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“La Tierra es una entidad viviente en evolucién. Cada forma de vida
en la Tierra es una parte importante de esta entidad viviente. En
consecuencia, nosotros los miembros de la raza humana debemos de
cultivar la consciencia de que somos parte de una comunidad global
de vida y que todos compartimos una misién comin y una
responsabilidad por el futuro de nuestro planeta. Crearemos un
mundo en el cual cada persona esté consciente de que somos capaces
de vivir con las bendiciones de la naturaleza y de vivir en armonia

con ella, mostrando gratitud y respeto por todo animal, planta y

cualquier otra forma de vida.”

Mahatma Gandhi



Tan poética, tan magica, tan enigmatica, tan perfecta,

tan hermosa y tan viva:

A la naturaleza

Al Planeta Tierra
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RESUMEN

Siparuna andina (Tul.) A. DC. es una especie utilizada para tratar diferentes tipos
de padecimientos como los resfriados, la artritis reumatoide, diarreq, fiebre, golpes,
dolor de cabeza y ha mostrado tener actividad antipalidica. Se distribuye en zonas
tropicales y subtropicales, desde México hasta América del Sur. Es conocida como
“limoncillo” debido a su caracteristico olor a limén. Faltan estudios que identifiquen los
compuestos activos de la especie. El objetivo de este estudio fue realizar un andlisis
quimico y evaluar la actividad biolégica de las hojas para proporcionar algin
conocimiento cientifico que explique el uso medicinal de esta especie. A partir de hojas,
se obtuvieron 3 extractos de diferente polaridad, en los cuales se detectd la presencia
de flavonoides, terpenos-esteroides, y en el extracto metandlico, se observd, ademds, la
presencia de glucésidos. Los 3 extractos presentaron actividad antiinflamatoria siendo
mayor en el de acetato de etilo. La prueba de citotoxicidad en Artemia salina mostré
que el extracto hexdnico fue el mdas activo a 1000 ppm. Los perfiles cromatogréficos
mostraron la diferencia de compuestos entre los 3 extractos. Las fracciones obtenidas de
las separaciones cromatogrdficas de cada extracto, fueron sometidas a prueba de
citotoxicidad en Artemia salina, de actividad antiinflamatoria (TPA) y de actividad
antioxidante (DPPH). Las fracciones mds activas para la actividad citotéxica fueron las
del extracto metandlico. La mayor actividad antiinflamatoria se observé en las
fracciones del extracto hexdnico. Las fracciones que mostraron mayor actividad
antioxidante fueron las del extracto metandlico. En base a estos resultados se evidencié
de forma novedosa el potencial antioxidante, antiinflamatorio y citotdéxico de esta
especie, la cual podria ser de gran utilidad en la bisqueda de sustancias activas contra
patologias causadas por radicales libres y/o procesos inflamatorios, asi como en la
destrucciéon de células cancerigenas. Por lo tanto, la necesidad de nuevos fdrmacos
obtenidos de productos naturales hace interesante el estudio quimico de esta especie

medicinal.



INTRODUCCION

Meéxico estd considerado como el cuarto pais con mayor diversidad vegetal a
nivel mundial en términos de riqueza de especies, diversidad genética, tipos de
vegetaciéon y de germoplasma de plantas cultivadas (Soberén y Llorente, 1993). Debido
a su situacién geogrdéfica, a su gran diversidad de climas y a lo accidentado de su
topografia, alberga una flora que ha sido considerada de las mds ricas y variadas del
Planeta. Se calculan aproximadamente 30,000 especies de plantas superiores (Toledo,

1988) de las cuales aproximadamente 2,500 son endémicas (Huerta, 1997).

Se pueden reconocer hasta 10 tipos basicos de vegetaciéon como los bosques y
las selvas tropicales, que contienen una increible diversidad de especies vegetales aln
inexploradas, muchas Unicas y potencialmente Otiles como fuentes medicinales
(Rzedowski, 1978; Bravo-Hollis, 1978). Las regiones tropicales son los ecosistemas mds
antiguos, mds diversos y son las comunidades ecolégicamente mds complejas de la
Tierra. Aunque ocupan solo el 7% de la superficie terrestre del Planeta, es probable
que contengan mds de la mitad de los seres vivos. Este tipo de ecosistema es
considerado como la farmacopea de productos naturales, provee de servicios vitales al

ecosistema y reduce el riesgo de inundaciones (Laurance, 1999).

Las especies vegetales poseen caracteristicas de gran importancia para el
hombre, entre éstas se pueden identificar propiedades por las cuales han sido
utilizadas. Dichas propiedades han cambiado incluso el curso de la historia, y han
repercutido en distintos aspectos de la vida del hombre (Herrera, 2001) constituyendo
su alimento, vestido, casa, ornamentacién, aspectos religiosos y el uso medicinal (Arnaz,

2002).

Durante las ¢ltimas décadas, ha surgido el interés por las plantas medicinales,
en busca de sustancias con actividad farmacolégica o de nuevas moléculas para el
entendimiento de fenémenos fisiolégicos y/o bioquimicos. El estudio quimico de las
plantas medicinales es una parte muy importante en esta nueva linea de investigacion,
cuyo obijetivo es el aislamiento de los principios activos que puedan existir en la planta y
que son responsables de las propiedades terapéuticas atribuidas a la misma (Harvey,
1999), tal es el caso de artemisinia (nombre comercial Artemotil®) un potente compuesto

utilizado contra la malaria aislado de Artemisia annua, el paclitaxel (nombre comercial



Taxol®) es un agente anticancerigeno aislado de la corteza de Taxus brevifolia,
galantamina (nombre comercial Reminyl®) compuesto natural aislado de Galanthus
woronowii para tratar la enfermedad del Alzheimer, estos productos naturales han sido

probados con éxito e introducidos al mercado comercial (Balunas y Kinghorn, 2005).

Los efectos terapéuticos de las plantas se encuentran asociados a compuestos
quimicos o metabolitos secundarios como los alcaloides, los flavonoides, los terpenoides,
los compuestos fendlicos, glucédsidos, polisacaridos y poliacetilenos (Lovkova et al.,
2001), los cuales se conocen también por jugar un papel importante en la adaptacién
de las plantas a su ambiente (Bourgaud et al.,, 2001) como la atracciéon de
polinizadores, la defensa contra depredadores y patégenos, entre otros aspectos

ecoldégicos.

El uso de plantas medicinales para el tratamiento de diversas enfermedades es
una actividad comuin y tradicional en muchas partes del mundo. Hoy en dia se estima
que mds de dos tercios de la poblacién mundial basa su salud en compuestos derivados
de plantas y junto con ofros compuestos para tratar una amplia variedad de

padecimientos (Taylor et al., 2001).

Un rasgo caracteristico de las plantas medicinales es su capacidad para ejercer
un efecto en el organismo humano, de tal forma que el conocimiento tradicional y
popular sobre las propiedades medicinales de las plantas deberd ser constatado y
validado para garantizar una terapia adecuada, eficaz y con la menor incidencia de

ocasionar riesgos para el paciente (Maldonado, 2004).

No es sorprendente encontrar que en muchos paises del mundo, como Ching,
India, México y en varios paises de Africa, exista un sistema bien establecido de
medicina tradicional (Cordell, 1995). En México, muchos de estos remedios se encuentran
documentados, tal es el caso del “cuaulote” (Guazuma ulmifolia), “pipitzahoac” (Perezia
adnata), “cachani” (Roldana sessilifolia, Psacalium sp), “hierba anis” (Tagetes lucida), y
estdn comercialmente disponibles como tinturas, pastillas o polvos, mientras que otros
remedios estan celosamente guardados por el curandero (Cordell, 1995; Linares y Bye,

1987; Villatoro, et al., 2006).



Las plantas medicinales son el recurso terapéutico principal para muchos
mexicanos. La flora medicinal del pais es extensa y en las prdcticas médicas populares
se utilizan como remedio una amplia gama de variedades y especies botdnicas, por
ejemplo el “matarique” (Psacalium decompositum) que se utiliza para el reumatismo,
resfriados y dolores de espalda; “bavisa” (Cosmos pringlei) uvtilizada para tratar la tos,
transtornos gastrointestinales, entre otros. El conocimiento indigena representa una fuente
capaz de proveer plantas que beneficien al sistema de atencién a la salud, por ello
resulta importante la valoraciéon experimental de la flora medicinal mediante
metodologias que impulsen alternativas confiables y Utiles para la poblacién (Aranda,

1996; Linares y Bye, 1987; Bye, 1986; Villatoro et al., 2006;).

Aun cuando las plantas medicinales se han empleado desde hace siglos, no fue
sino hasta principios del siglo XIX, cuando se tuvo la inquietud de estudiarlas con el
objetivo primordial de aislar los principios activos responsables de sus propiedades
terapéuticas (Pérez, 1994). De esta manera en la investigacion en productos naturales,
los especialistas se orientaron al aislamiento y elucidacién estructural de los metabolitos

secundarios de las plantas (Anénimo, 1995).

Para el estudio de las plantas medicinales es necesario una investigacion
interdisciplinaria completa e integrada, de forma que la etnobotdnica indique el uso
medicinal de la especie en la comunidad de recolecta (Pérez, 1994) y en el drea
fitoquimica se caractericen sus compuestos activos, los cuales son separados y sometidos
a andlisis estructurales detallados (Briskin, 2000). En las Gltimas décadas, la investigaciéon
fitoquimica ha identificado los principios activos mediante técnicas como la
Espectrometria de Resonancia Magnética Nuclear (RMN), Espectrometria de Masas (EM),
Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC), Cromatografia de Gases (CG), etc.
(Zuluaga, 2005). La investigacién en la farmacognosia de plantas medicinales también
se ha involucrado en ensayos de bioactividad, identificacion de los potenciales modelos
de accién y los sitios blancos para los compuestos fitoquimicos (Briskin, 2000). Faltan
estudios quimicos, clinicos y epidemioldgicos que confirmen de forma fehaciente los
efectos fisioldgicos de las plantas y los principios activos responsables porque al
combinarse con otras sustancias pueden ser téxicos o incluso el mismo compuesto puede
ser toxico al sobrepasar una cierta dosis o emplearse repetidamente (Beyra et al.,

2004).



Un ejemplo de lo anterior es Siparuna anding, la cual, en Veracruz, México,
utilizan las hojas para tratar el reumatismo; en Oaxaca, las hojas son utilizadas para
tratar los golpes, dolor de cabeza y fiebre (datos obtenidos de las fichas de los
ejemplares depositados en el MEXU) vy, junto con las flores, para tratar picaduras de
insectos (Campos, com. per.); en Panamd, la infusién de las hojas trituradas se usa para
tratar resfriados y reumatismo; en Guatemala, las hojas frescas se colocan en la frente
para aliviar dolores de cabeza (Ciccio y Gémez-Laurito, 2002). En los trépicos se usa la
infusion de las hojas y frutos como remedio contra la cefalea, diarrea y fiebre. También

los extractos han evidenciado tener actividad antipalddica (Gonzdélez, 2006).

La mayoria de estos padecimientos tienen un sintoma en comun: la inflamacién,
por tal motivo, la finalidad de este estudio fue realizar el andlisis quimico con el fin de
determinar qué metabolitos secundarios se encuentran presentes en esta especie y su
relacion con la actividad antiinflamatoria. La actividad antioxidante y la citotéxica en
Artemia salina se realizaron buscando un posible uso potencial en diferentes

padecimientos como el estrés oxidativo y el cancer.



ANTECEDENTES

A. Metabolitos secundarios.

En los vegetales, el proceso de sintesis primario es la fotosintesis y los productos
iniciales son los carbohidratos, cuyas transformaciones dan origen a los procesos
metabdlicos primario y secundario (Figura 1) (Pérez-Amador y Romo de Vivar en

Waizel, 2006).

Los metabolitos secundarios son compuestos con distribucién restringida en los
grupos taxondémicos. La sintesis especifica de cada compuesto suele estar limitada a
estados especificos del desarrollo de cada tipo de organismos, células especializadas y
periodos de estrés causados por la deficiencia de nutrientes o por el ataque de

microorganismos (Azcén-Bieto y Talén, 2000).

Estos compuestos no son necesarios para el crecimiento de la célula u organismo,
sin embargo juegan un papel importante en la interacciéon con su ambiente, asegurando
la sobrevivencia del organismo en su ecosistema. Esta definicién se basa en dos
aspectos. En el primer aspecto, las plantas producen compuestos para protegerse de
depredadores herbivoros, contra infecciones por microorganismos, o para la atraccién
de los insectos polinizadores a través del color y aroma (Nugroho y Verpoorte, 2002).
El segundo aspecto es que estos compuestos quimicos se presentan tipicamente en sélo
una especie o un grupo de plantas taxonémicamente relacionadas por lo que muchos de

ellos se consideran marcadores taxondémicos de familias y géneros (Garcia, 2004).

Los metabolitos secundarios se encuentran principalmente en las vacuolas, la
periferia adyacente interna o el centro de los orgdnulos citoplasmdticos ademds de que
sus concentraciones se diferencian en las distintas partes de la planta. Intervienen de
distintas maneras en la interaccién del organismo con su ambiente como por ejemplo, en
las relaciones de competencia con otras plantas, actuando como agentes alelopaticos
(monoterpenos, fenoles, taninos) y contra invasiones de hongos, bacterias y virus
(fenoles); en relaciones de mutualismo (flavonoides); en la atraccién de polinizadores y
dispersores de semillas (flavonoides, carotenoides); en funciones defensivas causando
toxicidad (alcaloides); como proteccién contra la radiacién ultravioleta y la desecaciéon

(flavonoides) (Garcia, 2004).



Atendiendo a las vias biosintéticas que les dan origen, los compuestos
secundarios se dividen en tres grandes grupos (Figura 1): los terpenos, las sustancias
fendlicas y los compuestos que contienen nitrégeno en su estructura (Valdés y Balbin,

2000).

Fotosintesis

Polisacaridos

Metabolismo

, Eritrosa 4P
de azlcares

Acido shikimico

l

Aminoacidos
Fosfoenol piruvato aromaticos

l

r Acetil CoA —> Acetato malato ——| Fenoles

A - Ciclo acidos iNOACi
Acido L 5 - . Aminoéacidos
tricarboxilicos alifaticos

l

Terpenos Compuestos
Esteroides nitrogenados

mevalonico

Fig. 1. Vias de sintesis de los principales grupos de metabolitos secundarios y su relacién
con la fotosintesis (Modificado de Azcén-Bieto y Talon, 2000).

Terpenos

Son el grupo de productos naturales mds numeroso y variado, cuenta con mds de
30,000 compuestos. Se producen a partir de acetil-CoA por dos vias: 1) la via del dcido
mevalénico (MVA) o 2) la via de la deoxixilulosa fosfato (DOXP) (Julsing ef al., 2006) y
se divide de acuerdo al nimero de unidades de isopreno (CsHg)» que contenga su

molécula (Tabla 1) (Pérez-Amador y Romo de Vivar en Waizel, 2006).



Tabla 1. Grupos, compuestos y algunos usos de los terpenos (modificado de Pérez-Amador
y Romo de Vivar en Waizel, 2006).

Grupo Compuesto Usos

Hemiterpenos Alcohol dimetilalitico,
isoprenol, alcohol isoamilico

Monoterpenos Geraniol, mentol, timol Dan aroma a flores, hojas, raices y tallos
Sesquiterpenos’ Farnesol, artemisininale, Contra la malaria'®
zingibereno, dcido abscisico
Diterpenos Paclitaxel'?, &cido Para el tratamiento del cdncer de ovario y

giberélico's, vitamina A2 mama'®, regula procesos de crecimiento
vegetal y germinacién de las semillas'c

Sesterpenos Lipidos insaponificables
Triterpenos Escualeno, faradiol, (Efectos terapéuticos antirritmicos,
calenduladiol, esteroides, sedativos, analgésicos, antiinflamatorios,
vitaminas?, saponinas2® expectorantes, diuréticos, cardioténicos)2®
Tetraterpenos Carotenoides’d, xantofila. (Colorante, anticancerigeno)'d
Politerpenos Solanesol, espadicol Hule

(Julsing et al., 2006'; Lovkova et al., 20012)

Nota: las letras idénticas significa el uso que se le da a ese compuesto.

Alcaloides o compuestos nitrogenados

Por definicién, los alcaloides contienen nitrégeno, que suele ser derivado de los
aminodcidos. Debido a la presencia de un dtomo de nitrégeno, los alcaloides reaccionan
de forma alcalina y la mayoria son capaces de formar sales solubles en medios acuosos.
En plantas, sin embargo, pueden aparecer en estado libre, como una sal o como un N-
oxido y son acumulados en la vacuola de la planta como reserva o a menudo junto a los
Gcidos fendlicos como el dcido clorogénico o el dcido cafeico. Los alcaloides pueden
clasificarse en términos de su actividad bioldgica, su estructura quimica o, la mds
aceptada, de acuerdo a su ruta biosintética. En las plantas cerca de 12,000 alcaloides
son conocidos y varios son usados en la medicina. Los alcaloides se dividen usualmente
en cinco grandes grupos dependiendo del aminodcido de origen en la biosintesis

(Julsing et al., 2006):



1. Derivados del tropano: la pirrolidina y la pirrolizidina (ornitina).
La benzilisoquinolina (tirosinal).
La indolequinolina (triptéfano).

La piridina (piridina).

O Ak wbd

La quinolizidina y la piperidina (lisina).

El consumo de algunos alcaloides forma parte de las costumbres de gran parte

de la humanidad, como se muestra en la tabla 2.

Tabla 2. Ejemplos de algunos alcaloides y sus usos (Pérez-Amador y Romo de Vivar en
Waizel, 2006; Julsing et al., 2006).

Alcaloide Uso
Cafeina En café y té
Nicotina En tabaco
Mescalina Con fines ceremoniales
Quinina Contra la malaria
Estricnina Veneno que mata por pardlisis respiratoria,

ténico nervioso

Pirrolizidinicos Téxicos
Escopolamina Téxico
Morfina Producen analgesia
Codeina
Papaverina Como relajante muscular
Berberina Como antimicrobiales

Sanguinarina

Compuestos fendlicos

Son compuestos orgdnicos, abundantes en las plantas, que se encuentran en
forma de ésteres o heterdsidos, cuyas estructuras moleculares contienen al menos un
grupo fenol, un anillo aromdtico unido al menos a un grupo funcional hidroxilo. En

general se originan principalmente de tres rutas biosintéticas (Garcia, 2004):


http://es.wikipedia.org/wiki/Compuesto_org%C3%A1nico
http://es.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cula
http://es.wikipedia.org/wiki/Fenol
http://es.wikipedia.org/wiki/Hidroxilo

» La ruta del acido shikimico: participa en la biosintesis de la mayoria de
los fenoles de las plantas superiores. Mediante la sintesis de aminodcidos
aromdticos (fenilalanina, tirosina) conduce a los dcidos cindmicos y sus
derivados.

» La ruta del acetato-malato: participa en la biosintesis los compuestos
fendlicos en la mayoria de los microorganismos (bacterias y hongos). Su
precursor es el Acetil-CoA.

» La ruta del acido shikimico y del acetato-malato: a partir de esta ruta
se derivan los flavonoides, incluyendo a las flavononas, flavonas,

flavonoles, catecoles, antocianinas, antraquinonas, etc.

En la tabla 3 se muestra el ordenamiento de los compuestos fendlicos basado en

el esqueleto carbonatado, asi como algunos ejemplos y su uso.

Tabla 3. Ordenamiento de los fenoles basado en el esqueleto carbonatado (modificado de
Garcia, 2004).

Esqueleto Ejemplos Usos
carbonatado
Cs Fenoles simples y benzoquinonas® Poder alergizante®
Ce-Cy Acidos fendlicos Colerética, diuréticos,
inmunoestimulantes
Ce-Co Acetofenonas y dcidos fenilacéticos
Ce-C3 Acidos hidroxicindmicos, (En algunas enfermedades de
fenilpropanoides, cumarinas'®, la piel, venoténicas)'®
isocumarinas y cromonas
Co-Cy Naftoquinonas Para la tos, antibacteriano y
fungicida
Cs-C1-Co Xantonas Larvicida, insecticida
Cos-C2-Co Estilbenos y antraquinonas¢ Estrefiimiento©
Cos-C3-Cs Flavonoides y isoflavonoidesd Provoca un efecto estrégenicod
(Co-C3)2 Lignanos, neolignanos, dcido (Contra célicos, colerético,
rosmarinico2e diurético y antioxidante)?e
(Ce-C3)n Ligninasf, melaninas de catecol y (Para transtornos digestivos,
(Cé)e, (Co-Cs- flavolanos como antibidtico, antitumoral)f
Cé)n

(Carretero, 2000'; Pérez-Amador y Romo de Vivar en Waizel, 20062¢)



Flavonoides

Dentro de los compuestos fendlicos, existen polifenoles de bajo peso molecular
que proceden de la ruta del acido shikimico y del acetato-malato. Este es el caso de los
flavonoides, son, se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal, desde
musgos hasta angiospermas (Schijlen et al., 2004), se localizan en la savia vacuolar de

las células (Agostini et al., 2004), son abundantes en las flores, hojas y frutos.

Se caracterizan por la presencia de dos anillos de benceno que estdn unidos por
un puente de tres dtomos de carbono (para formar chalconas) o por un anillo de pirano.
Dependiendo de la posiciéon y la modificacién de los anillos, los mas de 6,000
flavonoides descubiertos hasta ahora pueden ser clasificados en varias clases como
flavononas, isoflavonas, flavonas, flavonoles, flavanoles y antocianinas (Taylor y
Grotewold, 2006). Aunque la funcién mds visible de los flavonoides es la formacién de
los pigmentos (antocianinas) rojo y morado, los flavonoides que no forman pigmentos
también juegan un papel importante en la biologia de las plantas, sirviendo como
sefiales para los polinizadores y otros organismos benéficos, participando en la planta
como sefialadores hormonales, actuando como moléculas sefiales en la interaccién de
planta-microbio, para la fertilidad y germinacién del polen, protegiendo a la planta de
los rayos UV, funcionan como fitoalexinas y compuestos alelopdticos (Taylor vy

Grotewold, 2006; Schijlen et al., 2004).

Estudios sobre los derivados de los flavonoides muestran una amplia gama de
accién  biolégica como antibacteriales, antivirales, anti-inflamatorios, actividad
antialérgica y funciones de proteccion en enfermedades del corazén, cdéncer vy
diferentes patologias (Montoro et al., 2005; Barbosa et al, 2007). La propiedad
antioxidante de los flavonoides fue el primer mecanismo de acciéon estudiado, en
particular con respecto a su efecto protector contra enfermedades cardiovasculares.
Estos compuestos han mostrado ser altamente efectivos en atrapar muchos tipos de
moléculas oxidantes, incluyendo oxigeno y radicales libres que estdn probablemente
involucrados en varias enfermedades. El mecanismo de accién antioxidante puede incluir
la supresidn en la formacién de especies reactivas de oxigeno (ERO), ya sea por
inhibiciéon de enzimas o por oligoelementos quelantes que participan en la produccién de
radicales libres hasta la regulacién y proteccién de las defensas antioxidantes (Montoro

et al., 2005).
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Glucésidos

Son un grupo heterogéneo, resultan de la unién del carbonilo de un azdcar con el
oxhidrilo de diferentes alcoholes pudiendo tener diversos nicleos aromdticos, anillos
flavénicos, anillos fendlicos o bencénicos, aldehidos, dcidos, etc. Muchas plantas
almacenan los productos quimicos importantes en forma de glucésidos inactivos; si estos
productos quimicos son necesarios, se hidrolizan en presencia de agua y una enzima
(hidrdlisis acida), generando azicares importantes en el metabolismo de la planta. Por

la hidrélisis, los glucésidos dan un glicido el cual se conoce como glicona y un grupo

ajeno al glicido, la aglicona o genina. La mayoria son B-glucésidos (Sénchez, 1945).

Ejemplos de algunos glucésidos farmacolégicamente activos abarcan desde los
compuestos fendlicos simples, como la salicina; hasta los flavonoides, como la ruting;
antraquinonas, los sennosidos; glucosidos cardiacos, la digoxina; y saponinas, como los
ginsendsidos (Williamson et al., 1996). En cambio, algunos de ellos como los glucésidos
flavénicos, dan coloracién amarillenta a diversas corolas y frutos, pudiendo ocurrir

asociaciones con antocianos o antocianinas y otros pigmentos (Sdnchez, 1945).

Desde el punto de vista quimico, los principales glucésidos vegetales pueden
clasificarse, dependiendo de la estructura de la glicona y de la aglicona, siendo esta
Oltima, la mds importante y Util en bioquimica y farmacologia, en glucésidos
cianogénicos, glucésidos fendlicos simples, glucésidos cardiacos, glucdsidos cumarinicos,

saponinas, por mencionar algunos (Sdnchez, 1945).

B. Analisis fitoquimico.

Con el fin de validar de manera cientifica las propiedades atribuidas a las
plantas medicinales, se recomienda comenzar primero el andlisis fitoquimico general o

preliminar (Pérez-Amador y Romo de Vivar en Waizel, 2006).

Una vez que la planta es elegida, el siguiente paso es su recolecta e
identificacién botdnica, y a continuacién debe ser sometida a un proceso de secado a
temperatura ambiente en un lugar oscuro. Después de este proceso, el material vegetal
debe ser sometido a procesos de extraccién adecuados. Cuando la composicién quimica

es desconocida, el procedimiento de extraccién se puede basar en cémo la planta se
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utiliza en la medicina tradicional, o se pueden realizar varias extracciones con

disolventes de polaridad creciente (Williamson et al., 1996).

Para tratar de aislar el o los principios activos responsables de la actividad, los
extractos vegetales son analizados cualitativamente por cromatografia en capa fina
(CCF) y/o mediante otros métodos cromatograficos y se lleva a cabo una evaluacién
general de las actividades biolégicas. Para la purificacién y el aislamiento, el extracto
vegetal activo es secuencialmente fraccionado, cada fraccién y/o compuesto puro es
sometido a bioensayos y evaluaciones de toxicidad en animales (Figura 2). Después de
verificar la pureza del compuesto activo, la estructura se determina por métodos como
la espectrometria de masas (EM), resonancia magnética nuclear (RMN), espectrometria
infrarroja (El), espectroscopia ultravioleta (UV) y cristalografia de rayos X. Después de
completar todos estos pasos, el aislamiento a gran escala o la sintesis total o parcial es
requerida para la evaluacién farmacolégica en los ensayos pre-clinicos, clinicos y

toxicolégicos para destinar un uso terapéutico en el futuro (Rates, 2001).

Planta medicinal

Extractos
/ 1 \

Bioensayos Fracciones Toxicologia

2,1

Compuestos
puros

Modificacién Caracterizacién
estructural quimica

Sintesis total

1. Proceso de fraccionamiento; 2. Purificacion

Fig. 2. Método para la obtencion de sustancias activas en plantas medicinales (Modificado
de Rates, 2001).
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Para alcanzar un sentido y significado en el andlisis fitoquimico, la investigacién
de la actividad biolégica de compuestos naturales completa la busqueda y el
aislamiento de nuevos compuestos de origen vegetal, sin embargo, la elecciéon de un
bioensayo debe hacerse de manera cuidadosa con base en la informacién que se desee

obtener (Cole, 1994).

C. Ensayos biolégicos.

Los ensayos biolégicos pueden ser realizados usando microorganismos, moluscos,
insectos, sistemas celulares (enzimas, receptores, etc.), cultivos celulares (animales y
humanos), y organismos aislados o in vivo (mamiferos, anfibios, aves, etc.) (Rates, 2001),
en donde se provoca una respuesta especifica. Las pruebas deben ser simples,

reproducibles y rdpidas (Tabla 4).

Tabla 4. Bioensayos utilizados para el estudio fitoquimico (Hamburger y Hostettmann,

1991).
Actividad Organismo en el que se realiza el ensayo
Actividad antibacterial. Bacterias patdégenas para los humanos y plantas

(Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Erwinia sp.).

Actividad antifingica. Hongos y levaduras patégenas para los humanos y
plantas (Candida sp, Aspergillus sp., Cladosporium
sp.).

Toxicidad en Artemia. Artemia salina L.

Inhibicién tumoral de agalla dela  En  células de los tubérculos de papa

corona (ensayo en disco de transformadas por Agrobacterium tumefasciens.
papa).
Actividad antimitética. Micrasterias denticulata (alga verde), huevo de

erizo de mar (Strongylocentrotus sp., etc.).

Actividad antialimentaria en Spodoptera sp., Epilachna varivestis (escarabajo de
insectos. frijol mexicano).

Actividad larvicida. Aedes aegypti (fiebre amarilla).

Actividad molusquicida. Biomphalaria glabrata (esquistosomiasis).

Otra forma de proceder es decidir sobre un conjunto de modelos (Tabla 5) para
alguna enfermedad determinada; por ejemplo, el cdncer, la inflamacién, hipertensién,
niveles bajos de colesterol, daiio oxidativo, etc., y probar los extractos para una posible

utilidad terapéutica en el tratamiento de la enfermedad (Williamson et al., 1996).
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Tabla 5. Bioensayos realizados en algunas plantas medicinales.

Planta medicinal
Tetradenia riparia

(Hochst) Codd.
Cryptolepis
sanguinolenta (Lindl.)

Schlechter

Uvaria narum Wall.

Zizyphus spina-christi L.

Bridelia ferruginea
Benth.
Ugni molinae Turcz.

Bidens reptans

Bioactividad
Antibacterial,

antifungica, citotéxica.

Antibacterial,
antifungica,
antiparasitico.

Pesticida, insecticida,
citotéxica.

Antiviral, antioxidante

Antioxidante

Antiinflamatoria

Actividad

Referencia
Pieters y Vlietinck, 2005

Pieters y Vlietinck, 2005

Pieters y Vlietinck, 2005

Pieters y Vlietinck, 2005

Pieters y Vlietinck, 2005

Aguirre et al., 2003

Vdsquez et al., 2007

antioxidante

Actividad
antiinflamatoria

Vega, 2002

Phyllonoma laticuspis

Actividad citotdoxica.

Los procedimientos actuales para detectar agentes anticancerigenos incluyen
ensayos de citotoxicidad con cultivos celulares. Sin embargo, una serie de bioensayos
simples se han desarrollado; tal es el caso de Artemia salina L. (Artemiidae) que se ha
propuesto como un sustituto por su bajo costo (Hamburger y Hostettmann, 1991). De esta
forma, puede ser usado en el laboratorio con el fin de determinar la citotoxicidad a
través de la estimaciéon de la concentraciéon letal media (valores LCso) (Lagarto Parra et
al., 2001), como se ha realizado en compuestos naturales activos como la cafeina (306
LCs0), la podofilotoxina (2.4 LCso), entre otros (Meyer et al., 1982). El ensayo se basa
en la premisa de que los compuestos bioactivos son téxicos a dosis altas y que la
letalidad, en un organismo simple, podria ser utilizada como medio de control
(Hamburger y Hostettmann, 1991). A. salina es un indicador biolégico de la toxicidad en
sustancias quimicas, pesticidas, micotoxinas, contaminantes, anestésicos, toxinas de
dinoflagelados y toxicidad de aceites dispersantes (Lopes et al.,, 2002; Meyer et dl.,

1982).
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Actividad antiinflamatoria.

La inflamacién es un proceso defensivo, protector y localizador causado por
diversos factores, como lesiones por golpes, microorganismos como bacterias, virus o
pardsitos, que actian generalmente por sus toxinas y los agentes irritantes. Como todo
mecanismo de defensa puede dispararse e ir més alld y transformarse en un proceso
perjudicial que es necesario frenar, esto se logra con los antiinflamatorios capaces de

inhibirla (Williamson et al., 1996; Vane et al., 1998 en Vega, 2002).

Los compuestos con actividad antiinflamatoria, provenientes de plantas
medicinales de uso tradicional, deben someterse a pruebas con animales o modelos
bioquimicos. Los extractos y los compuestos purificados se pueden aplicar a métodos
experimentales por medio de promotores de la inflamacién para obtener informacién

biolégica (Taylor et al., 2001).

Entre los diferentes métodos experimentales que permiten un mayor
entendimiento sobre el proceso inflamatorio se encuentra el modelo del TPA (12-O-
tetradecanoylphorbol 13-acetato), un agente promotor de tumores ampliamente usado
como agente de inflamacién cutdneo en experimentos con animales (Rao et al.,, 1993 en

Vega, 2002).

La prdctica del modelo del TPA en oreja de ratén es ampliamente usado ya que
ademds de su fdcil realizacién, se obtienen resultados eficaces y casi inmediatos, se
practica para conocer la actividad antiinflamatoria que presentan los productos de
origen natural, este disefo puede proveer alternativas para los agentes comunes
terapéuticos o puede ser usado para establecer los mecanismos de control del proceso

inflamatorio a nivel celular y molecular (Payd et al., 1996).

Actividad antioxidante.

La produccidon excesiva de radicales libres y el desequilibrio en los mecanismos
de la proteccién antioxidante resulta en el inicio de numerosas enfermedades (Luximon-
Ramma et al.,, 2002) como la aterosclerosis, isquemia cardiaca y cerebral, desérdenes
neurodegenerativos, carcinogénesis, diabetes, desérdenes reumdticos y aceleran el

envejecimiento (Slusarczyk et al., 2009).

15



Los radicales libres (moléculas activas dotadas de un electrén desapareado) se
producen por diferentes mecanismos entre los que se encuentran la cadena respiratoria
mitocondrial, la cadena de transporte de electrones a nivel microsomal y en los
cloroplastos, y las reacciones de oxidacién, por lo que producen dafio celular
(oxidativo), al interactuar con las principales biomoléculas del organismo (Venereo,

2002).

Los antioxidantes son sustancias que detienen o previenen una cadena de
propagacion oxidativa, mediante la estabilizacion del radical libre. Nuestro organismo
posee antioxidantes enzimdticos y no enzimdticos para protegerse de estos radicales,

sin embargo, otra fuente muy importante de ellos son las plantas (Pietta, 2000).

La evaluacién de la actividad antioxidante a través de fuentes generadoras de
radicales libres en el sistema de prueba, asume que la oxidacién es inhibida en un alto
porcentaje por la captura de éstos; por tanto se enfoca en monitorear la capacidad de
aditivos y extractos para la captura de radicales o la inhibiciéon de su formacién. Este es
el principio de los métodos mds modernos de ensayo tales como los ensayos de ABTS
(&cido 2,2 azinobis-(3-etilbenztiazolina)-6-sulfénico), DPPH (1,1-difenil-2-picrilhidrazilo),

entre otros (Mosquera et al., 2005).

El DPPH es un ensayo que se utiliza ampliamente para proporcionar informacién
bdsica sobre la capacidad antioxidante de extractos de plantas, alimentos o
compuestos individuales, ya que este método ha demostrado ser rdpido y sencillo (Shi et
al., 2009). Consiste en la medicién a 515 nm de la reduccién del radical libre estable 1-
1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH). La absorbancia caracteristica de este radical que
posee un color violeta intenso, disminuye en presencia de un antioxidante (que sea
capaz de capturar un radical libre) u otro radical (cediendo un dtomo de hidrégeno)
(Silva et al., 2002). La actividad se expresa como concentracién efectiva 50 (ICso) que
es la concentracién de la muestra requerida para disminuir la absorbancia del radical

en un 50% comparado con una solucién blanco (Paniagua-Pérez et al., 2006).
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D. Caracteristicas y Distribucion del Género Siparuna Aublet.

La Familia Monimiaceae comprende 34 géneros y cerca de 440 especies que se
encuentran en las zonas mads cdlidas del hemisferio sur (Philipson, 1993), principalmente
en regiones tropicales y subtropicales de Polinesia, Australia, Madagascar, Africa
Tropical y América (Figura 3) (Heywood, 1985). Dos géneros, Siparuna y Mollinedia, se
destacan por su complejidad y nimero de especies; Siparuna con 150 y Mollinedia con

94 (Leitdo et al., 1999).

Fig. 3. Principales regiones en las que se distribuyen las especies de la Familia
Monimiaceae.

Distribucion geografica del Género.

Se encuentra ampliamente distribuido a través de toda América, desde México a
Peru, Bolivia y Brasil. De todas las especies de este género, S. guianenses tiene una
amplia drea de distribucidn, la cual es bastante comin en Brasil y también se ha
encontrado en Bolivia, Perty, Colombia, Venezuela, Guyana y Trinidad. Tres especies
presentan una distribucidon discontinua (América Central-Perd, México-Colombia vy
Colombia-Bolivia). Todas las demds especies de este gran género parecen tener dreas

limitadas de distribucién (Heilborn, 1931).
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Usos medicinales del Género Siparuna Aublet.

En los trépicos se usa la infusidn de las hojas y frutos como remedio contra la
cefalea, diarrea, gastralgia y afecciones psicosomdticas. También los extractos de
Siparuna han evidenciado tener actividad antipalidica. En las Guyanas utilizan la
decoccién de la corteza de S. cuspidata contra la malaria, y le confieren propiedades
alexitéricas, antihelminticas y antipiréticas. Las hojas y la corteza macerada la emplean
como fungicida. A la infusién de las hojas le atribuyen propiedades abortivas,
estimulantes, hipoglucemiantes, hipotensoras y vulnerarias; la administran en casos de
afta, cefalea y la recomiendan como reconstituyente a las mujeres después del parto

(Gonzdlez, 2006).

Las hojas de S. apiosyce se usan para tratar desérdenes gastrointestinales y
respiratorias (dispepsia, flatulencia, tos, bronquitis, laringitis), también tiene un uso tépico
en contusiones y heridas (Fischer et al.,, 1999); esta misma especie es utilizada para
enfermedades de la piel, fiebre, dolor de cabeza y reumatismo, asi como en la curacién

de mordeduras de serpientes (Leitdo et al., 1999).

Los indios de la tribu Amazénica “Jammadi” usan las hojas de S. guianensis,
preparadas en té, para dolores reumdticos (Leit&o et al., 1999); de la misma forma, las
hojas y los frutos de esta especie se utilizan contra dispepsia y dolores estomacales
(Machado et al., 1998). Lépez y colaboradores (1993) mencionan que algunas especies
de este género también son utilizadas para curar varias infecciones; tal es el caso de S.
pauciflora, la decoccién de las hojas es usada por ciertos indios en Panamd contra la

fiebre (Jenett-Siems ef al., 2003).
Los extractos de varias especies de este género se han utilizado contra la

esterilidad femenina, mientras que algunas son conocidas por ser venenosas para el

ganado (Lépez et al., 1988).
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Estudios quimicos del Género.

Los componentes de los aceites esenciales del género Siparuna, son una mezcla
de terpenos y fenilpropanoides. Los aceites obtenidos de las hojas de S. guianensis
contienen un derivado oxidado de f-elemeno-curzerenona, como un mayor
constituyente, y el fenilpropanoide miristicina y eugenol metileter en cantidades
significativas; otros compuestos obtenidos por cromatografia de gases acoplada a un

espectrometro de masas (GC/MS) en esta misma especie fueron epi-a-bisabolol,

espatulenol, selin-11-en-4a-o0l, P-eudesmol, elemol, germacrona, germacreno D,
biciclogermacreno, germacreno B y atractilona, dcido decanoico y 2-undecanona. El

aceite de los frutos consiste principalmente de 2-undecanona, [-pineno y limoneno

(Leitdo et al., 1999; Zoghbi et al., 1998; Antonio et al., 1984; Fischer et al., 2005).

Se encontré que S. dresslerana contenia alcaloides del tipo morfinanedienona O-
metilflavinantina y flavinantina; en cambio, las trazas de alcaloides obtenidos del
extracto de las hojas de S. patelliformis no fueron suficientes para su caracterizacién

(Gerard et al., 1986).

Estudios de los extractos crudos de hojas y ramas de la planta medicinal
ecuatoriana S. macrotepala, revelaron la presencia de sesquiterpenos del grupo
candinano: cadaleno, calameneno, 7-hidroxi-calameneno (Tabla 6), y dos nuevos
compuestos: 1-hidroxi-calameneno y 1-6-dimetiltetrahidronaftalenona-4 (El-Seedi et al.,

1994).

El aceite esencial, obtenido de las hojas de S. guianensis recolectadas en
diferentes meses del afo, (E)-nerolidol fue el mayor componente del aceite de S.
guianensis, recolectada en junio durante la floracién. Una gran variacién en el contenido
de nerolidol se observé en los diferentes meses en los que se recolecté la planta

(Machado et al., 1998).

El sitosterol se encontré en S. apiosyce (en las hojas) y S. arianeae en los
receptdculos del fruto. Las aporfinas forman un gran grupo de alcaloides aislados del
género Siparuna, asi como el alcaloide liriodenina (oxoaporfina) tienen una marcada
presencia en este género. La presencia de este alcaloide en las hojas de S. apiosyce

puede ser responsable del uso medicinal contra la tos. El primer reporte sobre el
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aislamiento de flavonoides en el género Siparuna se hizo para S. apiosyce, que al
purificar el extracto metandlico, se aislé el flavonol 3,7,4°-tri-O-metilkaempferol
presente en todos los 6rganos de la planta (siendo mds abundante en las hojas).
Adicionalmente, la tilirosida y otros flavonoides glucosilados (derivados del rhamnosil)

fueron aislados de las hojas de esta misma especie (Leitdo ef al., 1999).

Mdas tarde, estudios realizados por Leitdo y colaboradores (2000) en hojas de S.
apiosyce, determinaron la presencia de un nuevo compuesto, el cual fue caracterizado
como kaempferol-3,7-di-O-metil-4"-O-f3-[o.-rhamnosil (1—>6)]-glucopiranosido,
brevemente nombrado siparunosido. Es interesante notar que todos los flavonoides

aislados de esta especie, hasta el momento, muestran el mismo patrén de sustituciéon, es

decir, un 3,5,7,4'-tetraoxigenado, por lo que muestran ser derivados del camferol.

Estudios fitoquimicos del género Siparuna revelaron la presencia de los

alcaloides aporfina, oxoaporfina y morfinanedienona (Tabla 7) (Ciccio y Gémez-

Laurito, 2002).

Los andlisis de una fraccién cruda de las hojas de S. pauciflora mostraron la
presencia de las aporfinas nor-boldina, boldina, laurotetanina y N-metil-laurotetanina.
El extracto lipofilico revelé la presencia de tres compuestos (Sipaucina A, Sipaucina B y
Sipaucina C), siendo estos compuestos los primeros sesquiterpenos obtenidos de esta

especie (Jenett-Siems et al., 2003).

Actividad biolégica reportada para especies del Género.

Jenett-Siems y colaboradores (2003) evaluaron la actividad antiplasmodial de
los compuestos aislados de los extractos de las hojas de S. pauciflora contra dos cepas
de Plasmodium falciparum (PoW, Dd2), mostrando que el compuesto nor-boldina posee
una actividad moderada [valores de ICso: 3.1 pig/ml (PoW), 5.4 ug/ml (Dd2)], mientras

que las otras aporfinas asi como los sesquiterpenos mostraron ser inactivos.
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Tabla 6. Terpenos aislados de algunas especies del género Siparuna.

Especie

S. thecaphora!

S. guianensis

S. erythrocarpa

S. macrotepala

S. arianeae

S. guianensis

S. guianensis

S. thecaphora'’

S. thecaphora'’

S. pauciflora

S. guianensis

Parte de la

planta
frutos

Frutos y

hojas

madera

hojas y
ramas

frutos

hojas

partes
aéreas

hojas

hojas

hojas

hojas y
frutos

Terpeno

-elemeno, citral, B-ionona

-elemeno, citral, B-ionona, nonanol,
octan-3-ol, carvona, curzerenona,

curzereno, miristicina, d-elemeno,
germacrona

safrol

Cadeleno, calameneno, espatulenol

Sitosterol, estigmasterol

o.-pineno, canfeno, B-pineno,
espatulenol, terpinoleno, linalool, -
terpineol, [3-gurjunen, germacreno D,
-cariofileno, valenceno, zingibereno

germacreno B, atractilona, mirceno,

safrole, B-eudesmol, elemol,
limoneno, isogermacrona, dilapiole,
undecanol, germacreno A, valenceno,

-selineno

o.-copaeno, 0-cadineno, espatulenol,
a-pineno, oi-cubebeno, limoneno, a-

cadinol, 3-elemeno, linalool,
germacreno D, geraniol

a-fenqueno, canfeno, sabineno,
mirceno, y-terpineno, terpinoleno,
allo-ocimeno, pinocarvona, pulegona,
a-muuroleno, cubebol, sabineno,
mirtenal

sipaucina A, sipaucina B, sipaucina C

Bergamotenal, siparunona, dcido
decanoico, 2-undecanona, sabineno,

(E)-B-ocimeno, 2-nonanona

Referencias

Manjarrez y
Mendoza, 1967

Antonio et al., 1984

Antonio et al., 1984

El-Seedi et al.,
1994

Kato-Simas et al.,
1996

Machado et al.,
1998

Zoghbi et al., 1998

Vila et al., 2002

Ciccio y Gémez-
Laurito, 2002

Jenett-Siems et al.,
2003

Fischer et al., 2005

Tsinonimias de Siparuna andina
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Tabla 7. Alcaloides aislados de algunas especies del género Siparuna.

Especie

S. guianensis

S. gilgiana’

S. nicaraguensis’

S. patelliformis

S. dresslerana

S. pauciflora

S. tonduziana

S. griseo-flavescens

S. arianeae

S. apiosyce

S. pauciflora

Parte de la
planta

madera

raices

ramas

hojas

hojas

tallos

corteza de tallo
y madera

raices

tallos

fruto

hojas, madera y
corteza

hojas

madera y
corteza

partes aéreas
hojas

Alcaloide

Liriodenina, casamedina

Liriodenina, oxonantenina

liriodenina

Los alcaloides estaban en
cantidades insuficientes
para su caracterizacion.

O-metilflavinanting,
flavinantina

Nanteninag,
N-metillaurotetanina

Nantenina, anonaina
N-metillaurotetaninag,
norantenina, liriodenina

oxonantenina, asimilobing,
laurotetaninag, reticulina

Isocoridina, asimilobina, N-
metillaurotetanina,
nantenina

Liriodenina, nantenina, N-
metillaurotetanina

liriodenina

reticulina

N- metillaurotetanina,
asimilobina

nor-bolding, bolding,
laurotetanina

Referencia

Braz-Filho et al.,

1976
Chiu et al., 1982

Gerard et dl,,
1986

Gerard et al.,
1986

Gerard et al.,
1986

Lopez et al.,

1988

Lopez et dl.,
1990

Lépez et al.,

1993

Kato-Simas et al.,

1996

Valverde-Soares
et al., 1997

Fischer et al.,

1999

Jenett-Siems et
al.,, 2003

1 sinonimias de S. andina
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E. Caracteristicas y Distribucion de Siparuna andina (Tul.) A. DC.

Clasificacion taxonémica (Cronquist, 1981).

Dominio Eukarya

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Superdivision Espermatophyta
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Magnoliidae
Superorden Lauranae
Orden Laurales
Familia Monimiaceae
Género Siparuna Aublet.
Especie S. andina (Tul.) A. DC.

Distribucion geogrdafica de la especie.

En México, se distribuye en los estados de Nayarit, Colima, Jalisco,
probablemente Michoacdn, Guerrero, Oaxaca, Chiapas, San Luis Potosi, Veracruz y
Tabasco. En América del Sur, se distribuye en Colombia, Ecuador, Peru, Belice, Bolivia,
Brasil, Guatemala, Honduras, Nicaragua, Venezuela y el sur de Panamd (Figura 4)
(Lorence, 1983; Datos proporcionados por the Herbarium of the Smithsonian Tropical

Research Institute).

Como puede esperarse de una especie de amplia distribucién, a menudo,
Siparuna andina (Figura 5) es colectada bajo el nombre de S. nicaraguensis, debido a su
forma, lo variable de la hoja (Figura 6) y el grado de pubescencia. Sin embargo, se
distihngue de ofras especies mexicanas por sus hojas con mdrgenes subenteros o
escasamente dentados, los dientes obtusos o a menudo reducidos, y su escasa a

moderada pubescenciq, tricomas estrellados (Lorence, 1983).
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Fig. 4. Distribuciéon geografica
de S. andina.

Fig. 5. Hojas e
inflorescencias de
Siparuna andina
(Tul.) A. DC. (W.
Juérez, MEXU)
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Fig. 6. Hojas e inflorescencia de S. andina (Judrez)

Sinonimias de S. andina.

Debido a su morfologia inconstante, se han encontrado en la literatura un gran

ndmero de sinonimias:

>

>

Citriosma andina Tul., Ann. Sci. Nat. 4(3): 36. 1855; Tul,, Monogr. Monim.: 338.
1855 (Lorence, 1983).

Siparuna nicaraguensis Hemsl., Biol. Centr. Amer. Bot. 3(14): 69. 1882 (Lorence,
1983; Vila et al., 2002; Ciccio y Gémez-Laurito, 2002; The Herbarium of the
Smithsonian Tropical Research Institute).

Siparuna davillifolia Perk., Bot. Jahrb. Syst. 28: 681. 1901; Perk. & Gilg,
Pflanzenr. 4(101): 92. 1901: Perk., Pflanzenr. 4(101), Nachtr.: 50. 1911
(Lorence, 1983).

Siparuna colimensis Perk., Bot. Jahrb. Syst. 28: 682. 1901; Perk & Gilg,
Pflanzenr. 4(101): 92. 1901 (Lorence, 1983).

Siparuna thecaphora (Poepp. & Endl) A. DC., Prodr. 16(2.2): 657. 1868
(Gonzdlez, 2006; The Herbarium of the Smithsonian Tropical Research Institute).

Siparuna macra Standl., Publ. Field Mus. Nat. Hist.,, Bot. Ser. 22(2): 75. 1940
(Gonzdlez, 2006).

Siparuna gilgiana Perkins (Ciccio y Gémez-Laurito, 2002).
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» Siparuna diandra J.A. Duke (Datos proporcionados por the Herbarium of the
Smithsonian Tropical Research Institute).
» Siparuna riparia (Tul.) A. DC., Prodr. 16(2): 647. 1868 (Datos proporcionados

por the Herbarium of the Smithsonian Tropical Research Institute).

Usos medicinales de la especie.

Siparuna andina (bajo el sinénimo de S. thecaphora) es llamada coloquialmente
“limoncillo” (pequefio limén) probablemente porque sus frutos presentan un fuerte olor a
limén (Ciccio y Gémez-Laurito, 2002). En Panamd la decoccién de las hojas (bajo el
sinénimo de S. thecaphora), se utilizan para el tratamiento de los resfriados y para la
artritis reumatoide. En Guatemala se usa para el catarro y la gripe (Vila et al.,, 2002);
las hojas frescas se colocan en la frente para aliviar dolores de cabeza (Ciccio y

Goémez-Laurito, 2002).

En México, en Hidalgotitlan (Veracruz), la utilizan para el reumatismo; en
Cuautitldn (Jalisco), los frutos y las hojas tienen uso medicinal; en Cerro Laguna
(Oaxaca), utilizan las hojas para los golpes, dolor de cabeza y fiebre (datos obtenidos

de las fichas de los ejemplares depositados en el MEXU).

Estudios quimicos reportados para la especie.

En estudios de la composicién quimica del aceite esencial de las hojas de S.
thecaphora (sinénimo de S. andina), se identificaron 76 compuestos, los sesquiterpenos
representan el 56.7% y los monoterpenos el 38.7% (Tabla 6) (Ciccio y Gémez-Laurito,
2002; Vila et al, 2002). Dentro de los compuestos minoritarios, treinta y uno se
describen por primera vez como constituyentes de este género. Bajo el sinénimo de S.
nicaraguensis (sindbnimo de S. andina), se estudiaron los aceites voldtiles de los frutos de
S. thecaphora siendo los componentes principales [-elemeno, citral y S-ionona (Ciccio y

Gémez-Laurito, 2002).

De un extracto lipofilico de las hojas de Siparuna andina, dos nuevos compuestos

han sido aislados: sipandinolido (sesquiterpeno), compuesto con un nuevo tipo de

estructura carbonada y (-)-cis-3-acetoxi-4',5,7-trihidroxiflavona (Jenett-Siems et al.,

2000).
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Los alcaloides liriodenina y oxonantenina, fueron aislados de las raices de S.
thecaphora (bajo el sinénimo de S. gilgiana) (Chiu et al., 1982). La liriodenina se ha
reportado en la literatura como un sedativo del sistema nervioso central (Leitdo et al.,
1999). Maés tarde, Gerard y colaboradores (1986), identificaron el alcaloide liriodenina
en el extracto de las ramas de S. nicaraguensis (sinénimo de S. andina); no se detectaron

alcaloides en las hojas de esta especie.

Actividad biolégica reportada para S. andina.

A partir de extractos lipofilicos e hidrofilicos de hojas y ramas de S. andina, S.
pauciflora y S. tonduziana, Jenett-Siems y colaboradores (1999) evaluaron la actividad
antiplasmodial in vitro contra dos cepas de Plasmodium falciparum (PoW y Dd2). Los
efectos citotéxicos de los extractos activos fueron analizados. Los extractos lipofilicos de
las tres especies, mostraron una actividad antiplasmodial con valores ICso que van desde
3.0 pg/ml a 18.3 ng/ml, detecténdose la actividad mds alta en extractos de S. andina
con un ICso de 3.0 ug/ml y 3.9 pug/ml para PoW y Dd2, respectivamente. Los extractos
activos fueron moderadamente citotéxicos con valores ICso que estdn entre 17.9 y 26.3
pg/ml, aunque en algunas lineas celulares se observé una baja citotoxicidad (ICs50>30
ug/ml) (Tabla 8). Los extractos hidrofilicos no mostraron actividad en ninguno de los

sistemas probados.

Tabla 8. Citotoxicidad de los extractos activos contra diferentes lineas celulares (Jenett-
Siems ef al., 1999).

Valor Medio de ICso (tg/ml)

Especie KB SK-MEL 30 A 549 MCF-7
S. andina (Tul.) A.D.C. 24.8 17.9 26.3 20.5
S. pauciflora (Beurl) A. DC. >30 21.0 >30 20.3
S. tonduziana Perk >30 23.2 >30 21.0

KB=carcinoma escamoso, SK-MEL 30=melanoma, A 549 =cdancer de pulmén, MCF-7=céncer de mama.

27



Vila y colaboradores (2002) evaluaron la actividad antimicrobial y la actividad
larvicida de los aceites esenciales obtenidos de las hojas de S. thecaphora (sin. de S.
andina). La actividad antimicrobial se ensayé contra seis microorganismos:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella gallinarum, Klebsiella pneumoniae,
Mycobacterium smegmatis y Pseudomonas aeruginosa, mostrando una fuerte actividad
antibacterial contra S. aureus y M. smegmatis a concentraciones de 1000 pg/ml. La
actividad larvicida se probd contra Aedes aegypti, pero en ninguno de los aceites

presenté actividad.

De acuerdo a lo anterior, son pocos los estudios realizados en Siparuna anding, la
mayoria de éstos, se han realizado bajo distintas sinonimias, principalmente en Centro y
Sudamérica; ningin estudio acerca del andlisis quimico y/o biolégico se ha reportado
en México, aunque se le atribuyen usos medicinales en Oaxaca, Jalisco y Veracruz,
principalmente. Por lo consiguiente, este es el primer estudio en el que se realizd, a
partir de hojas, un andlisis quimico y se evalio la actividad antiinflamatoria,

antioxidante y citotéxica, actividades biolégicas asociadas a distintos padecimientos.
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JUSTIFICACION

Siparuna andina ha sido estudiada bajo distintas sinonimias en paises de
Centroamérica (Costa Rica, Panamd, Nicaragua) y América del Sur (Colombia, Ecuador,
entre otros), estos estudios se han enfocado a la bisqueda de compuestos quimicos y en

el estudio de diversas actividades biolégicas (bactericida y antipalidica).

Sin embargo, en nuestro pais no se ha registrado, para esta especie, algin
estudio quimico o de actividad biolégica que justifique su uso en la medicina tradicional.
Las hojas de esta especie son utilizadas para padecimientos como el reumatismo,
picaduras de insectos, dolor de cabeza y golpes, estos padecimientos presentan la

inflamaciéon como sintoma comun.

La finalidad de este estudio fue realizar el andlisis quimico preliminar de los
extractos y las fracciones para determinar los metabolitos secundarios presentes en esta
especie y su relacién con la actividad antiinflamatoria (mediante el modelo de TPA en
oreja de ratédn). La actividad antioxidante (prueba de DPPH) se realizé buscando un
posible uso potencial en diferentes padecimientos, en los cuales el estrés oxidativo es la
primera respuesta celular. La actividad citotéxica se llevd a cabo en Artemia salina, con

la intencién de buscar un uso potencial contra células cancerigenas.

El andlisis quimico de las plantas utilizadas en la medicina tradicional, abre la
posibilidad de completar el estudio de los compuestos biolégicamente activos, asi como

de aquellos que no han sido aislados y que puedan tener interés farmacolégico.
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lll. OBJETIVOS

A. Objetivo General

* Realizar un estudio fitoquimico de las hojas de S. andina para conocer que
grupos de metabolitos secundarios estdn presentes en los extractos orgdnicos y
su relacién con la actividad antiinflamatoria, antioxidante y citotéxica de los
mismos.

B. Obijetivos Particulares

Fitoquimicos:

*  QObtener extractos de diferente polaridad.
* Evidenciar los grupos de metabolitos secundarios presentes en cada extracto.

* Determinar el perfil cromatogrdfico de cada extracto probando eluyentes de

diferentes polaridades para analizar la distribucién de los compuestos.

*  Fraccionar los extractos crudos por cromatografia en columna con la finalidad de

separar compuestos.

Biolégicos:

* Evaluar, mediante ensayos biolégicos, en los extractos crudos y en algunas

fracciones:

—> La actividad antiinflamatoria en el modelo de edema inducido con TPA en

oreja de ratén,

— La actividad antioxidante mediante el método de captura de radicales

libres (DPPH),

—> La actividad citotéxica en el modelo de Artemia salina L.
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IV. MATERIALES Y METODOS

A. Recolecta del material vegetal

Las hojas de Siparuna andina se recolectaron, a partir de arbustos adultos, en la
Estacion de Biologia Tropical “Los Tuxtlas”, del Instituto de Biologia-UNAM, en el estado

de Veracruz, en mayo del 2003.

El material vegetal se deshidraté en una cdmara de secado a una temperatura
de 39-40 °C, por dos semanas. Una vez seco el material, se realizé la molienda y se

procedié a la obtencidén de los extractos orgdnicos de polaridad creciente.

B. Obtenciéon de extractos

Al material vegetal seco (571 g) se le realizaron una serie de extracciones por
maceracién, con tres diferentes disolventes, a temperatura ambiente cada uno. Se dejé
reposar por 24 h, posteriormente se filtré y se destilé a sequedad bajo presidén reducida
en un rotavapor (Bichi Rotavapor R205). El extracto obtenido fue trasvasado y
colocado en una cdmara de vacio para eliminar por completo el disolvente. De esta
manera se obtuvieron los tres extractos: el hexdnico, acetato de etilo y metandlico, y se

calcularon los rendimientos.

C. Anadlisis de los extractos

Pruebas de deteccion de grupos de metabolitos secundarios.

Con el propdsito de conocer los grupos de compuestos quimicos presentes, se
efectuaron pruebas para determinar la presencia de: glucésidos, terpenos y esteroides,
flavonoides y alcaloides para cada extracto crudo. Los reactivos se prepararon de

acverdo al apéndice 1.
Se realizaron las pruebas en tubo de ensaye, prepardndose una solucién de 5

mg de cada extracto para cada prueba. El extracto Hex se disolvié en 1T ml de

cloroformo y el extracto de AcOEt y MeOH se disolvieron en 1 ml de MeOH.
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a. Perfil cromatogrdfico de los extractos crudos.

Para cada uno de los extractos se buscéd el mejor sistema de elucién, para esto
se pesaron 5 mg de cada extracto. El extracto Hex se disolvié en 2 ml de cloroformo y
los extractos de AcOEt y MeOH se disolvieron en 2 ml de MeOH. De cada solucién se
tomé una muestra con capilar para realizar la aplicacién sobre la placa cromatografica
(placas con base gel de silice en soporte de vidrio MERCK®). Se probaron diversos
eluyentes de diferente polaridad (Hex, AcOEt y MeOH) hasta obtener aquel que nos
diera una mejor resolucién de los compuestos contenidos en los extractos. Las placas se
desarrollaron en una cdmara cromatogrdafica vertical (Sigma Aldrich®) y fueron
observadas bajo luz ultravioleta de onda larga (365 nm). Se revelaron con sulfato

cérico.
b. Actividad biolégica.
A cada uno de los extractos crudos se les realizé la prueba de actividad

antiinflamatoria y la prueba de citotoxicidad en Artemia salina L. La realizaciéon de estas

pruebas se muestra en el apéndice 2.
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1. EXTRACTO HEXANICO

Separacién por cromatografia en columna.

Se adsorbieron 16 g del extracto hexdnico en celita hasta quedar un polvo
homogéneo y se colocé en la parte superior de una columna de cromatografia abierta,
empacada con 160 g de gel de silice MN Kieselgel 60 como fase estacionaria. Se eluyd
con mezclas de polaridad ascendente de hexano hasta metanol (Tabla 9). Se colectaron
alicuotas de 100 ml y cada una se concentré bajo presién reducida en un rotavapor, el
cambio de polaridad se realizé cuando disminuia notablemente la cantidad de muestra

en la fraccién.

Tabla 9. Eluyentes utilizados para la cromatografia en columna
del extracto hexdnico.

Mezcla de eluyentes
Hex 100%

Hex: AcOEt (9:1)
Hex: AcOEt (8.5:1.5)
Hex: AcOEt (8:2)
Hex: AcOEt (7:3)
Hex: AcOEt (6:4)
Hex: AcOEt (4:6)
Hex: AcOEt (2:8)
AcOEt 100%
AcOEt: MeOH (7:3)
AcOEt: MeOH (5:5)
MeOH 100%

Las fracciones que presentaron similitud por cromatografia en capa fina se
reunieron y las que presentaron algun precipitado se limpiaron y se tomé el punto de
fusién. Una vez reunidas las fracciones de la separacién cromatogréfica, se eligieron
aquellas que mostraron mayor cantidad de muestra, asi como también los compuestos

purificados.

35



Pruebas de deteccion de grupos de metabolitos secundarios.

A las fracciones elegidas, se les efectuaron las pruebas para detectar la
presencia de terpenos y flavonoides. La realizacién de estas pruebas se describe en el
apéndice 1. Se realizaron pruebas en tubo de ensaye, se prepard una solucién de 5 mg

de muestra disuelta en 2 ml de disolvente para cada prueba.

Anadlisis cromatografico comparativo.

Se prepararon disoluciones de las seis fracciones y se aplicaron 50 [Ug de
muestra con un aplicador automdtico CAMAG TLC Sampler 4, sobre placas
cromatogrdéficas de gel de silice (MERCK®). El eluyente en el cual se desarrollé la placa
cromatogrdéfica fue una mezcla de Hex: AcOEt (3:7), la separacién se llevé a cabo en
una cdmara cromatogrdéfica vertical (Sigma Aldrich®), posteriormente se secé y rocié con
anisaldehido (revelador especifico para terpenos), se calenté a 90 °C hasta que no

aparecieran nuevas manchas en la placa.

La placa fue escaneada en un densitémetro CAMAG TLC scanner 3, operado por
software winCATS-Planar Cromatography versiéon 1.2.0. Se realizaron lecturas a
diferentes longitudes de onda (450, 500, 550, 600, 650, 700, 750 y 800 nm) para
determinar la longitud de onda a la cual se observaran la mayor cantidad de
compuestos, una vez obtenida esta longitud de onda se compararon las absorbancias de
cada mancha (representada como drea bajo la curva) y se realizé la comparacién de

fracciones.

Actividad biolégica de fracciones y cristales obtenidos.

Se realizé la prueba de actividad antiinflamatoria y actividad antioxidante
para las seis fracciones y para los cristales obtenidos asi como la actividad

antiinflamatoria y la prueba de citotoxicidad sobre Artemia salina L. La realizacién de

estas pruebas se describe en el apéndice 2.

36
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2. EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO

Fraccionamiento del extracto.

Se eluyé con mezclas de polaridad ascendente de hexano hasta metanol (Tabla
10). Se obtuvieron 5 fracciones. El cambio de polaridad se realizé cuando disminvia la

concentracién de la muestra al rotaevaporar.

Tabla 10. Eluyentes utilizados para el fraccionamiento
del extracto crudo de acetato de etilo.

Fraccion Mezcla de eluyente
A Hex 100%
B Hex: AcOEt (6:4)
C AcOEt 100%
D AcOEt: MeOH (5:5)
E MeOH 100%

Perfil cromatogrdfico de las fracciones.

A fin de obtener un andlisis cromatogrdfico de las fracciones obtenidas, se

realizaron cromatografias en capa fina (CCF) de la siguiente manera:

Se pesaron 5 mg de cada fraccién. La fracciéon A no se trabajé debido a la
escasa cantidad de muestra. Las fracciones B y C se disolvieron en 2 ml de cloroformo y
las fracciones D y E se disolvieron en 2 ml de metanol, con un capilar se aplicé la
muestra sobre la placa cromatografica (placas con base gel de silice en soporte de
vidrio MERCK®). Se probaron diversos eluyentes hasta obtener aquel que nos diera una
mejor resoluciéon de las manchas. Ademds una placa se desarrollé con el siguiente

sistema de elucién:
AcOEt: Ac. férmico: Ac. acético: H,O

(100: 11: 11: 27)

(Sistema usado para la deteccién de flavonoides)
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Las placas se desarrollaron en una cdmara cromatogrdafica vertical (Sigma
Aldrich®) y se observaron en un gabinete con luz ultravioleta de onda larga (365 nm).
Se revelaron con sulfato cérico, con reactivo de Liebermann-Burchard y anisaldehido
(ambos reactivos para evidenciar la presencia de terpenos y esteroides). Para

flavonoides se utilizé el revelador especifico RPN (2-Aminoetil difenilborato).

Pruebas de deteccién de grupos de metabolitos secundarios.

Obtenidas las fracciones se procedié a efectuar las pruebas para detectar la
presencia de terpenos y flavonoides. La realizacién de estas pruebas se describe en el
apéndice 1. Se realizaron pruebas en tubo de ensaye, se prepard una solucién de 5 mg
de muestra disuelta en 2 ml de disolvente para cada prueba.

Actividad biolégica.

A las cuatro fracciones se les realizé la prueba de actividad antiinflamatoria y

la prueba de actividad antioxidante (DPPH). La realizacién de estas pruebas se

describe en el apéndice 2.
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DIAGRAMA DEL EXTRACTO METANOLICO
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3. EXTRACTO METANOLICO

Fraccionamiento del extracto.

Se adsorbieron 42 g de extracto metandlico en celita hasta quedar un polvo
homogéneo y se colocé en la parte superior de una columna de cromatografia en
columna, empacada con 120 g de gel de silice 60 GFas4 (MERCK®) como fase
estacionaria y se eluyé con mezclas de polaridad ascendente de hexano hasta metanol
(Tabla 11). Se obtuvieron 4 fracciones. El cambio de polaridad se realizé cuando

disminuia la concentracién de la muestra al rotaevaporar.

Tabla 11. Eluyentes utilizados para el fraccionamiento
del extracto metanélico crudo.

Fraccion Mezcla de eluyentes
1 Hex: AcOEt (6:4)
2 AcOEt 100%
3 AcOEt: MeOH (5:5)
4 MeOH 100%

Perfil cromatogrdfico de las fracciones.

A fin de obtener un andlisis cromatogrdfico de las fracciones obtenidas, se

realizaron cromatografias en capa fina (CCF) de la siguiente manera:

Se pesaron 5 mg de cada fracciéon. Las fracciones 1 y 2 se disolvieron en 2 ml
de cloroformo y las fracciones 3 y 4 se disolvieron en 2 ml de metanol. De cada solucién
se tomdé una muestra con capilar para realizar la aplicacién sobre la placa
cromatogrdfica (placas con base gel de silice en soporte de vidrio MERCK®). Se
probaron diversos eluyentes de diferente polaridad hasta obtener aquel que nos diera
una mejor resolucién de las manchas. En el perfil cromatogréfico de las 4 fracciones se
colocaron dos flavonoides puros: la quercitina y la rutina para observar si hay presencia
de uno de estos estdndares. Las placas se desarrollaron en una cdmara cromatografica

vertical (Sigma Aldrich®).
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Las placas fueron observadas en un gabinete con luz ultravioleta de onda larga
(365 nm). Se revelaron con sulfato cérico (revelador general para productos orgdnicos),
con Liebermann-Burchard y anisaldehido (ambos reactivos para evidenciar la presencia

de terpenos y esteroides).

La placa en la cual se colocaron los flavonoides estdndares se utilizé el

revelador especifico RPN (2-Aminoetil difenilborato).

Pruebas de deteccion de grupos de metabolitos secundarios.

Obtenidas las fracciones se procedié a efectuar las pruebas para detectar la
presencia de glucésidos, flavonoides y terpenos. La realizacién de estas pruebas se
describe en el apéndice 1. Se realizaron pruebas en tubo de ensaye, se prepard una
solucién de 5 mg de muestra disuelta en 1 ml de disolvente para cada prueba.

Actividad biolégica.

A las cuatro fracciones se les realizé la prueba de actividad antiinflamatoria, la

prueba de actividad antioxidante (DPPH) y la prueba de citotoxicidad en A. salina L. La

realizacién de estas pruebas se describe en el apéndice 2.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

A. Material biolégico

Las hojas de Siparuna andina se recolectaron en la selva alta perennifolia en
mayo del 2003. En esta época, los arbustos presentaron floracién y comenzaba el
desarrollo del fruto, semejante a lo que mencioné Antonio (1983) para S. pauciflora y S.
nicaraguensis que tienen patrones de floracién y fructificacién similares, en la floracién
coinciden con el final de la temporada seca y la fructificacion comienza con la

temporada de lluvias.

Las hojas también presentaron un caracteristico olor a limoncillo, el cual era mas
intenso en los arbustos femeninos. Esto es debido a la abundante cantidad de aceites
voldtiles presentes en toda la planta. De acuerdo a estudios de campo realizados por
Antonio y colaboradores (1984), las hojas y las flores de cada especie de Siparuna
tiene su olor caracteristico. Se sospecha que estos olores pueden ser importantes en la

polinizacién para la atraccién de insectos.

B. Rendimiento de los extractos

El peso final de las hojas secas y molidas fue de 571 g; de esta cantidad, el
peso y el porcentaje de rendimiento que se obtuvieron de los extractos (hexdnico,

acetato de etilo y metandlico) se presenta en la tabla 12:

Tabla 12. Peso y rendimiento de los extractos crudos.

Rendimientos

Hexano Acetato de etilo Metanol
Hojas (9) % (9) % (9) %
16 2.8 9 1.6 42 7.4

El rendimiento del extracto metandlico presenté el porcentaje més alto (7.4%)
(Tabla 12) en comparacién con el resto de los extractos, el extracto hexdnico tuvo un
porcentaje de rendimiento del 2.8% vy el extracto de acetato de etilo tuvo un porcentaje

de rendimiento del 1.6%.
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Estos datos concuerdan con obtenidos por Leitdo y colaboradores (2000) en
hojas de Siparuna apiosyce, en los cuales el porcentaje de rendimiento para el extracto
metandlico fue mds alto que el rendimiento del extracto hexdnico, esto se debe a que

las plantas, en general, presentan mayor cantidad de compuestos polares.

C. Andlisis de los extractos

Deteccion de grupos de metabolitos secundarios.

Los resultados de las pruebas de deteccién a los que fueron sometidos los

extractos crudos se observa en la tabla 13.

Tabla 13. Metabolitos secundarios detectados en los 3 extractos crudos.

Glucésidos Terpenos y Flavonoides Alcaloides
esteroides
Extracto ++++ +
hexdnico - -
Extracto de ++++ +
acetato de etilo - -
Extracto + ++ +

metandlico

Nota: El signo + representa la intensidad de la reaccién: +25%, ++50%, +++75%, ++++100%; el
signo — representa que la cantidad del compuesto fue insuficiente para su deteccién.

Vila y colaboradores (2002) encontraron que en los andlisis cualitativos de
aceites en hojas de S. thecaphora mostraron la presencia de sesquiterpenos (espatulenol,
a-copaeno, A-candinol y d-candineno) que representan la mayor fraccién de los aceites;
y monoterpenos que se detectaron en bajas concentraciones. Por otro lado, Leitdo y
colaboradores (1999) encontraron en hojas y ramas de S. macrotfepala, una planta
medicinal ecuatoriana, la presencia de sesquiterpenos. Estos resultados indican que S.
macrotepala y S. andina (bajo la sinonimia de S. thecaphora) presentan este tipo de

compuestos en extractos no polares.

Los flavonoides se encontraron en los tres extractos con la misma respuesta
(Tabla 13). Leitdo y colaboradores (1999) mencionaron que los flavonoides hasta ahora

encontrados en la Familia Monimiaceae son flavonoles y flavonas, sustituvido por

hidroxilos libres u O-glucésilos. Pocos estdn sustituidos por grupos O-metilos.
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De la purificacion del extracto metandlico de S. apiosyce se aislé el compuesto
3,7,4"-tri- O-metilkaempferol en todos los érganos de la planta (principalmente en las
hojas) pero no se encontré en S. arianeae. Adicionalmente, tilirosida y otros flavonoides
glicosilados fueron aislados de las hojas de S. apiosyce. Jenett-Siems y colaboradores
(2000) aislaron de las hojas de S. andina, un nuevo flavonoide: (-)-cis-3-acetoxi-4,5,7-
trihidroxiflavanona. Claros y colaboradores (2000) mencionaron que se aislé un
flavonoide, vitexina, de hojas de Mollinedia costaricensis, especie que pertenece a uno

de los dos géneros con mayor nimero de especies de la Familia Monimiaceae.

Los glucésidos sélo se observaron en el extracto metandlico con una respuesta
ligeramente positiva; en el extracto hexdnico y de acetato de etilo los compuestos no

fueron suficientes para su detecciéon (Tabla 13).

En este estudio, la cantidad de alcaloides fue insuficiente para su deteccién en
los tres extractos; sin embargo, numerosos estudios realizados en especies de la Familia
Monimiaceae mostraron una gran riqueza de alcaloides derivados de la
benciltetrahidroisoquinolina como proaporfina, aporfina y oxoaporfina. Gerard vy
colaboradores (1986) mencionaron que es poco comin la presencia de compuestos del
tipo morfinanedienona, como flavinantina y O-metilflavinantina, aislados de S.

dresslerana.

De esta forma, las aporfinas forman el grupo mdas grande de alcaloides aislados
de la Familia Monimiaceae, especialmente de Laurelia y Siparuna. El alcaloide
liriodenina tiene una marcada presencia en este Ultimo género siendo encontrado en el
extracto metandlico de la raiz de S. gilgiana (sinénimo de S. andina) (Gerard et dl.,
1986; Chiu et al., 1982), en el tronco de S. guianensis (Braz-Filho et al., 1976), en la
corteza y raices de S. fonduziana (Lépez et al., 1990). De las ramas de S. nicaraguensis
(sinébnimo. de S. andina) se aislé la liriodenina, pero en las hojas no se detectd este
alcaloide. De las hojas de S. patelliformis fueron extraidos y examinados alcaloides
pero se presentaron en cantidades insuficientes para su caracterizaciéon (Gerard et al.,
1986). La liriodenina se aislé de hojas, tronco y corteza de S. apiosyce y de los
receptdculos del fruto de S. arianeae junto con otros alcaloides (nantenina y N-

metillaurotetanina (Leitdo et al., 1999).
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Ademds de estos compuestos, otras especies presentaron diversos tipos de
alcaloides como (+)-asimilobina y (+)-isocoridina presentes en los tallos de S. griseo-
flavescens (Lépez et al., 1993), de tallos de S. pauciflora se aislé noroliverolina (Lopez et
al., 1988), también se aislé el alcaloide asimilobina de las partes aéreas de S. apiosyce
(Fischer et al., 1999). Todas estas diferencias quimicas se podrian atribuir a la
localizacién geogrdéfica, al microambiente, al estado fenolégico, asi como la época del

afo en que se colecté la planta.

Separacion de los extractos por cromatografia en capa fina.

Las cromatografias en capa fina realizadas a los tres extractos para conocer la
diferencia de compuestos, mostraron los siguientes perfiles cromatograficos: el mejor
sistema de elucién para el extracto hexdnico fue Hex: AcOEt (7:3), que al ser revelada
con sulfato cérico evidencié la presencia de 5 manchas (Figura 7 a y b). El mejor sistema
de elucién para el extracto de acetato de etilo fue AcOEt: MeOH (8:2), en donde se
observaron compuestos de mayor polaridad. El extracto metandlico mostré una mayor
separacidon de los compuestos (10 manchas), en el sistema de elucion AcOEt: MeOH
(6:4), al ser revelada con sulfato cérico (Figura 8 a y b). Este sistema de elucién se

utilizé para el comienzo del fraccionamiento del extracto metandlico.
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Fig. 7. Perfil cromatografico del extracto hexdnico. a) Las elipses muestran las

bandas observadas bajo luz UV (A=365 nm) y b) los rectangulos muestran las manchas que
se observaron en la placa al ser revelada con sulfato cérico.
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Fig. 8. Perfil cromatografico del extracto metanélico. a) Las elipses muestran las

bandas que se observaron bajo luz UV (A=365 nm) y b) los rectdngulos muestran las
bandas que se observaron al revelar la placa con sulfato cérico.

Actividad biolégica.
Actividad antiinflamatoria.
En la grafica 1 se muestran los resultados de la actividad antiinflamatoria en el

modelo de edema en oreja de ratén inducido con TPA, expresados como porcentaje de

inhibicién de la inflamacién a una concentracién de 1 mg extracto/oreja.
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Extractos y control positivo

Grdfica 1. Porcentaje de inhibicion de la inflamacién en los extractos crudos.
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Como se observa en la tabla anterior, los extractos que mostraron una mayor
respuesta en el porcentaje de inhibicién, fueron el de AcOEt y MeOH con 78.32% vy
75.16% respectivamente, esto en comparacién con la indometacina (control positivo) que
presenté 89.19% de inhibicién; el extracto hexdnico fue el que tuvo el menor porcentaje
de inhibicién con 56.38%. Aunque en el extracto de AcOEt y en el Hex se detectaron los
mismos grupos de metabolitos secundarios, asi como la misma intensidad de éstos (Tabla
13), podemos inferir que los compuestos que proporcionan la actividad antiinflamatoria,
en el extracto Hex, se encuentran en menor concentracién y que en el extracto de AcOEt
y el MeOH se encuentran en mayor concentracién. También podemos inferir en que hay
de compuestos que no se encuentran en los otros extractos ddndole una mayor actividad
antiinflamatoria al extracto de AcOEt; aunque la presencia de los glucésidos en el

extracto MeOH podria influir en dicha actividad.

Actividad citotéxica en Artemia salina L.

La actividad citotéxica de los 3 extractos mostré una relacién dosis-respuesta en
las 3 concentraciones probadas. En esta prueba el extracto hexdnico fue el mds
citotéxico en A. salina a 1000 ppm con un porcentaje de mortandad del 54%. Los
extractos de acetato de etilo y metanol tuvieron una respuesta menor a la misma

concentracién que fue de 40% en ambos.

Al comparar la actividad citotéxica en el extracto Hex y en el de AcOEt se
obtuvo un porcentaje de mortandad del 54% y 40%, respectivamente. Por el contrario,
la actividad antiinflamatoria en ambos extractos fue de 56.38% vy 78.32%,
respectivamente, observdndose un mayor porcentaje de inhibicion en el extracto de
AcOEt, todo lo contrario a la actividad citotéxica. En las pruebas para la deteccién de
metabolitos secundarios, ambos extractos mostraron los mismos grupos (flavonoides y
terpenos-esteroides) con la misma intensidad. Es notable observar que la actividad
antiinflamatoria y la actividad citotéxica no se deben a estos compuestos, es decir, a
pesar de que ambos extractos presentan los mismos grupos, las actividades biolégicas
registradas fueron opuestas, lo cual se pueden deber a las interacciones antagénicas y

sinérgicas de las sustancias presentes en los extractos.
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1. EXTRACTO HEXANICO

Separacién por cromatografia en columna.

Se realizé el fraccionamiento por cromatografia en columna (CC) para obtener
una separacién del extracto con mayor definicion y obtener compuestos puros, los
eluyentes fueron desde hexano, acetato de etilo hasta el metanol, realizando mezclas
de menor a mayor polaridad entre éstos. La separacién por CC del extracto hexdnico
(16 g) arrojé un total de 355 fracciones. La consistencia de las fracciones fue desde la
cerosa (en las menos polares) hasta viscosa (en las mds polares). Las fracciones que

presentaron similitud por cromatografia en capa fina (CCF) se reunieron dando un total

de 42 fracciones y se marcaron como se muestra en la tabla 14.

Tabla 14. Fracciones reunidas por cromatografia en capa fina del extracto hexanico.

Fraccion Clave

F1
F2
F3
F4
F5
Fé6
F7
F8
F9

O O NO U MNWN=—

0
h

Los rendimientos de las fracciones fueron diferentes, mostrando en algunas
rendimientos muy bajos; sin embargo, seis de las fracciones mostraron un rendimiento
adecuado para realizar pruebas biolégicas (actividad antiinflamatoria y actividad
antioxidante) (Tabla 15). Se obtuvieron dos precipitados, uno de la F30 y el otro de la

F21, los cuales se recristalizaron con hexano y se separaron por filtracién a vacio. Las

Fraccién

11-19
20-30
31
32-34
35-38
39
40
41
42

Clave | Fraccion Clave

F10 43-44
F11 45-49
F12 50

F13 51-54
F14 55-59
F15 60-63
F16 64

F17 65-69
F18 70-74

F19
F20
F21
F22
F23
F24
F25
F26
F27

Fraccién

75-79

80-84

85-98

99-103

104-113
114-164
165-169
170-199
200-229

Clave

F28
F29
F30
F31
F32
F33
F34
F35
F36

Fraccién

230-304
305-319
320-332
333-335
336-350
351-355

caracteristicas de los precipitados y su punto de fusién son las siguientes:

Fraccion

F21

F30

Caracteristicas

sélido blanco

sélido cristalino
transparente
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Punto de fusién

70-75°C

153-154°C

Clave

F37
F38
F39
F40
F41

F42



Fraccién Peso (g)

F30 0.06

F33 1.61 Tabla 15. Peso de los
cristales y fracciones

F35 0.98 reunidas que mostraron
mayor cantidad de

F36 0.61 muestra

F37 2.24

F40 0.36

F41 0.23

A estas seis fracciones se les realizé un andlisis cromatogréfico comparativo,
empleando como eluyente Hex: AcOEt (3:7), se observaron diferentes nimeros de
compuestos, que variaba entre 2 y 8 bandas (Figura 9 y 10), lo cual indicé que la
complejidad del extracto era mayor a la que se observé anteriormente, teniendo una

gran cantidad de compuestos que no se habian detectado.

Fig. 9. Placa cromatografica observada bajo luz UV (A=365nm).

Fig. 10. Placa cromatogrdfica revelada con anisaldehido.
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El revelado especifico para la deteccién de terpenos por medio de anisaldehido

mostré la presencia de este grupo (Figura 11). Se observé una semejanza entre las

fracciones F33, F35, F36 y F37 aunque hubo diferencia entre la concentraciéon de las

bandas en cada fraccién.

La placa fue analizada por el densitémetro con el fin de obtener una mejor

aproximacién de las diferencias en compuestos entre las seis fracciones analizadas. Se

encontré que la longitud mdxima de absorcion fue a los 550 nm, en la cual se observé

mayor presencia de manchas (Tabla 16) y en la figura 11 se muestra el cromatograma

de los compuestos detectados a A=550 nm.

Tabla 16. Rfs de las manchas (bandas) detectadas a una A=550 nm.

A 550 nm Rfs méaximos de las bandas
% de inhibicién
. . .. 10.12|0.19 0.33 0.43| 0.5 | 0.53 0.72
'('qchwdad ) [Fraccién 013! 0.2 0.28 0.34 0.37] 0.44 051|054 0.57/0.59 0.73 0.78(0.81/0.97
antiinflamatoria)
71.09 F41 19.2 18 | 30 33.1
81.12 F40 17 13.3 39 9.1| 22
96.07 F37 6.4 5.1 9| 8 30.2/12.1|7.2 22.1
86.73 F36 []18.1 12 35 13| 3.3 3.1 16.2
89.68 F35 26.1 74.1
93.61 F33 9 124 23.1 56.1
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Fig. 11. Cromatograma de los compuestos detectados a una A=550 nm en las seis fracciones.
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Las fracciones F36 y F37 fueron las que presentaron la mayor diferencia en el
patrén de distribuciéon de las bandas desarrolladas, asi como en el nimero de éstas (7 y
8 respectivamente); seguido de estas fracciones, la F40 presenté 5 compuestos, aunque
tres de éstos mostraron la misma distribucidon que la F41; las fracciones F33 y F41(con
cuatro compuestos cada una), mostraron un perfil cromatogrdfico de mayor similitud
entre el nimero de compuestos observados, aunque la intensidad y la mayoria de la
distribucién de las banda (coincidiendo solo con 2 bandas en al mismo Rf 0.59 y 0.97)
fueron diferentes (Tabla 16); la F35 arrojé solo 2 bandas, de éstas, la que se encuentra
en el Rf 0.57 no se presenté en las demds fracciones o la cantidad no fue suficiente
para su caracterizacién. De todos los compuestos presentes, solo el de menor polaridad
(Rf=0.97) se presenté en todas las fracciones, la abundancia de este compuesto, en
orden decreciente, fue de la siguiente manera: F35, F33, F41, F37, F40 y F36 (Tabla
16).

Deteccion de grupos de metabolitos secundarios.

Las fracciones aisladas confirmaron la presencia de flavonoides y terpenos-
esteroides (Tabla 17), variando en el color de la reaccién y en la intensidad. En el caso
de los flavonoides, las Ultimas dos fracciones presentaron este grupo de metabolitos
secundarios por el color anaranjado observado; en el resto de las fracciones se observé

un color verde el cual varié en la intensidad.

Tabla 17. Resultados observados en la deteccion de flavonoides y terpenos-esteroides en las
fracciones elegidas.

Fraccion Terpenos-esteroides Flavonoides
F33 ++++ +
Verde obscuro Verde
F35 +++ +
Vino Verde
F36 ++ ++
Café-anaranjado Verde
F37 ++++ ++
Vino Verde
F40 ++++ ++++
Vino Café-anaranjado
F41 ++ ++++
Vino Amarillo-anaranjado

Nota: El signo + representa la intensidad de la reaccién: +25%, ++50%, +++75%, ++++100%.
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Para los terpenos-esteroides, Claros y colaboradores (2000) aislaron de las
hojas de Mollinedia marliae, especie perteneciente a la Familia Monimiacea, un
sesquiterpeno el y-lactona, de la fraccién 7-8 con acetona, del extracto hexdnico. De las
fracciones 18-21, del mismo extracto, purificaron una mezcla de sitosterol y

estigmasterol, compuestos pertenecientes a los terpenos.

Actividad biolégica de las fracciones.

Con respecto a la actividad antiinflamatoria, las seis fracciones seleccionadas
tuvieron alta actividad (del 70 al 96% de inhibicién); en cambio, los cristales analizados
mostraron una actividad baja (35% de inhibicién) (Grafica 2). La fracciéon mds activa fue
la F37 (96.07%), seguida de la F33 (93.61%), F35 (89.68%), F36 (86.73%), F40
(81.12%) y por Cltimo F41 con 71.09%, esto en relacion al control positivo
(indometacina) que presentd un porcentaje de inhibiciéon de 89.19%, por lo cual se
deduce que tenemos compuestos activos en las seis fracciones. Es importante hacer notar
que tres de las fracciones (F35, F33 y F37) presentaron un porcentaje de inhibicién por
arriba de la indometacing, esto se puede deber a las interacciones entre los compuestos
existentes que hayan hecho que la actividad antiinflamatoria de estas fracciones

aumente, existiendo de esta forma un sinergismo entre compuestos.

9361 Yb.U/
89.68 89.19
100 86.73 2119
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Fraccionesy control positivo

Grdfica 2. Porcentaje de inhibicion de la actividad antiinflamatoria de las seis fracciones y
de los cristales.
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Por el contrario, en la actividad antioxidante, se observé que el porcentaje de
reduccion del radical libre estable 1-1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) en las seis
fracciones mostraron un porcentaje de reduccién bajo (del 29 al 40%) con respecto al
a-tocoferol (91.16%) a una concentracién de 1000 ppm y un porcentaje de reduccién

del DPPH adn mds bajo (de 4 a 6%) en la concentracién de 100 ppm (Tabla 18).

Tabla 18. Actividad antioxidante en las seis fracciones del extracto hexdanico.

Muestra Concentracién D.O. 515 nm % de reduccién
(ppm) del DPPH
DPPH (100 pm) - 0.826 -
F33 100 0.783 5.28
1000 0.516 37.60
F35 100 0.780 5.65
1000 0.554 33.00
F36 100 0.787 4.80
1000 0.584 29.37
F37 100 0.777 5.93
1000 0.560 32.27
F40 100 0.782 5.37
1000 0.512 38.04
F41 100 0.780 5.61
1000 0.497 39.81
o~tocoferol 100 0.073 90.91
1000 0.071 91.16

Cuando los electrones impares del DPPH se aparearon con los electrones
tomados de los compuestos fendlicos, la absorbancia a 515 nm disminuyé (Silva et al.,
2002). De esta forma, la actividad se expresé como concentracién efectiva 50 (ICso)
que es la concentracidon de la muestra requerida para disminuvir la absorbancia del
radical en un 50% comparado con la solucidn blanco (solucién etandlica de DPPH)
(Paniagua-Pérez et al., 2006). El grado de decoloracién es una medida de la reduccién
de la capacidad de los flavonoides y por la cual permite evaluar su actividad
antioxidante (Silva et al., 2002); por lo tanto, es posible que las seis fracciones del
extracto hexdnico no presenten compuestos que tengan una actividad atrapadora de
radicales libres o bien, que estos compuestos no estén en cantidad suficiente para que la

actividad antioxidante muestre una concentracién efectiva por arriba del 50%, es
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probable que los compuestos de mediana y alta polaridad tengan una actividad

antioxidante alta.

Estos datos se relacionan con la presencia de terpenos-esteroides y flavonoides,
esto se debe a que las fracciones F40 y F41 fueron las que presentaron la actividad
antiinflamatoria mads baja (81.12% y 71.09%, respectivamente) y mostraron una
intensidad para terpenos-esteroides del 100% vy 50%, respectivamente; por el
contrario, se observé en ambas fracciones la mayor intensidad para flavonoides (100%)
mostrando, entre las seis fracciones, el mayor porcentaje de reduccién del DPPH del
38.04% y 39.81%, respectivamente. En el resto de las fracciones la intensidad de estos

compuestos fue distinta.

De esta forma podemos inferir que existe una relacién entre la intensidad de
flavonoides y terpenos-esteroides con los resultados obtenidos en la actividad
antiinflamatoria; es decir, mientras la intensidad de los terpenos y esteroides sea alta y
la de los flavonoides sea baja, la actividad antiinflamatoria es alta; si la intensidad de
ambos grupos es igual, la actividad antiinflamatoria es baja; y , si la intensidad de los
terpenos y esteroides es baja y la intensidad de los flavonoides es alta, la actividad
antiinflamatoria es baja. De esta forma, debe existir una alta intensidad en los
terpenos-esteroides y una baja intensidad en los flavonoides para que la actividad

antiinflamatoria sea significativa.

La actividad citotéxica en la F30 (cristales) a 10 ppm presentd un porcentaje de
mortandad del 70%, lo que indica una mortandad moderada. En el resto de las
concentraciones se observé un porcentaje de mortandad del 13% y 7% a 1 ppm y 0.1
ppm respectivamente. La actividad antiinflamatoria en esta fraccién fue de 35.10% en
comparaciéon con la indometacina que fue de 89.19% de inhibicién. Estos resultados
podrian indicar que mientras mds puro sea el compuesto, la actividad citotéxica
aumentaria y la actividad antiinflamatoria disminuiria, lo cual indica la necesidad de un

sinergismo para que esta Gltima actividad bioldgica aumente.

Considerando todo lo anterior, las fracciones aun contienen una gran diversidad
de compuestos, estos podrian sugerir una alta probabilidad de interacciones entre ellos,
incrementando (sinergismo) o disminuyendo (antagonismo) el efecto biolégico (Schmeda-
Hirschmann y Yesilada, 2005). De esta forma, las interacciones sinérgicas son aquellas

en las que la actividad combinada de dos o mds sustancias quimicas es mayor a lo
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esperado dado sus actividades en forma individual. Por otra parte, las interacciones
antagénicas son aquellas en las que la actividad combinada de dos o mds sustancias
quimicas es menor al esperado dado sus actividades individuales (Nelson y Kursar,
1999). Ejemplo de esto tenemos a los flavonoides, los cuales estdn presentes en mucho
fitomedicamentos y alimentos, y se sabe que tienen varias actividades como inhibidores
de enzimas. Ahora se piensa, que desempefian un papel en el aumento de la actividad

biolégica de otros compuestos por mecanismos sinérgicos o de otro tipo.

Esta teoria se apoya en dos cosas: 1) pruebas in vitro contra la malaria
demostraron que la actividad de la artemisinina aumenté por la presencia de los
flavonoides artemetina y casticina y 2) y algunos otros flavonoides como la genisteing,
baicaleina, hesperetina, naringenina y quercetina, mostraron ser sinérgicos en la
inhibicién del crecimiento de una linea celular de cdncer de mama en humanos

(Williamson, 2001).

2. EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO

Fraccionamiento del extracto.

Fraccion Peso (g)

El fraccionamiento del extracto de acetato de etilo arrojé A 0.02
un total de 5 fracciones, las cuales fueron ordenadas de acuerdo al B 5.65
eluyente de separacion. En la tabla 19 se observa el peso obtenido C 0.7
de cada fraccién. La fraccién A no se trabajé debido a la escasa D 2.5
cantidad de muestra. __E 01

Tabla 19. Fracciones y
pesos obtenidos del
extracto de AcOEt.

Perfil cromatogrdfico de las fracciones.

El mejor sistema de elucién en el que se observé mayor nimero de bandas fue

AcOEt: MeOH (8:2). En la figura 12 se muestra el perfil cromatogrdfico de las
fracciones del extracto de AcOEt observada bajo luz UV (A=365 nm) y revelada con

sulfato cérico.
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En la figura 13 se muestra la placa que se desarrollé con el sistema de elucién
usado para la deteccién de flavonoides AcOEt: Acido férmico: Acido Acético: HoO
(100:11:11:27). Se puede observar que en la zona de menor polaridad hubo una
mayor cantidad de bandas (1) que en el resto de la placa; en la zona de mediana
polaridad no se observé ninguna banda (2) y en la zona de mayor polaridad (3) se

observé muestra en el punto de aplicacién.
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Fig. 12. Perfil cromatogrdfico de las fracciones del extracto de AcOEt; a) Bandas observadas
bajo luz UV (A=365 nm) y b) Bandas observadas con el revelador sulfato cérico.

Fig.13. Placa cromatografica

desarrollada con el sistema
de elucion para la deteccién
de flavonoides. Los circulos
muestran las bandas
2 observadas bajo luz UV

(A=365 nm). (1) Zona de

baja polaridad, (2) zona de
}3 mediana polaridad y (3)

s = = zona de mayor polaridad.

En el perfil cromatogrdafico (Figura 12) se observé que las cuatro fracciones (B,
C, D, y E) presentaron similitud en los compuestos que las constituyen, sobre todo en los
de baja polaridad, en la zona de mayor polaridad se observaron compuestos
semejantes tanto en la fraccién B (menor polaridad) como en la fraccién E (la més polar),
esta Oltima presenté el mayor nimero de compuestos en luz UV y también en el

revelado con sulfato cérico, las fracciones C y D mostraron mayor similitud entre ellas
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bajo luz UV y al ser reveladas con sulfato cérico y las fracciones B y D solo presentaron
compuestos similares al ser reveladas con sulfato cérico. Esto puede indicar que el
fraccionamiento no fue selectivo, lo cual puede deberse, a que el volumen con el que se
trabajé en el fraccionamiento no fue suficiente para la separacién del extracto asi como
también la cantidad de gel de silice y el tamafio de la columna. Esto mismo indica el
perfil cromatogréfico de la figura 13 en el cual, el sistema de eluciéon no fue el
adecuado para la separacién debido a que solo se observaron compuestos no polares y
compuestos de mayor polaridad, es decir, no se presenté una distribucién a lo largo de

la placa.

Deteccion de grupos de metabolitos secundarios.

Las fracciones confirmaron la presencia de flavonoides y terpenos-esteroides
(tabla 20), las cuales presentaron similitudes en la intensidad de la reaccién.
Comparando la intensidad de la reaccién de las fracciones con las del extracto crudo,
se observé que en la intensidad de los terpenos-esteroides es muy similar; en cambio,
para los flavonoides, la intensidad se presenté del 50% en las fracciones B y C, en la E

el 75% y en la D el 100%, en el extracto crudo no fue mayor al 25%.

Tabla 20. Intensidad de la reaccion de los flavonoides y terpenos-esteroides en las

fracciones.
Fracciones
B C D E
Flavonoides ++ ++ ++++ +4++
Morado-rosado Morado-rosado Morado-rosado Morado-rosado
Terpenos- +++ ++++ +4+++ +++
esteroides Verde-azulado Verde obscuro Verde obscuro Morado-rosado

Nota: El signo + representa la intensidad de la reaccién: +25%, ++50%, +++75%, ++++100%.
Actividad biolégica.

En la grafica 3 se muestra la actividad antiinflamatoria en el modelo de edema
en oreja de ratén inducido con TPA y expresados como porcentaje de inhibicion de la
inflamacién. Los resultados mostraron que el porcentaje de inhibicién en las cuatro
fracciones (del 72 al 87%), ante la presencia de un edema, fue muyalto con respecto al
control, lo cual indicé que los compuestos que le dieron esta actividad no se perdieron o

no disminuyeron en cantidad al ser fraccionado el extracto.
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En cuanto a la presencia de metabolitos secundarios, la fraccién D presenté la
mayor intensidad para las pruebas de flavonoides y terpenos-esteroides, también fue la
fraccién que mostré la mayor actividad antiinflamatoria. Es posible que en este caso
sean los terpenos-esteroides los que confieren el incremento en el porcentaje de

inhibicién en esta fraccién.
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Grafica 3. Porcentaje de inhibicién de la actividad antiinflamatoria de las fracciones
obtenidas del extracto de AcOEt.

Con respecto a la actividad antioxidante, en la tabla 21 se observa el
porcentaje de reduccién del radical libre estable 1-1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH)
realizado a las fracciones. La fraccién E presenté un porcentaje de reduccién del DPPH
del 79.43% seguida de la fraccion D con un 73.50% de reduccién del DPPH. Las
fracciones B y C mostraron un porcentaje de inhibicién muy parecido 70.23% y 70.03%,

respectivamente.

Es posible que los flavonoides y los terpenos-esteroides sean los compuestos que
les confirieron un porcentaje de reduccion del DPPH muy similar a las fracciones D y E,
debido a que la intensidad en la que se presentaron estos compuestos fueron similares
entre ambas fracciones e iguales entre cada fraccién. Entre las fracciones B y C se
presenté una actividad antioxidante igual, pero la diferencia entre estas y las dos
fracciones (D y E) mencionadas anteriormente es la intensidad en los flavonoides. Cabe
destacar que en las fracciones B y C la intensidad de los flavonoides se presenté de

igual manera, pero para los terpenos, en la fraccién B la intensidad disminuyé.
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Tabla 21. Porcentaje de reducciéon del DPPH realizado en las fracciones del extracto de

AcOEt.
Fraccion Concentracién D.O. 515 nm % de reduccién
(ppm) del DPPH
DPPH (100uMm) - 0.826 -

B 100 0.714 13.63
1000 0.246 70.23
C 100 0.713 13.72
1000 0.248 70.03
D 100 0.714 13.63
1000 0.219 73.50
E 100 0.672 18.72
1000 0.170 79.43
o~-tocoferol 100 0.073 90.91
1000 0.071 91.16

La similitud entre las fracciones indica que se hace necesaria una separacién

cromatogrdéfica mas fina para separar la mayor cantidad de compuestos y realizar las

pruebas biolégicas nuevamente a fracciones que muestren mayor diferencia de

polaridad y poder determinar cudles son las mds activas.

3. EXTRACTO METANOLICO

Fraccionamiento del extracto.

En el fraccionamiento del extracto metandlico se obtuvieron 4 fracciones, las

cuales fueron ordenadas de acuerdo al eluyente de separacién.

observa el peso de las muestras.

El rendimiento de las fracciones obtenidas en la separacién
del extracto metandlico fueron diferentes con respecto a su
polaridad, es decir las fracciones 1 y 2 (de menor polaridad)
fueron las que presentaron el menor rendimiento y las fracciones 3
y 4 (de mayor polaridad) fueron las mds abundantes. De esta
forma, podemos inferir que la constitucion del extracto es

principalmente de compuestos de mayor polaridad.
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En la tabla 22 se

Fraccion Peso

(9)
1 1.22
2 1
3 10.4
4 8.63

Tabla 22. Fracciones
y pesos obtenidos
del extracto
metanélico.



Perfil cromatogrdfico de las fracciones.

La cromatografia en capa fina de las cuatro fracciones junto con los flavonoides

estadndares (quercitina y rutina) se muestran en la figura 14.

El mejor sistema de elucién en el que se observaron mayor nimero de bandas en
las fracciones 1 y 2 fue AcOEt (Figura 14 a), mostrando ser muy similares en el nimero
de componentes con ligeras diferencias en la intensidad de las bandas. Para las
fracciones 3 y 4 el sistema de elucién utilizado fue AcOEt: MeOH (7:3). Ambas placas
fueron reveladas con RPN (Revelador de Productos Naturales: 2-aminoetil difenilborato)
y se observaron bajo luz UV a A=365 nm. Ambas placas presentaron nuevas bandas,
de color amarillo fluorescente (Figura 14 b y ¢, flechas blancas), que no se observaron
bajo luz ultravioleta (A=365 nm) antes de ser reveladas. Ninguna de estas bandas
fluorescentes que se presentaron al ser reveladas las placas, mostraron el mismo patrén

de referencia que la quercitina y la rutina.

Fig. 14. Perfiles cromatograficos de las cuatro
fracciones con la quercitina y la rutina. a)
Placa desarrollada con el sistema de elucién
AcOEt; b) y c) Placas reveladas con RPN (2-
aminoetil difenilborato) y observadas bajo
luz UV (A=365 nm); c) Placa desarrollada con
el sistema de elucion AcOEt: MeOH (7:3).
Q=quercitina, R=rutina
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La diferencia de polaridad entre las fracciones es importante. Se observé en la
fracciéon 1 los compuestos menos polares y en la fraccién 4 los més polares. En el perfil
cromatogréfico de la figura 14 se observa una similitud entre las fracciones 1y 2 y, en
la fraccidon 3, al ser revelada se observé la presencia de un compuesto (flecha blanca)
que no se encuentra en las demds fracciones. En la fraccion 4 no se observé una
distribucion de bandas debido a que el sistema de elucién probado no era lo
suficientemente polar. Se aplicaron dos flavonoides estdndares, la quercitina y la rutina,
para evidenciar si en alguna de las fracciones se encontraba presente alguno de estos

flavonoides pero no fue asi.

Deteccion de grupos de metabolitos secundarios.

En todas las fracciones (Tabla 23) se muestra la presencia de flavonoides y
terpenos-esteroides. En la fraccion 3 y 4 se observé una intensidad baja para este
Ultimo grupo. Para el caso de los glucésidos la reaccién fue negativa en las fracciones 1

y 2, pero en las fracciones 3 y 4 hubo presencia de estos compuestos.

Tabla 23. Resultados de las pruebas realizadas en las fracciones del extracto metanélico
para deteccion de flavonoides, glucésidos, terpenos y esteroides.

Fracciones
1 2 3 4
Flavonoides +++ ++ +++ ++
Morado-rosado Morado-rosado Anaranjado Anaranjado
Terpenos- +++ ++ + +
esteroides Azul obscuro Verde Amarillo Anaranjado claro
Glucésidos +++ ++

Nota: El signo + representa la intensidad de la reaccién: +25%, ++50%, +++75%, ++++100%; (-)
cantidad de compuesto insuficiente para su caracterizacion.

Actividad biolégica.

En la grafica 4 se muestra el resultado de la actividad antiinflamatoria en el
modelo de edema en oreja de ratén inducido con TPA, expresado como porcentaje de
inhibicién de la inflamacién a una concentracién de 1 mg extracto/oreja. Las fracciones
1 y 4 mostraron una actividad baja y las dos presentaron un porcentaje de inhibicién
muy parecida del 7.40% y 7.10% respectivamente. En el caso de las fracciones 2 y 3 el

porcentaje de inhibicién fue de 26% y 27.46% respectivamente. Esto quiere decir, que
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la actividad antiinflamatoria disminuyé al ser fraccionado el extracto el cual presenté un

porcentaje de inhibicién del 75.16%.
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Grdfica 4. Efecto de las fracciones del extracto metandlico sobre la inflamacién
inducida con TPA en oreja de raton.

Los resultados de la actividad antioxidante (Tabla 24) mostraron que las
fracciones con actividad alta, con respecto al a-tocoferol, son: la 2 y la 3 con un
porcentaje de reducciéon del 95.04% y 93.18%, respectivamente, a una concentracién
de 1000 ppm; es importante notar que la fraccién 3 presenté, a 100 ppm, una
actividad del 78.40%. La fraccién 4, obtuvo un 73.94% de reduccién a 1000 ppm y la
fraccién 1 tuvo un 49.69% de reduccién a una concentracién de 1000 ppm. Para el caso
de las fracciones 1, 2 y 4 a 100 ppm, el porcentaje de inhibicién fue baja en

comparacion con el o-tocoferol a la misma concentracién.

Aunque se observé similitud en el perfil cromatogrdfico en las fracciones 1 y 2,
no se detectd esta misma en los resultados de la actividad antiinflamatoria, la fraccién 1
al igual que la fraccién 4 mostraron los porcentajes mds bajos, mientras que la fraccién
2 y 3 mostraron un mayor porcentaje de inhibicién. En este caso no se encontré un patrédn
que relacionara la actividad biolégica (actividad antiinflamatoria) con la presencia de
grupos de metabolitos secundarios. La fraccién mdés activa (3) presenté flavonoides,
terpenos-esteroides y glucésidos, sin embargo, estos mismos grupos los presenté la

fracciéon 4 que tuvo una actividad menor. Es necesario puntualizar que aunque existieron
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diferencias entre las fracciones, la actividad antiinflamatoria no fue mayor al 27.46%,
lo que nos lleva a suponer que los compuestos con esta actividad no se encontraron en
este extracto. Sin embargo, encontramos una actividad antioxidante (Tabla 24)
importante en las fracciones 2, 3 y 4 del mismo extracto, en este caso se puede atribuir
esta actividad a la presencia de glucésidos que tengan como agluconas flavonoides,
esto incrementaria la concentracidon de flavonoides dentro de las fracciones. Para
corroborar esta hipdtesis se tendria que realizar una hidrélisis de la fraccién para
romper el enlace glucosidico, liberar las agluconas y volver a realizar el perfil

cromatografico asi como también la deteccién de metabolitos secundarios.

Tabla 24. Actividad antioxidante por el método de captura de radicales libres mediante
DPPH en las fracciones del extracto metanélico.

Muestra Concentracién D.O. 515 nm % de reduccién
(ppm) del DPPH
DPPH (100uMm) - 0.807 -
Fraccionl 100 0.749 7.19
1000 0.406 49.69
Fraccion 2 100 0.533 33.91
1000 0.040 95.04
Fraccion 3 100 0.174 78.40
1000 0.055 93.18
Fraccion 4 100 0.492 39.03
1000 0.071 73.94
o~tocoferol 100 0.073 90.91
1000 0.071 91.16

Los resultados de la actividad citotéxica mostraron una relacién de mortandad
en A. salina con respecto a las concentraciones; es decir, que en la concentracién de
1000 ppm, las fracciones 1, 2 y 4 presentaron un porcentaje de mortandad del 74%,
64% y 99%, respectivamente, esto es, a mayor concentracién de la fraccién aplicada
mayor mortandad; mientras que la fraccién 3 presentd un porcentaje de mortandad del
28%. En el resto de las concentraciones empleadas, la actividad se hizo evidente por
debajo del 50%; de esta forma, a 100 ppm se obtuvo un porcentaje de mortandad

entre 8% y 34% y para 10 ppm se obtuvo entre 2% y 26%.
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Es interesante observar que este patrdén es contrario al encontrado en la
actividad antiinflamatoria, lo que indica que los compuestos que le confieren
citotoxicidad en A. salina son diferentes a los responsables de la actividad
antiinflamatoria y aunque se habia mencionado que en este extracto no se encontraban

compuestos con esta Ultima actividad biolégica, podemos concluir que si.

El estudio quimico y biolégico realizado a los extractos de hoja de Siparuna
andina permitié evaluar las propiedades medicinales que se le atribuyen y demostrar
que esta especie presenta propiedades farmacolégicas que validan su uso tradicional;
de esta forma, en el presente trabajo se evidencié en forma novedosa el potencial
antioxidante (extracto metandlico), antiinflamatorio (extracto hexdnico) y citotdxico, lo
cual podria ser de gran importancia en la busqueda de sustancias activas contra
patologias causadas por radicales libres y/o procesos inflamatorios; asi como de
procesos citotoxicos en lineas celulares. Los resultados obtenidos en el presente estudio
hacen ver a estos extractos como fuente de futuras investigaciones que amplien la
evidencia de los compuestos activos, asi como de las actividades biolégicas empleadas

a fin de vislumbras posibles aplicaciones.
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CONCLUSIONES

v' Se obtuvieron tres extractos de diferente polaridad: el extracto hexdnico, el
extracto de AcOEt y el extracto metandlico, en este Ultimo se obtuvo el mayor
porcentaje de rendimiento (7.4%), esto se debe a que las hojas presentaron la

mayor cantidad de compuestos polares.

v Los metabolitos secundarios detectados en los tres extractos fueron los terpenos-
esteroides y flavonoides; ademds, en el extracto metandlico, se observé la
presencia de glucésidos, esto puede deberse a que este tipo de compuestos, en su
mayoria, para esta especie, son polares. Por el contrario, las pruebas no detectaron

la presencia de alcaloides en ninguno de los extractos.

v Los perfiles cromatogrdficos de los tres extractos evidenciaron que aquellos de

mayor polaridad presentaron un elevado nimero de componentes.

v' El extracto con mayor actividad antiinflamatoria fue el de AcOEt con 78.32% de
inhibicién, el extracto MeOH y Hex presentaron el 75.16% y 56.38% de inhibicién
respectivamente. Esto puede deberse a la presencia y/o interaccién (sinergismo o

antagonismo) entre los compuestos detectados.

v" La mayor actividad citotéxica en A. salina se presentd en el extracto Hex con una
mortandad del 54% a 1000 ppm, el extracto de AcOEt y MeOH mostraron una
mortandad del 40% a la misma concentracién. Esto puede deberse a la interaccién

entre los compuestos detectados en cada extracto.

v De las 42 fracciones finales obtenidas por cromatografia en columna del extracto
hexdnico, solo 6 se tomaron para ser evaluadas debido a que mostraron mayor

cantidad de muestra. Estas fueron: F33, F35, F36, F37, F40 y F41.

v Las seis fracciones seleccionadas confirmaron una alta intensidad en los terpenos-
esteroides y una baja intensidad en los flavonoides, excepto en las fracciones F40 y

F41 que mostraron una intensidad del 100% en este Gltimo grupo.

v’ En cuanto al andlisis densitométrico del perfil cromatogrdfico de las seis fracciones,
se encontré que la longitud mdaxima de absorcién fue a los 550 nm, en la cual se

observé mayor presencia de manchas.
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Las seis fracciones se consideraron como buenos candidatos para un estudio
fitoquimico enfocado al aislamiento de compuestos antiinflamatorios, debido a que
mostraron desde un 70% a un 96% de inhibicién, inclusive en tres de estas
fracciones [F37(96.07%), F33(93.61%) y F35(89.68%)] se observé un porcentaje

de inhibicién por arriba del control positivo (indometacina, 89.19%).

En el presente estudio, las seis fracciones mostraron un porcentaje de reduccién del

DPPH bajo, que va desde el 29.37% hasta el 39.81%, en comparacién con el

control positivo (a-tocoferol, 21.16%).

Podemos inferir que existe una relacién entre la intensidad de los flavonoides y la
actividad antioxidante; esto es, las fracciones que mostraron la mayor actividad
antioxidante [F40(38.04) y F41(39.81)] son la que mostraron mayor intensidad y

presencia en los flavonoides.

La actividad citotéxica, en la F30 (cristales) a 10 ppm, presenté un porcentaje de

mortandad del 70%.

Las cuatro fracciones seleccionadas (B, C, D y E) del extracto de AcOEt presentaron
compuestos similares en los perfiles cromatogrdficos, lo cual indicé que el

fraccionamiento no fue eficiente.

De las pruebas de deteccién de metabolitos secundarios, se concluye que se obtuvo
una mayor intensidad para terpenos-esteroides y la intensidad de los flavonoides

varié de una fraccién a otra.

Los resultados obtenidos en la actividad antiinflamatoria fueron similares con la
intensidad los metabolitos secundarios presentes; es decir, las fracciones que
mostraron el mayor porcentaje de inhibicidon [D(86.64%) y C(82.49%)] también
presentaron la mayor intensidad en los terpenos-esteroides, de esta forma podemos

inferir que estos compuestos le proporcionan esta actividad.

En cuanto a la actividad antioxidante, las cuatro fracciones mostraron una actividad

similar que va del 70.23 % al 79.43% de reduccién del DPPH.

Las cuatro fracciones obtenidas de la separacién del extracto metandlico
presentaron abundante cantidad de muestra para ser evaluadas, con esto se
evidencio la presencia de abundantes compuestos polares en las hojas de esta

especie.
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En el perfil cromatogrdéfico de las cuatro fracciones se observéd la diversidad de
compuestos; es decir, las fracciones 1 y 2 mostraron compuestos de baja polaridad
muy similares, por el contrario, las fracciones 3 y 4 presentaron compuestos de

mayor polaridad.

En el perfil cromatogrdfico no se detectaron, en ninguna de las fracciones, alguno

de los 2 flavonoides estdndares utilizados.

Las cuatro fracciones evidenciaron la presencia de: terpenos-esteroides, en donde
la fraccién 1 mostré mayor intensidad, en la 3 y 4 disminuyo la intensidad y en la 2
la intensidad permanecié igual; en los flavonoides la intensidad aumento en todas
las fracciones; solo las fracciones 3 y 4 presentaron glucésidos, asi como el aumento

en la intensidad de éstos.

La actividad antiinflamatoria mostro un porcentaje de inhibicién del 7.10% al
27.46%. Esto quiere decir, que la actividad disminuyé cuando fue fraccionado el
extracto (75.16%). No se encontré un patrén en ninguna de las fracciones que

relacione la presencia de metabolitos secundarios con la actividad antiinflamatoria.

Las fracciones presentaron compuestos con una alta actividad antioxidante que van
del 49.69% hasta el 95.04% de reduccién del DPPH, dos de estas fracciones [la
3(93.18%) y la 2(95.04%)] mostraron una actividad antioxidantes por arriba del

control positivo (a-tocoferol, 91.16%). La relacién entre los metabolitos secundarios
presentes y la actividad antioxidante sugiere que son los flavonoides y los
glucésidos los responsables de dicha actividad, siendo la fraccién 3 una de las mds

activas y una de las fracciones donde se detectaron glucésidos.

La actividad citotdéxica se relaciona con los grupos de metabolitos secundarios
detectados en las fracciones, terpenos-esteroides y flavonoides, se presentaron
compuestos con una alta actividad citotéxica, ya que tres (fracciones 1,2 y 4) de las
cuatro fracciones presentaron altos porcentajes de mortandad (74%, 64% y 99%

respectivamente).
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SUGERENCIAS

El presente trabajo contribuye al conocimiento de los constituyentes quimicos y de
la actividad biolégica de Siparuna andina. Debido a que es una especie que cuenta con
diversas sinonimias, el uso de esta especie cambia de una a otra regién y la gente de
cada localidad ha encontrado un uso medicinal para diversos padecimientos, por lo

consiguiente, se desprenden las siguientes sugerencias:

* Debido a que no se tienen reportes documentados del uso medicinal de S. andina
en nuestro pais, es necesario realizar estudios etnobotdnicos; asi como ampliar

los estudios quimicos, farmacoldgicos, ecoldgicos y bioldgicos de esta especie.

* Se recomienda que se continle con la separacién, a fin de aislar e identificar los
compuestos activos, mediante técnicas de separacién con mayor resolucién como

la Cromatografia Liquida de Alta Eficacia (HPLC).

* Si se pretende estudiar los compuestos activos con potencial antioxidante en esta
especie, se recomienda partir de la preparaciéon del extracto metandlico; por el
contrario, si se pretende estudiar los compuestos activos con potencial

antiinflamatorio, se recomienda partir del extracto hexdnico.

* El perfil cromatogrdfico de los flavonoides en cada una de las fracciones
analizadas, sugiere la importancia de aislar y caracterizar dichos compuestos a
fin de establecer su participacién en la actividad antioxidante de las hojas de

esta especie.

* Debido a los resultados de los extractos y fracciones en la actividad citotdxica,

se sugiere realizar estudios mds detallados sobre lineas celulares.

% Es conveniente que las sustancias que se aislen sean evaluadas en mezclas

tratando de demostrar un posible efecto sinérgico o antagédnico.
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APENDICES

Apéndice 1
Pruebas para la deteccion de grupos de metabolitos secundarios.

Glucésidos: reactivo de Malish
a-naftol al 5% en etanol
Acido sulfdrico concentrado H2SO4

Se agregd a la muestra dos gotas de d-naftol al 5% en etanol, posteriormente se
agregd 1 ml de H2SO4 concentrado resbalando por las paredes del tubo de ensaye
formdndose dos fases. La presencia de un anillo violeta en la interfase indica la

presencia de glucésidos, considerando asi la prueba como positiva.

Terpenos y esteroides: reactivo de Liebermann-Burchard

Mezclar volimenes iguales de anhidrido acético y cloroformo, se enfria la mezcla en
una base de hielo, una vez fria la mezcla se agregan tantas gotas de dcido sulfirico
concentrado como mililitros de cloroformo haya contenidos en la mezcla.

Agregar 1 ml del reactivo a 1 ml del extracto. Se considera positiva la prueba si se

observa un cambio de coloracién al azul-verdoso, rosa, rojo, anaranjado o violeta.

Flavonoides: Zn/HCI
Limadura de zinc (Zn)
Acido clorhidrico concentrado (HCI)
Se agregé a la muestra un pequeio trozo de limadura de zinc y dos gotas de HCI

resbalando por las paredes; una coloracién naranja la prueba se considera positiva.

Alcaloides: reactivo Dragendorff
Solucién A: se disuelven 8 g de Bi(NO3) 5H20 en 20 ml de NHO3 al 3%.
Solucién B: se disuelven 27.2 g de Kl en 100 ml de agua destilada.
Una vez que se han preparado ambas soluciones, se mezclan.
Se agregd a la muestra una gota de dcido clorhidrico concentrado y dos gotas
del reactivo de Dragendorff, la prueba se considerd positiva si se presentaba un

precipitado de color anaranjado-marrén.
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Apéndice 2
Pruebas biolégicas.

Actividad antiinflamatoria.

En el Laboratorio de Pruebas Biolégicas del Instituto de Quimica de la UNAM, se
realizé la prueba antiinflamatoria siguiendo el modelo de edema inducido por el
acetato de 12-O-tetradecanoilforbol (TPA) en oreja de ratén a todos los extractos y en

algunas fracciones obtenidas.

Preparacién de la muestra. Se pesaron 50 mg de cada extracto o fraccién en

tubos Eppendorff®.

Bioensayo. Se emplearon ratones machos de la cepa CD1 (25-30 g). Los
animales se colocaron en cajas de acrilico transparente con un fotoperiodo
luz/oscuridad 12hrs/12hrs, temperatura de 24-26 °C con libre acceso al agua y
alimento.

Bajo anestesia general con pentobarbital sédico (3.5 mg/kg via intraperitoneal),
en la oreja derecha se aplicaron 10 UL de una solucién etandlica de TPA (0.25 mg/ml).
Diez minutos después, en la misma oreja se aplicaron 20 UL de la solucién del compuesto
(1 mg/20 HL). La oreja izquierda recibié solamente los vehiculos (10 UL de etanol y 20
ML del vehiculo). Cuatro horas después los animales se anestesiaron con éter, se
sacrificaron por dislocacién cervical y se tomé una muestra de 7 mm de didmetro de
ambas orejas. La diferencia en peso entre la muestra de la oreja derecha y la
izquierda, representa el edema para cada ratén. El porcentaje de inhibicién del edema

se calculd con la siguiente férmula:
% de inhibiciéon= [(C- E)/C]*100 en donde:

C= edema del grupo tratado con TPA

E= edema del grupo tratado con TPA y extracto
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Actividad Antioxidante.

En el Laboratorio de Pruebas Biolégicas del Instituto de Quimica de la UNAM, se
realizaron las pruebas de actividad antioxidante mediante el método de captura de
radicales libres que utiliza el radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH) en las

fracciones del extracto hexdnico, acetato de etilo y metandlico.

Preparacién de la muestra. Se pesaron 50 mg de cada fraccién obtenida del

extracto metandlico en tubos Eppendorff®.

Bioensayo. Cada fraccién fue analizada con DPPH en microplacas de 96 pozos.
Cada fraccion (50 pl) fue adicionada a 150 ul de DPPH (100 uM, concentracién final)
en etanol, se incubaron a 37°C por 30 minutos, y posteriormente se midié la
absorbancia a 515 nm en un lector de microplacas ELx808. Las mediciones se realizaron
por triplicado. El porcentaje de inhibicion de cada fraccién se determind por
comparaciéon con una solucién etandlica de DPPH (100 M) en blanco. Los valores de

IC50 son la concentracién de la muestra necesaria para recoger el 50% de los radicales

libres (Cottele et al., 1996; Pérez-Castorena et al., 2002; Dominguez et al., 2005).
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Bioensayo de citotoxicidad en Artemia salina L.

Preparacién de las muestras. Las muestras fueron preparadas disolviendo 60 mg,
de cada extracto crudo y de las fracciones, en 60 ml de agua salina, se probaron tres
concentraciones: 10 ppm, 100 ppm y 1000 ppm. Para el caso de los cristales, se
pesaron 6 mg y se disolvieron en 6 ml de cloroformo probdndose las siguientes
concentraciones: 0.1 ppm, 1 ppm y 10 ppm. Se realizaron 5 repeticiones por cada

concentraciéon mds un grupo control.

Eclosién de las larvas de Artemia salina L. 40 mg de huevecillos de A. salina se
colocaron en un frasco dmbar que contenia 200 ml de agua de mar artificial
previamente oxigenada por 1 hora. El frasco con los huevecillos se colocé en una
incubadora a una temperatura de 25 + 2 °C. Después de 48 horas se emplearon las

larvas para el bioensayo.

Bioensayo. A los tubos de ensaye que contenian las muestras de mediana y baja
polaridad se les agregaron 10 ml de agua de mar artificial y se agité vigorosamente
para disolver la muestra. Posteriormente, se adicionaron 10 larvas a cada tubo y se
adicionaron dos gotas de levadura al 1% como alimento. Los tubos se colocaron en una
incubadora a 25 + 2°C y las larvas sobrevivientes fueron registradas después de 24

horas para hacer la correspondencia del porcentaje de mortandad.
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