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RESUMEN

La diversidad vegeta! de México ha sido empleada por los indigenas desde épocas
inemorables con fines medicinales. Una parte de ess conocimiento -para nuestra fortuna-
ha logrado sobrevivir a lo targo de 400 anos y llegado hasta nosostrgs. Ejemplo de ello
8s Eupatonium petiolare Moc., esta planta es usada por la poblacion en el tratamiento de
reumatismo, diarrea, malestares def estomago, higado, dolor de cabeza y espalda, resfrio
y tos (Aguilar, 1994). Un estudio quimico ds esta planta reveld la existencia del metabolito
banzilester det acido 6-metoxi saliclico (Caldersn gt al., 1983). Dado que la estructura
maolecular del metabolito es similar a la del acido saliclico y que se cuenta aderndas con
referencias del uso de la planta como analgésico, se decidi6 aplicar al metabolito una serie
de prusbas ds cribado como son 1as siguisntes: actividad sobre la germinacién de
semilias, efacto sobre la formacidn de raices, DL en Arternia salina (citotoxicidad), Dlsg
preliminar en raton, prusbas de analgesia y efecto sobre el susfio de ratas Wistar.

Los rasultados obtenidos muestran que a! benzilester del &cido 6-metoxi salicico
no tigne un efecto analgésico a dosis de 100 mg/kg, sin embargo, se observd un ligero
incremento en el tiempo total de suefia lento y suefio M.O.R. de ratas Wistar, aunque ests
incremento no es estadisticaments significativo. Los datos obtenidos del bioensyo conA.
salina, sugieren una posibie actividad citotdxica del metabolito, pues la Dl.sg en A. salina
rasult6 ser da 15.38 ppm. con un valor minimo de 10.02 ppm. y un maximo de 23.39 ppm.

Al parecer, el benzilester del acido 6-matoxi saliclico no es el responsable de las
propiedades analgésicas que se le atribuyen a Eupatonum petiolare Moc.



INTRODUCCION.

La diversidad vegetal con que cuenta México es considerada como una de ias
mas variadas del mundo, por lo menos existen unas 26,000 especies, reflsjada por la
presencia de practicamente todos los tipos de vegetacion; propiciada en gran medida
por a ubicacién de nuestro territorio en el planeta (Estrada, 1985) y por la historia del
continente; pues en el pasado durante muchos miles de afos, Sudamérica y
Norteamérica estuvieron separadas, no existia el puente centroamericano que hoy los
une Sudamérica era un inmenso continente aislado de los otros, donde prosperd una
flora caracteristica, diversa y abundante conocida como Neotropical. Norteamérica en
cambio, estuvo unida a Europa y el norte de Asia donde también prosperd una biota
propia, tipica de la regién, conacida como Holartica. Cuando Norteamérica se separd
de Europa y surgio el puente centroamericano, muchas especies migraron de unfado a
otro. La zona de transicidn se convirtid en una region extraordinariamente rica en
especies; esta region es México, localizado entre las dos zonas biogeogréficas de
América: La Neartica y 1a Neotropical (Krebs, 1985; Rzendowski, 1988; Hengevel, 1983).
A esto se suma una de las taopografias més accidentadas de la tierra, producto de una
intensa actividad orogénica. que ha dado origen a una gran variedad de tipos de rocas;
tanto por su naturaleza como por su edad, que en canjuncidn con olras factores como
la presencia oceénica, corrientes marinas, los vientos alisios, etcetera, da como
resultado la existencia de toda una gama de climas y suelos (Estrada, 1985). De esta
forma nuestro pais dio albergue en sus Sierras, montanas y picos ala flora del norte, de
caracter templado o frio; en sus planicies costeras y tropicos albergo a las especies del
sur, de caracter célido. Por otro lado nusstro pais comprende en mas del 50 % de su
territorio una zona conocida como desierto. En ella también prosperd una flora tipica
conocida como Xerofitica, adaptada a condiciones extremas de calor y sequia (Krebs,
1985; Rzendowski, 1988; Hengevel, 1989).

Gracias a esta abundancia 105 antiguos habitantes de México distribuidos a lo
largo y ancho del territorio naciona! pudieron hacer uso de los recursos naturalgs a su
alcance, s8gun sus necesidades, conocimientos y tecnologlas.



Los conocimientos acerca de nuestras plantas medicinales, s bien muchos de
elios solamente empiricos, son muy antiguos, puss datan de épocas muy anteriores al
descubrimiento de América. Los indigenas, en virud de su contacto mas intimo con la
naturaleza y por una experiencia prolongada - y tal vez dolorosa en méas de una ocasidn
- habfan adquirido amplios conocimientos sabre las virtudes curativas de las plantas y
las sabfan aprovechar con sorprendents acierto (Martinez, 1944). De esta forma ios
antiguos habitantes de México acumularon una gran cantidad de informacién acerca del
medic que los rodeaba. Su conccimiento sobre plantas era notable; pues las habian
clasificado sistematicamente y muchas de ellas hablan sido domesticadas, como el
maiz, el frijol, e aguacate, etcétera (Romo de Vivar, 1981). Asi los indigenas lograron
sacar provecho de las plantas cultivadas y silvestres pues las utilizaban como alimento,
para la construccién y vestimenta, ademas de conocer sus ya mencionadas
propiedades curativas y estimulantes; sin embarge, la tecnologia con que contaban no
les permitié conocer los pringipios activos responsabies de dicha propiedad.

En realidad el conocimiento de principics activos es bastante reciente. Fue hasta
fines del siglo XVIIl (1772-1777) cuando Lavoisier alabord un métode de andlisis por
medio del cual podia medir las proporciones en que el carbono y el hidrégenc
participaban en la composicion de una sustancia organica. A partir de este punto la
investigacion en quimica organica de productos naturales se acelera notablemente, sin
embargo, las armas con que contaba el quimico eran escasas todavia. A pesar de que
podia determinar, el nimero y propocion de los elementos que formaban parte de una
sustancia, todavia resuitaba dificit llegar a conoger su estuctura. Por ejsmplo, el
alcanfor, una sustancia ampliamente conocida y usada desds la antigliedad con fines
medicinales e industriales, fue analizada por Dumas, quien encontrd su férmula correcta
(C1oH160) en 1833. Sin embargo fueron necesarios 60 anos de estudio para determinar
su estructura correcta. En la actualided hastarfan unas horas para lograr esto con la
ayuda de la espectroscopia (Romo de Vivar, 1981).

En las ultimas décadas el estudic de productos naturales a nivel mundial ha
recibido un fuerts apoyo por parte de los gobiernos y principaimente de las industrias
particulares, que mativados por et afén de encontrar nusveos y mejores farmacos, y en
general moléculas con alguna aplicacion que pueda generar una ganancia monetaria;



han generado una gran cantidad de conocimiento de los diferentes grupos de plantas
No debe sorprendernos que algo simifar ocurra en México, pues dada la riqueza
florfstica con que contamos, la investigacion mexicana de productos naturales ocupa un
lugar destacado a nivel mundial. Es particularmente notable la contribucién mexicana en
lactonas sesquiterpénicas, pues de aproximadamente de 1,000 que se conocian hasta
el afo de 1881, algo mas de 100 fueron producto de las investigaciones mexicanas, lo
que representa alrededor de 10 % de las laclonas sesquiterpénicas conocidas,
elaboradas por plantas (Romo ds Vivar, 1981). Ademds de las lactonas se han aislado
de varios grupos de plantas -en particular del grupo de las compuestas- infinidad de
sustancias como triterpenos, flavonoides, alcaloides, aceites esenciales, esteroides,
dcidos, ceras y muchas otras con actividades muy variadas, comio por ejemplo:
bactericida, fungicida, analgésica, mutagena, anticancerigena, depresora de la presion
arterial, antidiarreica, antinflamatoria, por mencionar algunas.

Los salicilatos que en la actualidad son usados ampliamente por la poblacion
como antipiréticos o analgésicos tienen una historia que se remonta a epocas del siglo
XIX. Por décadas las infusiones de Salix alba se usaron para reducir el dolor, la fisbre y
fas inflamaciones. De esa planta Leroux en 1827, aislo la salicilina. En 1838, a partir de 1a
saliciina Pina prepard e! acido salicllico, el cual fus aislado en 1844 por Cahours, y en
1860 fue sintetizado por Kolbe a partir del fenol. Estos descubrimientos fueron seguidos
répidamente por la introduccion de diversos derivados del &cido salicllico (figura # 1).
La aspirina se obtuvo por vez primsra en 1853 por Gerhardt, sin embargo su evaluacion
farmacoldgica se realizo hasta el afio de 1899 por Eichengrum (Korolkovas, 1988).

A pesar de que una buena pare deé la poblacion emplea cotidinaments estos
farmacos obteniendo resultados positives, existe otro grupo que presenta reacciones
alérgicas a algunos salicilatos manifestadas como crisis de tos asmética, comezon
excesiva, mareos y vomitos. De esta forma las investigaciones de los salicilatos se han
incrementado con el fin de encontrar nuevas sustancias que no produzcan estas
reaccidnes indeseables a las personas sensibles.
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Fig 1. Algunos derivados del &cido salicllico: a) &cido salicflico, b) acido saliciico

benzilester, c) salsalato, d) diflunisal, e) fluvenisal y f) &cido
acetilsaliclico.



Las pruebas aplicadas a una sustancia dependen de los fings particulares del
investigador y pueden ser tan variadas como los mismos fines. La incansable busqueda
de nuevos farmacos realizada por investigadores, tanto nacionales como extranjeros,
no culmina con el hecho de! descubrimiento. Las investigaciones deben continuar y
encaminarse &l disefio de un proceso sencilo y barato que permita la produccion
masiva de dicha substancia y asf poner a disposiclén de la poblacién medicamentos
baratos y efectivos.

Dadas las caractsristicas socioecondmicas e idiosincrasia del pueblo mesxicano, la
medicina tradicional toma un papel muy importante en la salud de l0s mismos, pues
deben considerarsa los sigulentas puntos:

a) Un porcentale de la poblacion padece desnutricion severa y analfabstismo.

b) La desnutricidn y las condiciones en que vive mas de la mitad de la poblacidn,
son las principales causas da la diversidad a incidencia de casi todas las enfermedades,
principaimente en la poblacién de escasos recurses.

c) Las enfermedades gastrointestinales y respiratarias, principales causas de
defuncién en México son previsibles y aunque tienen curacion con la medicina
moderna, ésta no llega a gran parte de la poblacion, principalimente rural.

d) La medicina moderna en nusstro pals depende del extranjero para la
adquisicion de materias primas y tecnologla en la slaboraclon de casi todos los
medicamentos, que aunado a la crisis nacional y mundial, dichos medicamentos se han
estedo convirtiendo en productos Inaccesibles para gran parte de la poblacién.

e) Las instituciones oficiales de salud publica no asisten a la mayoria de las
comunidades rurales.

f) La Organizacién Mundial de fa Salud (O.M.S.), en 1978 consigné que el 66.6 %
de Ia poblacién de los palses subdesarrollados, sélo recurren a la medicina tradicional
para resolver sus problemas de sslud. Estas cifras no han camblado de manera
considerable en los Ultimos afios. Con lo expuesto hasta ahora, se pone de manifiesto



que las plantas medicinales constituyen una alternativa viable para rosolver los
problemas de salud en México, de manera complementaria con la "medicina moderna"
(Estrada, 1985).

La ciencia moderna, en lo general, no ha aumentado en mucho los
dascubrimientos que los indigenas hicieron hace varios siglos, y se ha concretado a
aplicar métodos més sofisticados de investigacion, comprabando, en muliitud de casos,
tas propiedades que los indigenas habian hallado de un modo empirico (Martinez, 1944).

Los vastos conocimientos médicos de los indigenas no han tlegade en su totalidad
hasta nosotros, debido a que los transmitian verbalmente de una generacion & otra, sin
escribirlos nunca, ya que su sistema de escritura no se prestaba para sllo, puss con sus
geroglificos sélo trataben de perpstuar la memoria de fos grandes acontecimientos de
su historia (Martinez, 1944). Por estas y otras razones es l6gico pensar que de la
diversidad existente en nuestro pais, por fo menos la mitad de las especies tiene algin
usa medicinal empirico, lo cual implica la existencia de 12,000 a 15,000 plantas
medicinales. Si consideramos que en la actualidsd estdn registradas a especie
aproximadaments 3,000 plantas medicinales y que diferentes resefas historicas de la
conquista Indican que mucha ds la informacidn sobre las artes y las ciencias se perdid o
se ha ido perdiendo, podemos decir que, de los recursos naturales vegetales usados
por 8l hombre, en nuestro pals, es més lo que ignoramos que lo qus sabemos, asf
pues, las especies madicinales registradas sélo constituyen el 25 % del total estimado;
algunos indicadores que sjemplifican lo anterior son los siguientes: 12 A manera de
gjemplo historico; Francisco Herndndez, protomédico general de las Indias (1571),
registré un total de 3,269 plantas medicinales, de las cuales a la fecha solo se han
identificado 667 especies; 22 Hasta 1985, se habian registrado 148 especies nuevas
como medicinales en comunidades de los estados de Pusbla, Hidalgo y Guanajuato.
Por otra parte, de la mayorla de las especies registradas, ni del 10% ha sido
comprobado su uso en el laboratorio (Estrada, 1985).

Deda la existencia casl infinita de metabolitos vegetales, s muy frecuente que
para muchos de ellos el conocimiento de su actividad bloldgica sea escaso o se
desconozca del todo. Tal es el caso del benzllester dal cido 6-metox! salicllico, no
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obstante que su estructura molecular se conoce desde 1969 (Figura 2), hasta ¢
actualidad no se reportan trabajos que hayan explorado su actividad biologica. Ef
benzilester del &cido 6-metoxi saliciico a diferencia de! dcido salicllico tiene adicionado
en el carbono nimero 6 un grupo metoxito y un bencito se encuentra esterificando al
hidroxilo del &cido salicllico. Dada esta semejanza estructural resulta interesante analizar
si el benzilester del 4cido 6-metoxi saliclico tiene alguna actividad bigidgica, en
particular la da analgésico.

Como se puede apreciar aun falta mucho por descubrir y la investigacion en el
érea de productos naturales esta abierta para todo aquél que quiera conocer sus
secretos.
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ANTECEDENTES

Familia Compositae.

La familia Compositae o Asteraceae, una de las mas grandes, Si no s que la mas
numerosa; consta de aproximadamente 1100 géneros y unas 20000 especies de
distribucion mundial; se divide por lo general en 13 tribus: Heliantheas, Astereae,
Anthemideae, Arctotideae, Inuleae, Senecionsae, Calendulaesa, Vernonieas, Cynareae,
Mutisieae, L'abeae, Lactuceae y Eupatirieae a la que pertenece el género Eupatorium
con unas 600 especies (Jones, 1987) principalmente americanas, distribuidas sobre
todo en regiones tropicales y subtropicales, aunque alcanzan las zonas templadas
(Rzedowsk, 1985).

Descripcién de Eupatorium petiolare Mac.

Eupalorium peliolare Moc. (Figura 3) es un arbusto hasta de 2 m de altura; con
tallos lefiosos, cilindricos, de 2 a 5 mm de diametro hacia la parte superior, estriados,
blanco-amarillentos, puberulentos; hojas opuestas, membranéceas, psciolo de 1.5 a 8
cm de largo, pubescente, 1dmina ovada, de 3.5 a 10 cm de largo por 2.5 a 10 cm de
ancho. &pice agudo u ohtuso, borde crenado-dentado, base cordada, haz puberulento,
envés pubescente, con abundantes glébulos resinosos, tri a pentanervada de la base;
numerosos capitulos de 7 a 8 mm de largo dispuestos en corimbos compuestos
terminales, pedicelos pubescentss; invollcro turbinado, de 5 @ 7 mm de largo por mas
o menos 5 mm de ancho, cubre la mitad besal o més de las corolas, sus brécteas
dispuestas en 3 series de fa misma longitud, linear. lanceoladas, agudas, verdes,
pubescentes; flores 35 a 40; corola de 4 a 5 mm de largo, blanca, glabra, con glébulos
resinosos en los lobutos, aquenio de 2 a 3 mim de largo, muy pubescente, vilano casi
del largo de la corola. cerdas blanco-rosadas. Comunments llamada "hierba de &ngel o
yolochichitl" (Rzedowzki. 1985).



Distribucién de E. petiolare Moc.

Originaria de México, habita en climas calido, semicalido, semiseco y templado se
distribuye desde Coahuila y Tameulipas a Oaxaca (Figura 3), entre 900 y 3000 m snm.
Asociada a bosque tropical caducifolio y subcaducifolio, matorral xerdfilo, bosque
mesdfilo de montaia, bosque de encina y de pino. Crece frecuentemente en sitios de
disturhia. especiamente a lo largo de caminas y carreteras (Argueta, 1994; Rzedowzki.
1985).

g

‘*’:‘? ¢ S ' e

Fig. 3. Aspecto general de Eupatorium peliolare Moc. (Sanchez, 1984) y areas
de uso en México (Argueta, 1994).
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Usos terapéuticos tradiclonalesde E. petiofare Moc.

En las comunidades de los estados de la Republica es usada para tratar diversos
malestares, en la tabla # 1 56 muestran algunos de sus usos terapéuticos asi como Ja

preparacidn y la parte empleada de la planta, 1ambién se mencionan algunos de sus

nombres populares.
Tablal
Nombres populares de Eupatorium peliolare Moc. y usos teraputicos mas comunes en algunos
estados do la Repiblica Mexicana (Aguilar, 1994).
s/l Sin Indicacion; sfp Sin preparacion
NOMBRE LOCALIDAD |PADECIMIENTO PARTE PREPARACION | VIA DE ADMON
i POPULAR YUsoO UTILIZADA o
Cofesda Mina Vieja, Reumnatlsmo Flores Maceradas Oral
Peston Edo. doMéx. | Diarrea Frutos Coclmianto Local (tailo
sobre el
estomago)
Hierba dei San Juan Biils Flores Infusién Oral
&ngel Tepecocuico,
Edo. de Méx.
Hierba dei Zitdcuaro, Higado, biils sfi s/l sfi
dngel Mich.
Hierba del
burro
Hierba del Linares, N.L. | Malestatesdel | Planta Macerada y Oral
burro estémago reposar en
agua
Hierba del San José, Espanto Tallos y hojas | Exprimidas Oral
butro Gémez
Farfas, Tamps.
Hierba duice | Quimbdtén, Resfrio Ramas Cogcimlento Oral
Pue.
Sabasunum Amatenango Calentura, Ramas slp ' Externa
{tzeltal) del Vaiie, Chis. | dolorde (impias)
cabeza
Sabasunum Amatenango | Espanto, Ramas slp Externa
{tzeltal) del Valle, Chis. | dolor da (barridas)
. ~ cabeza L
Pechto San Andrés Dolor de Ramas Macerado Local {untado)
Timilpan, Edo. { espalda
de Méx,
Pashii-oval Tenejapa, Tos Ramas infusiéon Oral
(1zeltal) Chis. L

1"




Estudios quimicos y blologicos del género Eupatorium.

Hasta la década de los 70s eran muy escasos los estudios quimicos de la tribu
Eupatorieas, aproximadamente el 10 % de sus especies habfan sido examinadas
quimicaments pero no se conocian reportes quimicos de unos 50 géneros, de modo
que el 80 % de sus miembros eran desconocidos desde ese punto de vista.

Sin embargo a partir de esa época se han alslado numerosos metabolitos
secundarios, varios de elios muy importantes como herbicidas, farmacos, hormonas de
crecimiento vegetal, etc. De los miembros del génsro Eupatorium ss han aislado
derivados benzofuranicos de la euparing, varios triterpenos, flavonoides, alcaloides,
aceites esenciales, terpenos, lactonas sesquiterpénicas, y muchas otras sustancias
{(Heywood, 1977). Por gjemplo: la hidroxitrementona y el toxol se aislaron ds E. rugosum
{Bonner gf al., 1961, 1962); el E. urticaelolium aportd la trementona (Bonner y DeGraw,
1962). Kupchan et gl (1969) encontraron 7 flavonas citotdxicas en 2 especies de
Eupatorium (£, cuneffolium y E. semiserratum). El estudio de otras doce especies de
Eupatorium aportd cuatro nusvas germacrélidas y guaianolodas (Bohimann gt al.,
1977). E. deitoiduem dio dos nuevas lactonas sesquiterpénicas del tipo germacrolidas,
la deltoidina A y B (Quijano gt al.. 1980). En 1981 Herz y colaboradores estudiaron las
propiedades citotoxicas y antilsucémicas de los metabolitos secundarios de E.
lancifolium (supacunolina y supacunina) y de E. semlserratum (eupaserring,
desacetyleupaserrina y eupatoring), ademas emplearon estas sustancias para
diferenciar ambas sspecies.

En 1986 se analizeron las propiedades inmunoldgicas del polisacarido
4-O-melilglucuronoxilano de E. perfofiatum (Volimar gt al., 1986). Se reporta la actividad
antitumoral, antibiética, melusquicida, entre otras, que tiene la brevipeina extralda de F.
brevipes (Guerrero gt al., 1888). La biosintesis y acumulacidn de bensofuranos en
cultivos de ralz de E. cannabium fue estudiada en 1989 por Siebertz y coiaboradores. El
metiripariocromeno A aislado de E. riparium muestra actividad fungicida sobre §
especies de hongos microscdpicos (Ratnayake gf gl., 1992).
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Estudios quimicos de Eupatorium petiolare Moc.

No obstante la bibliografia reportada para varias de las especies del género
Eupatorium, E. petiolare Moc. fue estudiada quimicamente hasta el afo de 1982. El
estudio quimico de Guerrero aplicado a Eupatorium petiolare Moc. dio como resuitado
el aislamiento de! acido 2-hodroxi, 6-metoxi benzdico y de la nusva germacrdlida
11,13-dihidroeupatoriopicrina (Guerrero, 1982). Un estudio posterior de esta planta,
reveld la existencia del benzilester del &cido 6-metoxi saliclico (Calderon gt al., 1983). La
estructura molecular de este acido fue descrita en Alemania en el aito de 1969, cuando
Bohiman lo aislo de Aster plarmicoides (Bohimann g} gl. 1969). Hasta la fecha no se
reportan trabajos que hayan explorado la actividad bioldgica ni de la planta ni del
benzilester de! acido 6-metoxi salicflico.
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OBJETIVOS.

De acuerdo a la informacion anterior, en el presente trabajo se plantearon los
siguientes objetivos:

» Colecta y determinacién a especie de Eupatorium petiolare Moc.

« Extraccion, aislamiento y purificacidn del metabolito secundario de Eupatorium
petiolare Moc., benzilester del Acido 6-metoxi salicilico

« Determinacién del punto de fusion y solubilidad en solventes orgénicos del
benzilester del cido 6-metoxi salicilico.

o Elusidar la estructura molecular del metabolito mediante espectroscopla de
resonancia magnética nuclear (RMN).

« Determinacion de las posibles actividades biologicas del benzilester del acido
6-metoxi saliclico mediante la aplicacion de los siguientes bioensayos:

Actividad sobre la germinacién de semillas.
- Efecto sobre la formacion de ralces.
- Determinacion de la DLsg en Artemia sallna (Citotoxicidad).

- Determinar la DLso preliminar en ratdn por las vigs oral, subcutdnea
g intraperitoneal.

- Pruebas de analgesia mediante la induccidn de dolor con platina
caliente y fenilquinona.

- Efecto sobre el ciclo vigiia-sueiio de ratas Wistar

« Establecer alguna posible relacién entre los usos populares de la planta y los
resultados obtenidos en las pruebas de analgesia.



MATERIAL Y METODOS.

La metodologia consta de dos partres: una parte quimica (extraccion del producto
natural) asesorada por el Dactor Carlos Guerrero Ruiz y una parts bioldgica (pruebas de
actividad biolégica) dirigida por el Maestro en Ciencias Javier Antonio Tahoada Ramirez.

COLEGTA Y DETERMINACION DE Eupatorium petiolare Mac.

E. petiolare Moc. se colectd en el mes de abxil en el Pedregal de la Ciudad de
México, D.F. La determinacion de la especie se relizd siguiendo la clave publicada por
Rzedowski en el ano de 1985, en Flora fanerogdmica de! Valle de México. Vol 1t
Dicotyledonease (Euphorbiaceae-Compositas).

EXTRACCION DEL METABOLITO SECUNDARIO

La extraccion del producto natural se realizé siguiendo la metodologia descrita por
Calderon en 1983 (Figura 4). La parie aérea de la plenta (hojas y flores) con un peso
seco de 938 g se sometib a extraccion con hexano por 24 horas a temperatura
ambiente; el extracto se concentrd en un rotavapor a presion reducida. Este
procedimiento se repitié tres veces. E! extracto hexanico se corrié en una columna
cromatografica con 2.5 kg de silica gel como soports; usandose como eluyentss una
mezcla de disolventes hexano, hexano-benceno y benceno-acetato de stiio en orden
creciente de polaridad. Las fracclones eluidas se analizaron en cromatografia de capa
fina comparando las bandas con un patrén de benzilsster de! &cido 6-metoxi saliclico .
Las fracciones eluidas con benceno que presentaron una banda con un factor de
cornmiento (Rf) similar al Rf de ia banda del benzilester dsl dcido 6-metoxi salicilico se
purificaron por recristalizacion. Se determiné el punto de tusion de los cristales, ss les
realizaron pruebas de solubllidad y se les aplicd un anélsls espectroscopico de
resonancia magnética nuclear (RMN) para determinar si la estructura molecular de
dichos cristales correspondia con la gescrita por Bolhmann en 1969,
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Colecta de ia parle aérea de Eupatorium petiolare
Moc en el Pedregal, Cudad de México.

v

Extraccidn con hexano de 950 gr de hojas y flores
secas de E. petiolare Moc.

A 4

Cromatografia en columna de sllice dsl extracto hexanico
eluido con hexano-benceno-acetato de etilo

v

Obtenclén dei compuesto de la fracecion sluida con
pencero y purificacién por ecristalizacion

v
Pruebas de solubilidad.

A v 'y
Determinacion del Espectroscopla de Pruebas de
punto de fusién RMN. actividad biol6gica

Fig. 4. Procedimiento de extraccién, aislamiento y purificacién del metabolito
benzilgster del &cido 6-metoxi saliclico.

16



Colecta de la parte aérea de Eupatorium peliolare
Moc en el Pediegal, Ciudad de México

v

Extraccion con hexano de 950 gr de hojas y totes
secas de E. petiolare Moc.

v

I Cromatograffa en columna de silice del extracto hexanico
eluido con hexano-benceno-acetato de etilo.

v

Obtencion de! compuesto de la fraccion eluida con
bencero y purificacién por rectristalizacion

v
Pruebas de sotubilidad.

A v »
Determinacion de!  Espectroscopia de Pruebas de
punto de fusién RMN, actividad biolégica !

Fig. 4. Procedimiento de extraccldn, aislamiento y purificacidn del metabolito
benzilester del &cido 6-metoxi saliclico.
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PRUEBAS DE ACTIVIDAD BIOLOGICA.
o ACTIVIDAD SOBRE LA GERMINACION DE SEMILLAS.

La existencia de sustancias inhibidoras de la germinacidn presentes en las partes
de una planta como son la raiz, semillas, hojas, frutos, flores, stcétera; muchas veces
no tienen una funcidn reguladora de la germinacion de la semilla, sino mas bien,
desempenan un papel ecolégico muy importante conocido como alelopatia, al inhibir o
retrasar la germinacidn de semillas de otras especies. Esta propiedad se puede aplicar
en el cultivo y/o aimacenamiento de granos, pues es muy sabido que los cultivos
muchas veces son invadidos por malas hierbas y que las semillas aimacenadas muy
frecuentemente germinan antes de salir al mercado; en ambos casos esto tiene una
repercusién monetaria grave.

Se pusieron a germinar semillas de lechuga en las siguientes soluciones por un
periodo de 2 horas:

25 semilias en 50 partes por milibn (ppm) de benzilester del &cido
6-metoxi saliclico + 0.05 ml de dimetil sulfoxido (DMSQ)

25 semillas en 100 ppm de benzilester del acido 6-metoxi saliclico
+ 0.05 ml de DMSO

25 semillas en 200 ppm de benzilester del acido 6-metoxi saliclico
+ 0.05 ml de DMSO

~ 25 semillas en 0.05 ml de DMSO (testigo)
- 25 semillas en agua (testigo)

Las semillas se colocaron después sobre papel filtio (Whatman # 1) dentro de
cajas petri, humedecidc con 5 ml de la solucion himbibitoria correspondients. Se
observaron cada 24 horas durante tres dias y se cuantificd el porcentaje de
germinacién.
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¢ EFECTO SOBRE LA FORMACION DE RAICES.

Muchas plantas, tanto comestibles como de ormato son propagadas por el
humano de forma vegetativa, en ocasiones la sobrevivencia de dichas plantas depende
de la rapidez de enraizamiento de la misma, por [0 cual es importante contar con
sustancias (hormonas) que aceleren este proceso.

Se usaron 20 ml de las siguientes soluciones de 4&cido G-metoxi salicllico
benzilester:

I

100 ppm + 0.05mi de (DMSO)

50 ppm + 0.05 ml de DMSO

25 ppm + 0.05 ml de DMSO

Agua + 0.05 ml de DMSO
Agua

En cada una de las soluciones se sumergio por la placa basal una cebolla con las
rafces previamente cortadas, Se realizaron 7 repeticiones para cada concentracion. Al
término de 6 dias de tratamiento se cuantificaron las rafces y se aplico a los datos una
prueba de "t de Student”

¢ DETERMINACION DE LA DLsg EN Artenia salina (CITOTOXICIDAD).

Uno de los padecimientos que ha preocupado siempre a la humanidad es el
cancer en sus diferentes manifestaciones. En las (ltimas décadas la frecuencia de
cancer se ha incrementado notablemente en la poblacion mundial, siendo los paises
desarrollados 10s que presentan una tasa mayor de incidencia, Preocupados por esto,
los institutos de investigacion sobre el cancer han creado programas que tienen como
fin la busqueda de sustancias que puedan ser utilizadas en el tratamiento y cura del
cancer. Estas prusbas de laboratorio requieren de equipo y de condiciones de manejo
muy especiales, de modo tal que esto representa un costo bastante elevado para su
realizacion. Por esta razon se han disefiado bioensayos que permitan el andlisis de la
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actividad citoléxica de las sustancias pero a un costo mucho mas bajo. Tal es ef caso
de! bioensayo gue emplea como modelo at crusticeo Arlemia salina para detectar la
eclividad citotdxica do las sustancias. Se ha visto que existe una correlacion entre la
Diso de A. salina y la Citotoxicided sobre células de carcinoma nasolaringeo (KB) y de
teucemia linfositica (PS). Cuando ta DLsg en A. salina es iguet o menor a 1000 ppm. por
lo general el metabolito en experimentacidn también resulta toxico para fas células KB y
PS (Cassady y Sufiness, 1980; Meyer et gl., 1982, Sofis gt al., 1993).

Se prepararon 500 ml de una solucidn salina & una concentracién de 35 g/l. En un
estangue de plastico dvidido previamente en una parte oscura y una luminosa se
vertieron 250 mi de la solucidn saling; en la parte oscura del recipiente se colocaron
huevos de Arlemia salina, y se incubaron a una temperatura de 24-25 2C por un periodo
de 48 horas (transcurrido este lapso las farvas de A. salina ectosionan).

Se prepararon 20 mi de las siguientes soluciones del metabolito estudiado disuelto
en solucldn salina a 35 g/l:

i

1 ppm + 0.02 ml de dimetit sulféxido (OMSO)

10 ppm + 0.02 ml de DMSO

100 ppm + 0.02 mt de DMSO

200 ppm + 0,02 mi de DMSO
0.02 mi de DMSQ

!

Solucidn salina 35 g/l

Se tomaron 5 mt de cada una de fas soluciones y se colocearon individualmente en
frascos viales de 10 mi, a cada solucién se le agregaron 10 larvas de A. salina
capturadas previamente con una pipeta Pasteur de la parte iluminada del recipiente de
incubacion (las larvas de A. salina presentan fototropismo positivo). Se mantuvieron a
una temperatuta de 24-25 9C durante 24 horas y se cuantificd ta monalidad al término
de este plazo. Para cada solucién se realizeron tres repsticionss y los resultados se
analizaron con e programa de cdmputo Finney Purde (Meyer gt al.,1982; Sulis et al.,
1993).



[Xad

¢ DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL 50 (DLso)PRELIMINAR EN RATON,

Si se quieren realizar experimentos con animales de faboratorio, administrando
una sustancia por alguna via, se debe tener la certeza de qus la dosis administrada no
sera letal para el animal. Para ello es necesario conocer previamente |a dosis letal 50
(Dlsg), que es una de las primeras pruebas a las que se somenten las nuevas
sustancias (Madrofno. 1980).

Para la determinacion de la Dlsg se formaron nueve lotes (3 controles y 6
experimentales) con una n ~ 10 ratones machas por lote con un peso promedio de 26 g.
A los lotes experimentales se les administrd por via oral, intraperitoneal y subcutanea un
volumen de la solucion del metabolito estudiado equivalente a una dosis de 100 y 200
mg/kg, usando como vehiculo agua para la via oral y aceite de maiz para las vias
intraperitoneal y subcutinea. Una vez administrada la solucion se observd durante una
hora la conducta de los ratones y se mantuvieron en observacidn por un periodo de 8
dias. Al final de este periodo se cuantificaron los ratones muertos y se determind la DLsy
con el programa Finney.

¢ PRUEBAS DE ANALGESIA.

El manejo de! dolor es un problema generaimente interdisciplinario, que va desde
el empleo de sustancias de facil administracién hasta procedimientos neuroquirtrgicos
muy sofisticados; en la mayoria de los casos el dolor se puede controlar o disminuir con
la administracién de farmacos capaces de producir en el individuo un estado de
analgesia. Sin embargo existen personas que manifiestan reacciones alérgicas a
muchos de estos tarmacos, de modo qus la blsqueda de nuevos analgésicos se hace
necesaria.

Induccién de doior por medlo de platina caiiente.

Se probd una dosis de 100 mg/Kg de écido 6-metoxi saliclico benzilester
administrada por via oral. Para edministrar el benzilester del 4cido 6-metoxi saliclico se
solubilisd en agua agregando 1 gota de hodréxido de sodio 0.05 N, esto forma la sal del

20



metabolito y permite su solubilizacion en agua Se formaron tres lotes experimentales y
un ote control, cada lote con una n 5 ratones machos con un peso promedio de 25¢.
Una vez administrada la solucion se colocaron los ratones sobre una platina calients a
temperatura constante de 55 °C; esta temperatura permite estimular las terminaciones
nerviosas de las extremidades lo suficiente para producir dolor sin provocar dano a los
tefidos epidérmicos de las patas de los ratones. Cada lote se colocd sabre la platina
solo una vez a intervalos postadministracion de 30, 60 y 120 minutos. Se cronometrd el
tiempo de reaccion de cuatro conductas que fueron las siguientes:

~ 12 Levantar una de sus extremidades
29 Lamerse una de elias

- 32 Erguirse en busca de alguna salida
42 Salto para escapar de la platina.

E! tiempo maximo de estimulo fue de 150 segundos. Los resultados abtenidos se
analizaron con la prueba estadistica de "t de Student”

Induccion de dolor por medio de fenliquinona.

La fenilquinona es una sustancia que administrada intraperitonealmente a dosis de
5 mg/kg produce repetidas contracciones de los mésculos abdominales acompafiadas
por la extencion de los miembros traseros. Estos estiramientos que se interpretan como
una manifestacion de dolor, son taciles de observar y de cuantificar, de modo que esta
prueba es empleada para la valoracion de analgésicos (Hendershat, 1959). Se prepard
una suspencién homogenaisando 5 mg de fenilquinona en 10 ml de aceile de maiz; de
ella se tomd un volumen equivalente a la centésima parte del peso del ratén (dosis
correspondiente a 5 mg/kg) y se le administré intraperitonealmente a 7 ratones, se
observo la conducta de los ratones y se cuantilicod durante 15 minutos los estiramientos
de 1as estremidades posteriores a intervalos de 5 minutos (t1=0a 5 min, t2= 5 a 10 min
y ta= 10 a 15 min). El 6-meloxi salicilico henzilester se disolvié en aceite de maiz de Ia
misma forma y se administrd subcuténeamente a los ratones en dosis de 100 y 200
mg/kg, se usaron 7 ratones para cada dosis. Transcurridos 30 minutos se administré la
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fenilquinona del mismo modo que en los controles y nuevamente se cuantificaron los
estiramientos de patas (Hendershot y Forsaith, 1959). Los datos se sometieron a una
prueba de "t de Student"

¢ EFECTO SOBRE EL CICLO VIGILIA-SUENO.

En la actualidad, las sustancias con propiedades hipndticas son utilizadas en
porcentajes relativamente elevados. Cuando una persona se queja de insomnio,
inmediatamente se le aconseja la utilizacion de algun tipo de somnifero. Las sustancias
que se han utilizado como inductores del suefio son de estructura quimica diversa. Los
barbitdricos, introducidos hace mds de cincuenta afios son considerados como
prototipos de estos farmacos. Sin embargo, debido a efectos indeseables, tales como
habituacion y dependencia fisica que producen, su uso ha ido decreciendo.
Actuaimente el uso de las benzodiacepinas se ha genseralizado porque ofrecen
numerosas ventajas sobre los barbitiricos. Algunas de estas sustancias evitan los
despertares conlinuos, acortan la latencia para el inicio del suefio e incrementan su
duracién, ademdas de presentar baja toxicided. No obstante lo anterior, también es un
hecho conocido la manifestacion de efectos colaterales perjudiciales (Ayala gt al., 1990).

Una droga ideal seria aquella que produjera sensacion de bienestar y que no
tuviera efectos colaterales indeseables, pero dicha sustancla todavia no ha sido
descubierta a pesar de las numerosas investigaciones que se han llevado a cabo por
diversos grupos de investigadores {Ayala et gl., 1990).

El experimento se realiz6 siguiendo la metodologla descrita por Ayala en 1990, Se
utilizaron 6 ratas Wistar, adultas, aparentemente sanas, da sexo masculino. Bajo
anestesia general (pentobarbitel sddico, 50 mg/kg ip), se implantaron epiduralmente
dos pares de electrodos de acero inoxidable para registrar (a actividad eléctrica de las
regiones frontal y occipital del cerebro. Le actividad ocular se registréd por medio de
electrodos colocados sobre el hueso supraorbitario, se procedio igual para registrar la
actividad eléctrica de los musculos de la nuca. Los animales se dejaron recuperar de la
ntervencion quirdrgica por un periodo minimo de una semana. Luego se colocaron en
una cémara sonoamortiguadora a temperatura y luz constantes, con agua y comida ad
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libitum. para registrar su ciclo vigiha-sueno mediante un poligrafo Grass, modelo 111 D
de 8 canales. Los registros se obtuvieron primero bajo condiciones narmales durente 10
horas continuas (de las 9 a las 19 horas); posteriormente la sustancia en estudio se
inyectd por via intraperitoneal a dosis de 2.4 mg/kg en 6 ratas, registrandose
inmediatamente  después de manera semejante a la manera descrita para las
condiciones normales. Los registros se analizaron visuglments, identificandose las
diferentes etapas del ciclo vigilia-sueio. El tiempo total de cada una de ellas se midio
manualmente abteniéndase asi su duracion promedia en candiciones contral y bajo el
efecto del tarmaco administrado. Se aplico la prueba "t de Student" para abtener los
grados de significancia de las diferencias observadas entre las dos condiciones de
registro (Ayala gt al., 1990).
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RESULTADOS.

De 1a extraccion de Eupatarium petiolare Moc. se obtuvieron 175.2 ¢ de extracto
crudo, de los cuales 4.31 g fueron de benzilester del acido 6-metoxi salicllico; cristales
blancos con un punto de fusion de 38-39 °C. Este acido es soluble en acetona, acetato
de etilo, eter isopropilico y dimetil sulfoxido (DMSO); es poco soluble en etanol y
propilen glicol caliente; es insoluble 8n agua. La estructura molecular obtenida mediante
¢l analisis espectroscopico de RMN corresponde con la descrita por Bohimann en 1969.

La figura 5 muestra los porcentajes de germinacién durante los tres dias de
tratamiento. No se ven diferencias entre 10s controles y los experimentales.
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Fig. 5 Porcentaje de germinacién en cada solucion del metabolito durante el
tiempo de tratamiento.
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Los resultados del efecto sobre la formacidn de raices se musstran en la figura 6.
La prueba estadistica de 't de Student’ mostré que no existen diferencias significativas
entre 10s controles y los experimentales (p > 0.05).
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Fig. 6 Promedio total de raices formadas en cada solucién del metabolito en un
lapso de 6 dfas (p >0.05).
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Los datos del efecto que tiene el benzilester del acido 6-metoxi salicilico sobre las
larvas de A. salina 58 muestran en la tabla H. El metabolito tiene sobre el crustaceo una
Dlsg de 15.39 ppin con un valor maximo de 23.39 ppm y un minimo de 10.02 ppm.

Tabla Il

Total de artemias muertas a las 24 horas del tralamiento con el
metabolito a diferentes concentraciones. Dlso = 16.39 ppm.

No. de muertes a las 24 br,

Tubo | Tuboll | Tuboll | Total

T HO o 1 T 2
control) . _

omsol) ;0 0 0 0
{control)

Tppm |0 L o, 0 +—~—0--—1
f,a',;‘p}.“f SR S 2 B
IOOppm_} 10 . 10 10 30
gm0 [ w0 } o | a0 l
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Las dosis empleadas en el presente trabajo no permitieron determinar la DLsg
preliminar en ratn, los datos se muestran en la tabla Ilt. La conducta de los ratones
durante la primer hora postadministracién fue normal, acicalandose continuamente
después del manipuleo, comieron y bebieron para después dormir. Los animales a los
que se les administrd el metabolito intraperitoneaimente presentaban erizamiento de los
pelos dorsales y estuvieron muy quietos, 8sto debido probablemente a la molestia de fa
inyeccidn.

Tabla Il
Ntimero de ratones muertos en uh lapso de 8 dias después

de administrado ol metabolito a dosis y via diferente.
T No. de muertes por cada via
Oral | Subcutanea Intraperitonea!
wControl 1 ] 0
{0 ma/kg)
| wmgig | o} o
200mg/59 0 I
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El andlisis de los resultados de las pruebas de analgesia dio para ambas un valor
de p>0.05. L.a tabla IV muestra los tiempos de reaccion de las conductas cuando se
induce dolor con una platina caliente. Los resultados de la prueba con fenilquinona se
muestran en lafigura 7 y enlatabla V.

Tabla IV
Tlempos de reacclén promedlo de las cuatro conductas a los 30, 60 y
120 minutos después do adminlstrado el metabolito (p>0.05)
TIEMPO DE REACCION PROMEDIO
EXPERIMENTALES
o CONTROL (Intervalo postadministracién)
CONDUCTA 30 min 60 min 120 min
Levanta extremidad | x 7.2 X=715 | x= 59 x= 7.36
(seg) s=2.63__§= 1.1____8— 22 S IR
Lameextremidad | x- 11.84| Xx-996 | x=11.26] x- 1212
(seg) §=38 | §-221 | 5=239 =42
Posicion erguida x- 40221 x=30.18) x= 2862 x- 6762
__ (seq) §=1703 8= 1_7_21_3 S=158 | 5418
Salto x:=110321 x=124.12| x= 839 Xx=120.62
(seg) 8= 2219 8=1785| S8=15.1 § 2476
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Tabla V

Total de extenciones de los miembros posteriores en un lapso de 16 minutos a
dosis del metabolito de 100 y 200 mg/kg , cuantificados a intervalos de 5
L minutos.

BoOaSmln ) Da 5 a 10 min De 10a 15 min
Conlrol| Experimental {Control| Experimental {Control| Experimental
# (#) #) #) (#) (#)
TRaton | w0 200 100 | 200 100 200
(#) mgkg | mgikg mg/kg | mokg mgfkg | makg
1 o |6 |13l o |21 9]0 o] ¢«
"2 [ 6 | aa| o [ 5 | 12 l o | vl 6 | o
s 2l 7] w6 ] a v Vs e | ] e
a (el al ol w2 7T T w70 |77
s e[ v s T3 |5 |2 | 5 |a
6 | w0 a6 | 4] 3| a0 |7
EEEEEREERE 3 | 2 | s | a4 | 2
‘X B I_szﬂ_l‘m _111\ 5___1 \’i.l!.l:‘o~ 4 6.7 2.29 5.144
S 627 | 712 | 523 | 307 | 344 | 2. 392 | 243 | 264
- T p>0.08 T p>005 p>005
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Los resultados del efecto sobre los estados de vigilancia aparecen en la tabla Vl y
se muestran graficados en la figura 8. L.a {recuencia, fa duracion promedio y la latencia
de la fase ds suefdo M.O.R. aparecen graficados en fa figura 9 y 10, los dalos se
musestran en la tabla VIi. Para ambas series de datos se obtuvo una p >0.05.

Tabla VI
Tiempo invenido por los animales en cada estado de vighancia durante las 10
horas de reglstro.
| Vigilia Sueio lento MOR.
{min) {niin} (min)
ﬁa—la— . _ﬂcomro_l—raporlmenml Control  |Experimental|  Control | Exparimental
7V | 28033 | 14825 | 25728 | 33469 | 6042 | 12621
2 24160 | 2001 | 28013 | 20533 | 8190 | 1636 |
3 | 1seat | v2r24 [ 36413 | 39661 | 9424 | 10523 |
4 28752 | 209.46 | 30040 | 34044 | 2884 | 6640
5 22760 | 16956 | Q09.15 | 342.35 | 80.36 | 9648
6 | 19716 | 17066 | 30908 | 32612 | 10246 | 11331
X [zt | et 1 3033 | a2z | 7789 | 68
8 4559 | 5464 %274 | 003 | 2340 | 31
L p>0.05 p>0.05 p>0.05

31



I OONTROL
203,35 {EXPERIMENTAL
800 'ﬂﬁ;"{l“l ]}
20 - ’
g | f
] |
‘% 10 4 ‘% l
ey
100
H
\ o
,, i i

Fig. 8 Duracién promedio de log estados de vigilancia durante 10 horas de
registro.
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Tabla Vil

Frecuencia, duracion promedio y latencla de las fases de suefio M.O.A. duwante
las 10 horas de registro.

_Frecuencla Duracion promedio T Latencla
(#) (rln) (min)
Ramm Control -Expelinmmal Contiol | Experimental —:(;):(:‘;I M/E;pem;na
v T 309 273 | 16128 | 9341
2 | T T e | s 200,03
3| s a7 200 | 224 | 7902 | eo4a
A | a8 Te | s | o 1286 | 1382
s | e | T 206 281 | 10024 | 536
6 | w0 7| e [T e | 724 | siie
X 3533 | 3966 | 222 218 | 11284 | 1144
s w0 | Timie T ose 048 | 3165 | o410
L _p>005 ] psoes Tpsoes
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Fig. 9 Frecuencia promedio de la fase de suefio M.O.R. en 10 horas de
registro.
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DISCUSION

En la naturaleza son pocas las sustancias organicas que se encuentran en estado
puro; ademds, en el caso de metaboalitos secundarios es muy frecuente que esas
sustancias esten presentes en cantidades infimas y ésto constituye un prablema si se
quiere explorar la actividad bioldgica de dicha sustancia. La obtencién de 4.31 g del
metabolito benzilester del 4cido 6-metoxi saliclico nos permite y nos facilita la
realizacién de algunos bioensayos. Por otra parte ia insolubilidad en agua de este
metabolito, muy comun en productos naturales, complica un poco la metodologla de
trabajo, pues en una gran parte de los bioensayos se emplean soluciones acuosas; as
pues, si nuestra molécula es insoluble en ella, se debe recurrir a otros solventes que
pueden resultar toxicos (e ciertas concentraciones) para el modelo biologico empleado.
La toxicidad de esos solventes se debe tener muy presente al momento de montar los
experimentos, pues Si llegamos o rebasamos la dosis letal obtendrenos resultados que
distorsionen o enmascaren los efeclos de la sustancia que estamos analizanda. No
obstante o anterior es posible realizar algunas pruebas bioldgicas.

La estructura quimica de los compuestos fisioldgicamente activos nunca deja de
tener interés debido a su relacion con la actividad fisioléglca de cada uno de ellos.
Mediante diversos estudios se han logrado establecer cieras caracteristicas minimas
indispensables para que un determinado compuesto tenga actividad auxinica. Estas
caracter(sticas son las siguientes:

- 1. Una parte ciclica
- 2. Una cadena lateral acida
3. Una cierta separacion entre el grupo carboxilo y el anillo

-4, Una disposicion espacial particular entre la parte ciclica y la
cadena lateral acida.(Devlin, 1980).

Aunque el benzilester del 4cido 6-metoxi saliclico cumple con la primer
caracteristica {una pare ciclica), ésto al parecer no es suficiente para que presente
alguna actividad. Ademas cabe sefialar que la naturaleza de los anillos y la disposicion
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espacial de la molécula tampoco sea la adecuada para que la molécula funcione como
hormona de crecimiento 0 coma inibidor de la germinacidn.

Durante los mélodos de evaluacion de substancias anticancerigenas que
frecuentemente emplean las lineas celulares KB (carcinoma nasofaringeo) o las células
PS (leucemia linfositica), se considera que las sustancias en experimentacion tienen una
actividad significativa cuando la DLsg para esas lineas celulares es igual 0 menor a 30
microg/ml, segun lo establecido por el Instituto Nacional del Cancer de los Estados
Unidos (Meyer gt al., 1982; Salis, &t al. 1993).

En la tahla VI se muestran ios efectos de 41 extractos de Euphorbiaceae
probados en dos lineas celulares (células PSy KB), y en A. salina. 23 de los extractos
resultan toxicos para las células PS a una dosis (DLsg) menor a 30 ,g/mi, de sllos 12
son toxicos para A. salina con una DlLsg menor a 1000 xg/ml. En las células KB sélo 6
de los extractos tienen una DLsg igual 0 menor a 30 xg/ml y Unicamente tres de allos
tienen una actividad en A. salina con una DLsp menor & 1000 xg/ml (Meyer, gt al, 1982).

Tomando en cuenta l0s datos mencionados arriba en donde se considera que una
Dlsg para A salina <1000 pg/mt es un buen pardmetro para determinar si una
sustancia es citotdoxica o no, es factible que el benzilester del dcido 6-metoxi saliclico,
que sobre el crustéceo tiene una DLsg = 15.39 ppm, con un valor maximo de 23.39 ppm
y un minimo de 10.02 ppm (tabla 1), también presente alguna aclividad significativa en
células cancerosas.

Por Gltimo, aungue el bioensayo con Arfemia salina no aporta ninguna informacion
sobre ddnde y como actian las sustanclas en las células tumorgles, nos permite sin
embargo, la posibilidad de detectar répidaments y & un bajo costo las sustancias que
tengan alguna posible actividad sobre este tipo de células.

Como se puede ver en ia tabla Il 1a dosis de 200 mg/kg no’provoca la muerte a los
ratones, ésto nos permite realizar algunos experimentos con la seguridad de que a esas
dosis o inferiores a ellas los ratones no morirdn. Si el metabolito llegara a tener alguna
actividad la baja toxicidad de este se convierte en un parametro importante, pues se
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considera que un buen farmaco es aquel que a dosis bajas tiene un efecto terapéutico
significativo siendo que a dosis altas es poco toxico y ademas el efecto "puede” ser
mayor. Un ejemplo de lo anterior es el 4cldo acetilsaliclio (aspirina), esta droga se
emplea regularmente coma un efectivo analgésico en dosis de 1 g (Di Palma, 1980), si
consideramos que el peso promedio del humano esta alrededor de los 70 kg la dosis
equivalente seria de 14 mg/kg -una dosis mucho més baja que la emnpleada en el
presente trabajo-. En adicién a lo anterior, pacientes con malestares cronicos tales
como fiebre reumatica o artritis han tomado aspirina por méas de 10 anos en dosis altas
que van de 6 a 8 g por dia sin presentar efectos perjudiciales aparentes (Di Paima,
1980; Korolkovas, 1988). Dada la semejanza estructural del benzilester del acido
6-metoxl saliclico y de la aspirina (figura 2}, es factible que los mecanismos de
ahsorcidn, biodegradacidn y excrecion, una vez que estos se han ingerido, sean
similares en ambos casos; de esta forma se podria explicar la baja toxicidad del
metabolito estudiado.

£l henzil ester del acido 6-metoxi saliclico no presenta un efecto analgésico debido
probablemente a que no tiene el mecanismo de accion de los salicilatos. El mecanismo
de accion de estos compuestos calma et dolor mediante acciones ejercidas tanto en et
sistema nervioso central como en la periferia, en donde modifican la causa del dolor en
su puntu de origen. Se cree que la sensacidn dolorosa estd relacionada con la
liberacldn o produccidén de ciertas sustancias enddgenas, tales como las
prostaglandinas, en respuesta 8 otros compuestos endégenos del tipo de la bradicinina.
Los salicilatas inhiben la sintesis de prostaglandinas y, por ende, evitan la sensibilizacion
de los receptores dsl dolor. Hay pruebas de que el mecanismo de accidn de otros
antipiréticos-analgésicos es idéntico al de los salicilatos (Levine, 1982)
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Tabla Vil
Eelecto de los extractos aicoholicos de de Euphoibi sobre A, saling y lineas celulares (Meyer pf al. 1982).
) ESPECE o o Porcentaje de muartes a 24 ht 9PS D.[;)—‘ 9KB Dlso
10 ugimi 1004/ | 1000jtg/m1 | Dlsogpegimi ugmi ag/ml
Etemacarpus setigerus ) 8 ’ 100 24 00176 | inactiva
Euphotbia amygdaloides 30 80 74 30 6.8 inactiva
Croton tiglium 2 B 96 30 0.0001 00001
Reverchonia arenaria 22 44 100 98 inactiva inactiva
Sapium montevidense 0 24 98 16 4.2 inactiva
Eupharbia lagascae 30 3 80 19 08 inactiva
Euphotbia matginata Y 26 100 162 77 40.6
Aleurites tordi 0 10 100 247 18.3 inactiva
Antidesma nigncans 0 4 100 286 nactiva inactiva
Euphorbia lathyrls 0 8 88 333 12 719
Budelia rethusa 6 14 100 363 78 "1
Euphorbia cyparissias 0 24 ” 369 0.024 39
Sapium japonicum 0 10 80 388 313 inactiva
Euphaibia cyberensis 4] 8 74 516 68 151
hc"m',‘;::;'::i';m 0 0 &8 641 85.5 inactiva
Putranjiva raxburghii 0 8 o0 73 inactiva inactiva
Daphniphylum himalacnse 0 8 52 960 inactiva inactiva
Jatropha spathulata 10 32 48 981y 0.27 inactiva
Manihot rubricauhis 0 0 3g - 1000 658 ractiva
Euphorbia paralias 0 0 46 > 1000 202 nacliva
Euphorbia eliophoia 0 4 46 > 1000 0.0 ingctiva
Trewia nudifiora Q9 ¢ 56 > 1000 0039 0.00015
Euphorbia heterophyila 10 26 a2 > 1000 70.1 inactiva
Janopha curcas 0 2 3z > 1060 9 inactiva
Cnidoscolus tepiquensis 17 23 40 > 1000 71 inactiva
Daphniphyllum humile 0 0 ] > 1000 inactive inactiva
Matlatus phillipensis 0 6 12 > 1000 inactiva inactiva
Chrozaphora tincturia 0 4] 4 > 1000 inactiva inactiva
Sapium haematospermum 0 0 10 > 1000 62.4 inactiva
Jatropha gossypitolia 0 0 0 > 1000 inactiva inactiva
Euphorbia talcata 4 0 6 > 1000 inactiva inactiva
Excoecaria bussai ‘ 0 i 0 16 > 1000 129 inactiva
Bischofia javanica 0 0 2 > 1000 389 inactiva
Macaranga parakensis 0 10 10 > 1000 78 Inactiva
Manihot isclaba 0 [ 6 > 1000 4 i 33
Cnidoscotus etasticus 0 0 0 > 1000 335 312
Manihot tweedisana 8 4 24 > 1000 §2 i 414
Sapium sebilerun 1 14 24 > 1000 082 i inactiva
Neurites moluccana 4 10 16 > 1000 53 26
Eupharbia medicaginea 0 0 0 1000 4 69.9
Euphorbia myisinites 2 0 20 1000 inactiva inactiva
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Como se puede ver en la tabla VIl la duracién total de suerio lento no es
significativamente mayor en los experimentales. La duracién promedio de la fase de
suefo suefio M.O.R. en los controles y experimentales es practicamente la misma sin
embargo, la frecuencia es ligeramente mayor en los animales tratados con el
metabolito. Aunque esta diferencia no es estadisticamente significativa (p >0.05), esta
variacion sugiere que el metabolito en experimentacion posiblemente actle sobre los
mecanismos que disparan el suefio M.O.R. y no sobre los reguladores de la duracion
de este estado.

Los resultados obtenidos en este trabajo no deben parecer desalentadores, pues
aunque solamente en las prushas de citotoxicidad y modificacion del patron
vigilia-suefio se obtuvieron resultados interesantes, existe una variedad de pruebas que
nos permiten explorar el campo de accion de las sustancias, mismas que pueden ser
aplicadas al metabolito estudiado.

Resulta interesante el hecho de que Eupatorium petiolare Moc. sea empleada
como un efectivo analgésico en varios estadcs la Replblica para aliviar dolores de
cabeza y/o de espalda (tabla {). Dados los resultados obtenidos en este trabajo, el
efecto analgésico de la planta parece no tener relacion con el benzilester del 4cido
6-metoxi saliclico. Sin embargo, cabe ia posibilidad de que este metabolito en
combinacién con otros metabolitos de la planta ejerza un efecto analgésico; por lo cual
en estudios posteriores se pueden realizar pruebas de analgesia empleando el extracto
crudo de fa planta o administrando las infusiones qus los médicos tradicionales
preparan para sus pacientes,
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CONCLUSIONES.

De Eupatorium petiolare Moc. se aislé el metabolito benzilester del écido
6-metoxi saliclico, con férmula condensada CisH1404 y punto de fusidn
38-39 °C.

El metabalito no tiene efecto sobre ta germinacion y 1a formacién de raices a las
dosis empleadas.

El metabolito administrado por via oral, subcutanea e intraperitoneal a dosis de
100 y 200 mg/kg, no resulta mortal para los ratones.

La DLsp preliminar en Artemia salina es de 15.38 ppm, con un maximo de 23.39
ppm y un minimo de 10.02 ppm.

Es factible que el metabolito tenga actividad citotéxica.

Elincremento de la frecuencia y duracion promedio de ta fase de suefio MOR
de ratas Wistar no es estadisticamente significalivo a dosis da 2.4 mg/kg.

En ralones, el benzilester del 4cido 6-metox! salicllico no tiene efecto analgésico
a dosis de 100 mg/kg.

Administrado en forma aislada, el benzilester del acldo 6-rmetoxi salicllico no
produce los efectos analgésicos de Eupatorium petiolare Moc,
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