sustancia bajo
estudio, calculada como aquella que produce el efecto de muerte en el 50 %
de todos los organismos con respecto al contro}, fue de 50 ppm en Artemia
salina, con un intervalo de confianza del 95% de 32-62; lo que indica que
este organismo es sensible a la actividad téxica de la 6-epi-desacetil-
laurenobidlida.

En un estudio realizado con diversos extractos de plantas, cuya actividad fue
“analizada tanto con el bicensayo de Artemia salina como con lineas celulares
cancerosas 9PS y 9KB, se observé que 14 extractos cuya actividad cumplidé
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con el protacolo 12 del Cancer Chemoterapy Reports al mostrar dosis
efectivas 50 (DEsp) menores a 30 pg/ml en la inhibicién del crecimiento de
estas células, también resultaron téxicas a la Artemia salina..

Derivado de lo anterior se considera que la 6-epi-desacetil-laurenobidlida
podria tener propiedades anticancerosas (8, 29).

Actividad Moluscicida.

En Ia tabla 4 se reportan los resultados obtenidos de la prueba de la lactona
sesquiterpénica con los caracoies del género Physella sp, en la cual se
observa que a las concentraciones de 50 y 25 ppm después de 6 horas de
exposicién todos los caracoles estaban muertos. En la minima concentracién

probada, 5 ppm, a la seis horas el porcentaje de mortalidad fue del 10% y
después de 24 horas del 90%.

Se observa que 6-epi-desacetil-laurenobidlida es una sustancia con alto
potencial de uso como moluscicida, 12 cual podria ser probada con més
especies de caracoles, principalmente en aquéllos que achian como vectores
de enfermedades parasitarias de humanos y de algunos animales de
importancia econémica, como es el caso de Fossaria (Fossaria) humilis,
Fossaria modicella, Pseudo succinea columella, Stagnicola bulimoides, que
son hospederos intermediarios de Fasciola hepatica, comiin de 1a oveja y el
ganado vacuno (0, 39).

Estudios recientes han demostrado que la aplicacién de moluscicidas
sintéticos afecta seriamente el habitat de los moluscos de agua dulce,
actuando como biocidas residuales que eliminan flora y fauna asociados con
los caracoles que se desean eliminar. Por esto es que se ha incrementado el
interés por el estudio de extractos o productos aislados de plantas, para
emplearlos como moluscicidas con la esperanza de que éstos sean mids
baratos, efectivos y menos contaminantes.
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TABLA 4
ACTIVIDAD MOLUSCICIDA DE
6-epi-desacetil-laurenobitiida
SOBRE CARACOLES DEL GENERO

Physeils sp.
Tiempo de Exposicitn
Concentracién 6 Horas 24 Horas
(ppm) muertos % _mortalidad muertos % mortalidad
0 0 0 1 10
s 1 10 9 90
25 10 100 — —
50 10 100 —_ —
Entodas las ioncs s¢ 10 1

|— Todas los caracoles musicron ames de 6 horas

Toxicidad Aguda Preliminar en Ratén.

Es necesario proteger al hombre y a otras especies econdmicas, de los
efectos téxicos producidos por sustancias quimicas, por lo tanto, las
evaluaciones iniciales se tienen que basar en experimentos con animales de

laboratorio y éstos tienen que explorar tanto los aspectos cuantitativos como
cualitativos de la toxicidad.

Después de unos momentos de haber administrado la lactona sesquiterpénica
6-epi-desacetil-laurenobidlida por via intraperitoneal se observé al ratén
estirando el abdomen y patas posteriores, efectos que se consideraron como
manifestaciones de toxicidad del producto natural.

Se procedi6 a determinar la posible dosis letal 50 (LDsp) preliminar. Los
resultados se presentan en la tabla 5. A cuatro ratones se les suministré una
dosis de 200 mg/kg de la sustancia bajo estudio por via intraperitoneal. Se
obtuvo un 25% de mortalidad transcurrida la primera hora después de la
administracién. El 50% se registré a las 48 horas. Por otra parte, se
administraron 100 mg/kg de la lactona sesquiterpénica a dos ratones,
teniendo 0% de mortalidad después de siete dias de observacién,
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En el caso de la administracién por via subcutédnea, el 100% de mortalidad
se presentd a las 6 horas después de la administracién con dosis de 200 y 100
mg/kg, por lo que se probé con 50 mg/kg aportando 0% de mortalidad
transcurridos 7 dfas a partir de 1a administracién.

TABLA §
DOSIS LETAL (LD50)
PRELIMINAR EN RATON

LD50
Via de Preliminar
Administracién (mg/kg)
Intraperitoneal = 200
Subcutinea >50y<100

Dosis administradas en 0.2 ml de suspensién
en aceite de mafz.

Efecto sobre ciclo Sueiio-Vigilia,

Durante el registro realizado a una rata después de haberle administrado 9
mg/kg de peso suspendidos en 0.5 ml de aceite de maiz via LP., se observé a
la rata muy inquieta y con manifestaciones de dolor, es decir, estiramiento
de abdomen, inducido por la administracién de la sustancia, de igual manera
que cuando se determind la toxicidad aguda preliminar en ratén.

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 6, los cuales indicaron que
la 6-epi-desacetil-laurenobidlida causé las siguientes modificaciones en el
patrén de suefio: 1) reduccién en 50% del suefio paraddjico respecto al
control; 2) incremento de la latencia del suefio paradéjico, es decir, del
tiempo que tarda en aparecer la primera etapa de suefio MOR (Movimiento
Répido Ocular) o paradéjico; 3) incremento en la frecuencia de los estados
de vigilia.
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Debido a estos resultados se consideré la posibilidad de registrar otra rata
pero ahora con el interés de provocar dolor y con ello proponer un modelo
de dolor crénico provocado con la 6-epi-desacetil-laurenobidlida, el cual
podria ser utilizado para ¢l estudio de nuevos analgésicos.

En la tabla 7 se reportan los resultados de tres registros realizados a una
rata. El primero fue en condiciones normales (control), al dia siguiente se
realizé el segundo registro, inicidndolo 30 minutos después de administrar 3
mg de 6-epi-desacetil-laurenobidlida suspendida en 0.2 ml de aceite de maiz
via intra-articular (rodilla de la pata posterior izquierda) a la rata
previamente anestesiada con éter. Y el tercer registro se llevé a cabo al
siguiente dia después de repetir el procedimiento del dia anterior (en la otra
rodilla) méds la administracién de un analgésico via LP. inmediatamente
antes de comenzar el registro. La administracién del analgésico fue 0.3 mg
de tiona bromada en 0.5 mi de aceite de maiz. En la figura 6 se presentan
los hipnogramas de dichos registros.

Las modificaciones en el patrén de suefio provocadas por el dolor fueron: 1)
reduccidn de la cantidad total de suefio en 50 %, siendo m4s afectado el
sueito MOR; 2) reduccién en la frecuencia del sueiio MOR; 3) el sueifio lento
est4 muy fraccionado por lo que la duracién de cada episodio de esta etapa
es menor. La reduccién del tiempo de suefio total, trajo consigo un
incremento del tiempo invertido en la vigilia. Después de suministrar el
analgésico se observa que la rata retorna a condiciones similares a las del
control.
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TABLA 6
EFECTO DY 6-epi-desacetil-laurenobiélida SODRE EL CICLO VIGILIA-SUENO DE RATA

Vigilia_ Sueito_Lento Sueiio MOR
Dalor Control Dolor Control Dolor
E i 82 105 120} 4 4%
Tiempo {minutos) 182 30} 359 110 3
F 7 30.39' 50.96] 59.97 18.36, 9.6:
Duracién Promedio (minutas) 1
Lateacia (minutos) 32 23
Dolor: Sc administré 3 mg de 6-cpi-d il-f bidtida en 0.5 ml de accitc de maiz, via intraperitoncal,
Al
COMPARACION DE LAS MODIFICACIONES DEL CICLO VIGILIA-SUERO BAJO TRES CONDICIONES
Viglila Sucfio Lenlo Sucfio MOR
Contral Dolor Conltrol Cantrol Dolor
Frecuencia 54 87 54
Tiempo {minutos) 191 392 291 i8]
Parcentaje 3186 65.34 48.44 19.69
Duracidn Promodio (minutos) g{ 0.5 _ll
Latencia (minutos) 35 494] 40
Polor: Se dminisirs 3 mg e 6-cpi-desacctil n 0.2 ml de aceite de male, via intrasriicular de pata posterior desechs,
olory Analgéleo: S inistrd 3 mg de 6-cprl-k il bidlida cn 0.2 ml de accitc de mads, via intrasnticular de pata postcrior isquicrds y 0.3 mg de Tiona (Analgésion)

c
en 0.5 ml de accite e malz, vix inrapcriloncal.




Tlempo (Hrs)
vigilia-suefio de rata bajo tres condiciones diferentes.
to ocular ripi ji

Comparaciéa de las diferentes etapas del ciclo
V= vigilia. SL= suefio lento, MOR= movimien



El suefio normal parece ser un hibito de proteccidn organica. El suefio
periédico es una de las necesidades fundamentales de 1a vida. Se ha visto
que los perros mueren antes si se les priva del suefio que si se les suprime la
alimentacién. En algunos estados patalégicos el suefio es superficial desde el
comienzo hasta el fin sin que exista el periodo normal durante el que es més
profundo. Esto indica la necesidad de proporcionar el suefio a los enfermos
que por causas tales como dolores persistentes, no han podido conciliarlo
durante algin tiempo (39).

El dolor constituye el mayor desafio para cualquier doctor y aliviarlo
resulta su mayor problema. Ante los ojos de muchos de sus pacientes es
inclusive la dnica justificacion de su existencia. Todo lo que desean es que
les quite el dolor.

Hay muchas condiciones patoldgicas diferentes que ocasionan dolor crénico,
tales como artritis reumatoide, fibrositis y enfermedades degenerativas de
las articulaciones. El dolor generalmente causa alteracién en el sueiio
manifestado como mis tiempo en el comienzo de la latencia de suefio,
frecuente despertar durante los periodos de suefio, aumento en la cantidad de
vigilia y disminucion en e} tiempo total de suefio. Estas alteraciones también
resulta en excesiva fatiga en el dia @0).

En la tabla 8 se presentan las pruebas que se consideraron de interés y sus
resultados.
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Prueba

Sobre genninacion en semillas de
lechuga.

Antibidtica sobre:
Escherichia coli
Staphylococcus aureus

Sobre Artemia salina

Moluscicida sobre Physella sp.

Toxicidad Aguda preliminar en ratén

Efecto sobre ciclo vigilia-suciio

Tabla 8
Actividad Bioldgica de
6-epi-desacetil-laurenobiotida

200 ppm

10mg
50 ppm
25 ppm

5ppm

LD = 200 mg/kg
50 <LD < 100 mg/kg

9 mgke,

Efccto

Retraso en la genminacién de 48 hrs,
40% de germinacion a 72 hrs.

@ (cm) de halo de inhibicién
25
22

CL,, muerte en ¢) 50% de los organis-
mos con respecto al control

100% de mortalidad a las 6 hrs,
90% de mortalidad a las 24 hrs,

LD, preliminar LP.
LD, preliminar Subcutinea

Principalmente sobre el suciio MOR,
tanto en ndmero como en duracién de
cada episodio.




CONCLUSIONES.

+  Se verifica la hipétesis planteada, al haber presentado actividad en
varias pruebas biolégicas y confirmando que la presencia del
grupo o-metileno-y-lactona que posee 6-epi-desacetil-
laurenobidlida la caracteriza como un producto natural citotéxico.

«  Las propiedades antibiética y moluscicida que también presenté el
producto natural extraido de M. grandiflora son de especial
interés dentro de la importancia econémica y social de las
enfermedades parasitarias, porque los paridsitos atacan
indistintamente a vegetales, animales y al hombre.

*  Con los resultados preliminares obtenidos en la actividad sobre la
germinacién, podemos inferir que desde un punto de vista
ecoldgico tiene importancia este tipo de producto natural, pues al
quedar en el suelo a diferentes concentraciones, es posible que
actie sobre semillas de la misma especie o de diferente especie,
regulando el establecimiento de plantas y la composicién de las
comunidades vegetales.

*  Aprovechando el efecto que causa la administracién de 6-epi-
desacetil-laurenobidlida a animales en los cuales se pueden evaluar
ciertas modificaciones en la conducta, el dolor en este caso, resulta
interesante continuar un estudio enfocado a proponerio como un
modelo para provocar dolor crénico para el estudio de
analgésicos.
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RECOMENDACIONES.

*  Debido al interés de continuar investigando en ciertas dreas, como
por ejemplo realizar estudios de campo sobre la actividad
moluscicida y la propuesta del modelo de dolor crénico, es
recomendable calcular la concentracién del producto natural por
individuo.

*  Las lactonas sesquiterpénicas, son sustancias que al ser sintetizadas
por las plantas es probable que realicen ellas alguna o varias
funciones determinadas. La mayoria se han extraido de
Compuestas y muy interesante serd probar sus efectos
morfogenéticos en las mismas especies vegetales de donde se
extrajeron.

e Seria conveniente continuar el estudio sobre otras cepas de
bacterias patégenas que causan problemas sociales y econémicos,
asi como determinar la concentraci6n minima inhibitoria.

+  En la investigacién sobre la actividad moluscicida se recomienda
en uso de caracoles que no contienen opérculo, ya que éste sirve
de proteccion a los organismos que lo poseen.
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