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PROLOGO

Entre las plantas usadas como abortivas entre la poblacién mexicana, se encuentra el
zoapatle (Montanoa tomentosa) que en la herbolaria medicinal y en estudios cientificos se le
atribuye propiedades uteroevacuantes.

El estudio fitoquimico de esta planta ha permitido la elucidacién estructural de mas de 40
compuestos, de los cuales, por lo menos seis tienen actividad contractil en el ttero, sin
embargo, estos resultados no proporcionan hasta ahora una explicacién clara de sus efectos
conocidos popularmente.

En el 4nalisis de los trabajos quimicos y farmacolégicos realizados hasta el momento, se
detecta la carencia de una metodologia comiin enfocada a la resolucién del problema de
asociar estructuras quimicas con efectos farmacolégicos. Esto originé el interés por realizar
la presente investigacion que tiene el propésito de conocer la dependencia de los variados
resultados farmacolégicos descritos hasta ahora con metodologias de extraccién empleadas
comtnmente por los fitoquimicos.

Se decidi6 abordar este problema empleando como indicadores de la actividad a tres
diterpenos (i. e. 4cido grandiflorénico, kaurenoico y monoginoico) que han sido descritos
como bioldgicamente activos y cuya conducta cromatogréafica permite un seguimiento claro
del proceso de la extraccién.

Paralelamente, el uso de metodologfas analiticas fue mostrando su utilidad para este
propésito. Asi, el empleo de la espectrometria de masas y de la resonancia magnética
nuclear de pulsos fueron los métodos espectroscépicos que mejores resultados
proporcionaron para la confirmacién de las estructuras quimicas aisladas por
cromatografia liquida de alta eficiencia.

Entre las contribuciones méas importantes al conocimiento del zoapatle podria mencionarse
el dato de la composicién del extracto metanélico por su abundante concentracién de
monosacaridos. Igualmente importante se considera el haber ratificado la presencia de
acido grandiflorénico en las infusiones acuosas de la planta resolviendo un problema de
conflicto entre diferentes reportes cientiificos.

Finalmente, cabe mencionar que los resultados de este trabajo muestran la necesidad de
incorporar metodologias analiticas modernas al proceso de extraccién fitoquimica de
plantas medicinales como condicién para el logro de seguridad y reproducibilidad en los
ensayos biol6gicos.



ABREVIATURAS.

AcOt:‘ Acetato de etilo

B. de P.: Bencina o éter de Petrodleo
CCF: Cromatografia en Capa Fina

CFV: Cromatografifa en Fase Vapor
CHZCIZ: Diclorometano
CH,CN: Acetonitrilo

CLAE: Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
EM: Espectrometria de Masas

GA: Acido Grandiflorénico

Glu: Glucosa

IMSSM: Herbario de Plantas Medicinales del Instituto Mexicano del Seguro Social
KA: Acido Kaurenoico

MeOH: Metanol

MO: Acido Monoginoico

OT: Oxitocina

Ram: Ramnosa

Rib: Ribosa

RMN: Resonancia Magnética Nuclear

Sac: Sacarosa



INTRODUCCION.

El estudio cientifico de las plantas medicinales en México, se inici6 a finales del siglo
pasado en el entonces Instituto Médico Nacional. Con una concepcién que hoy pudiéramos
considerar interdisciplinaria y adelantandose a su tiempo, estos investigadores abordaron los
aspectos etnoboténicos, fitoquimicos y farmacolégicos e incluso clinicos. Desde entonces uno
de los objetivos del estudio de las plantas medicinales ha sido su aplicacién en los problemas
de salud publica sin que este haya sido logrado por mdltiples razones.

Entre las plantas estudiadas en esta institucién se encuentra el zoapatle (Altamirano,
1895), empleada desde antes de la llegada de los espaiioles en decocciones acuosas para
facilitar las labores del parto y probablemente evitar la concepcién, por lo que se le atribuyen
propiedes emenagogas y tteroevacuantes (Gallegos, 1983).

Su nombre proviene de la palabra ndhuatl “cihuapatli” (“cihuatl” - mujer y “patli” -
medicina). Se conoce comunmente también como “achina”, “guapiojo”, “hierbadela parida”,
“hierba de la mujer” y “too” (Béjar, 1985).

«

Desde el punto de vista taxonémico es una planta compuesta perteneciente al género
Montanoa que incluye 25 especies y 6 subespecies, 21 de las cuales se pueden encontrar en la
Reptblica Mexicana (Estrada, 1983). Es un arbusto de unos tres metros de altura, muy
ramificado, con hojas opuestas y sus flores varian en tonos que van del blanco al amarillo,
dependiendo de la especie. Antigliamente se le clasificaba como Eriocoma, Montagnea y
Montagnacea, hastaque en 1981 Font realizé una clasificacién completa de este género enla cual
correlacioné la distribucién geogréfica de la planta con estudios citolégicos de cariotipo y de
nimero cromosémico. Aparentemente todas las especies y subespecies del género Montanoa
han sido usadas bajo el nombre de zoapatle (Estrada, 1983).

Altamirano (1895) y Cota (1897) realizaron el primer reporte de la extraccién y del ensayo
biolégico del zoapatle. En estudios posteriores realizados por De Lille (1933), Derbez (1945),
Sentfes y Amayo (1964) se trat6 de corroborar los efectos biol6gicos atribuidos a esta planta sin
lograr su propésito ya que se presentaron problemas en la extraccién y dosificacién de la
misma; encontrando que los efectos de los extractos acuosos y orgénicos del zoapatle no
presentaron un efecto claro y constante.

Afios mas tarde, se continuaron los trabajos con el zoapatle, asf Caballero y Walls (1970)
reportaron el aislamiento de sustancias puras mediante la extraccién de la raiz de zoapatle y
apuntaron que los compuestos aislados resultaron inactivos cuando se ensayaron sobre el
utero aislado de rata. Calderén y colaboradores (1977) realizaron registros miograficos de los
efectos del extracto de zoapatle sobre la actividad uterina de conejas; estos investigadores
observaron que el extracto presenté efectos oxitécicos.

En los trabajos anteriores no se indica el estado hormonal de la hembra utilizada ni la
porcién del cuerno uterino donde se realizé el bioensayo.

A este respecto, Landgren (1979), Gallegos (1985) y Béjar (1985) empiezan a considerar el
estado hormonal y la especie animal para la realizacién de bioensayos con extractos acuosos
y con compuestos puros aislados de esta planta. La preparaciéon de los extractos acuosos
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empleados en los bioensayos mencionados fue realizada de la manera tradicional en que se
prepara la infusién y los compuestos puros fueron ensayados disueltos en un solvente
organico.

Se han aislado mas de 40 compuestos quimicos de plantas pertenecientes al género
Montanoa entre los cuales se encuentran abundantes diterpenos (Chen et. al., 1982, Kanioja et.
al., 1982; Kapadi et. al., 1964; Kocienski, et. al., 1989; Lewis, 1979; Kane et. al., 1981; Lou-Cotter,
1981; Marcelle et. al., 1985; Nicolaou et. al., 1980; Oshima et. al., 1986¢; Quijano et. al., 1985 ay b;
Seaman ef. al., 1984a), terpenos (Fujita et. al., 1972), sesquiterpenos (Geissman et. al., 1971,
Seaman et al., 1985b), germacranélidos (Bohlmann et. al., 1983, 1984; Castro et. al., 1984; Herz
et.al., 1980; Quijano et. al., 1979, 1984a, 1986; Seaman et. al., 1984), guayanélidos (Greene et. al.,
1989; Quijano et. al., 1984b; Seaman et. al., 1984c, 1986), eudesmanélidos (Quijano et. al., 1985¢;
Seaman et. al., 1985a), eliang6lidos (Qujano et. al., 1982) y flavonoides (Oshima et. al., 1986b),
pocos de ellos han pasado por un tamiz biolégico. Asi, Mateos, Levine y colaboradores (1979)
aislaronindependientemente zoapatanol (I) y montanol (I) de hojas de zoapatle. Posteriormente
se ensay®¢ la actividad biolégica de estos compuestos en mujeres embarazadas con producto
fetal muerto, encontrando que en algunos casos la administracién oral de estos compuestos
producia la expulsién de los productos. Al principio de la década de los 80’s fue reconocida la
actividad uteroténica (Lozoya y Enriquez, 1983; Gallegos, 1983; Béjar ef. al., 1984) de un
compuestoaislado de Montarnoa tomentosa conocido como &cido grandiflorénico o Kauradienoico
(III) (Piozzi et. al., 1972), El bioensayo con esta sustancia se realiz6 sobre titero de cobayo en
condiciones in vivo e in vitro . Otro compuesto aislado del zoapatle es el denominado
leucantanélido (IV) (Oshima, Y. et. al.,1986a) el cual ha sido ensayado sobre un modelo experi-
mental animal, administrando por via intraperitoneal el compuesto a cobayas embarazadas;
observandose que en algunos casos hay expulsion del producto y en otros, reabsorcién del
mismo.

Los resultados no han sido muy alentadores puesto que la mayorfa no han sido
reproducibles; algunas veces el efecto no es consistente e incluso se ha llegado a observar
relajacién uterina (Hahn, 1983; Perrusquia, 1985; Ponce-Monteret.al., 1983,1985,1988; Enriquez
et.al., 1984; Moriwakiet. al., 1986; Pedrénet. al., 1985; Lu et. al., 1987). Este hecho puede deberse
alas diferencias que existen entrelos estudios in vitro e in vivo. Mientras enlos primeros se tiene
la ventaja de contar con el animal integro, se tiene la desventaja de que el animal se encuentra
anestesiado y se requieren ademaés altas dosis de muestra; por otra parte, los estudios in vitro
presentan una mayor facilidad eén cuanto al manejo y al requerimiento de pequefias dosis pero
su incoveniente consiste en que el efecto no tiene correlacién directa con lo que se observa en
un animal integro.

Debido ala controversia que existe entre la asociacién de actividad farmacolégica con las
estructuras quimicas encontradas hasta ahora se puede suponer que son varios factores los que
influyen en la manifestacién o ausencia de efectos farmacolégicos; entre éstos se pueden
mencionar: a) especie de planta adecuada, b) estado de desarrollo de la misma c) especie y
estado hormonal del sujeto en estudio, d) forma y tiempo de extraccién del material vegetal,
e) via de administracién, f) dosis y g) suspensién de la muestra en un vehiculo adecuado
(Malone e¢t. al., 1989; Ramirez, 1979)

Al estudiar las plantas medicinales, la correlacién de actividad biolégica con la presencia
de estructuras quimicas constituye el problema central y de este conocimiento, depende la
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comprensién de los efectos observados experimentalmente.

En la evaluacién farmacolégica de una planta medicinal se pueden mencionar
los siguientes pasos que deben seguirse a manera de metodologfa general:

a) Conocer la procedencia del material vegetal (colecta).
b) Clasificar e identificar a la planta.

¢) Establecer la forma de extraccion.
d) Ensayar farmacolégicamente los extractos para la evaluacién de actividad biolégica.

e) Seleccionar una metodologia adecuada en las pruebas tanto in vivo como in vitro tomando
en cuenta la especie que proporcione una respuesta apropiada, control del estado
hormonal, corroboraciéon de la respuesta al tejido previa a la incubacién con los
extractos y/o compuestos y reproducibilidad en los resultados.

El primer y segundo puntos dan la seguridad de trabajar con la especie adecuada, puesto
que no todas las especies manifiestan el efecto farmacoldgico debido a que pueden variar tanto
la concentracién de los compuestos, como la diversidad de los componentes en un mismo
género (Estrada, 1983). Es importante sefialar que la época del afio, las condiciones climéticas
y el estado de desarrollo de la planta cuando se realiza la colecta, pueden ser otro factor
importante en la manifestacion del efecto.

El tercer punto permite la obtencién de componentes tanto activos como no activos,
debido a que el método de extraccién, el tiempo de contacto entre la planta y el disolvente asf
como la polaridad del mismo son parametros que deben ser considerados cada vez que se
realice una extraccién (Houser, 1975).

Las extracciones acuosas e hidroalcohélicas son usuales por su semejanza con la forma
popular de preparacién. Para la realizacién de ensayos farmacolégicos es conveniente utilizar
una suspensién de los extractos y /o componentes en agua o en medios que emplean agentes
tensoactivos. Farnsworth (1988) propone que en las decocciones acuosas, la presencia de
ciertas substancias naturales, no identificadas, pero con propiedades anfotéricas, imparten
carécter tensoactivo al medio y permiten la solubilidad de compuestos hidrof6ébicos que en
condiciones normales no serian solubles en agua. Este hecho explicaria la presencia de
compuestos no polares en las decocciones.

La extraccién depende pues, de la solubilidad de los compuestos en el disolvente o dela
presencia de otros, que permitan o faciliten la suspension de estos componentes, los cuales,
debido a su polaridad, no serfan normalmente solubles. Como consecuencia, en una decoccién
no s6lo estaran presentes los compuestos solubles en agua, sino que pueden existir compuestos
de diferentes polaridades.

Una vez realizada la extraccion en los distintos disolventes orgénicos, se enfrenta uno a
un nuevo problema: la necesidad de efectuar una suspensién del residuo en un vehiculo
adecuado para realizar las pruebas farmacoldgicas. Esta suspensién no se puede realizar con
disolventes orgénicos puesto que normalmente resultan téxicos al tejido o al animal integro.
Lo anterior implica la necesidad de encontrar una metodologia para obtener suspensiones
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acuosas ya que esto evitarfa problemas de toxicidad del vehiculo.

Entre los vehiculos mas usuales estan la goma de acacia, carboximetilcelulosa,
dimetilsulfé6xido (DMSO), etanol, glicerina, polipropilénglicol (genéricamente “Tween”),
propilénglicoly polivinilpirrolidona para compuestos polares; gomade Tragacanto y “Emulfor”
para compuestos de baja polaridad. La mayoria resultan t6xicos en ciertas concentraciones y
se ha observado que la presencia de éstos en sistemas vivos llega a aumentar o disminuir la
actividad deseada; incluso la solubilidad de los compuestos es parcial.

Finalmente, para el estudio de plantas medicinales es necesario contar con un protocolo
para la realizacién de pruebas farmacolégicas tomando en cuenta la especie adecuada, el
estado hormonal del organismo, edad, peso, dieta, sacrificio adecuado (para pruebas in vitro),
dosis y via de administracién entre otras y considerar el efecto del vehiculo o agente suspensor
de las substancias en prueba (Farnsworth, 1988).

En las pruebas in vitro, antes y despues del ensayo del extracto o compuesto, debe ser
requisito indispensable corroborar la respuesta del tejido (Ponce-Monter, 1990). De esto puede
depender la certidumbre enla naturaleza de larespuesta biolégica, pues garantiza que el tejido
respondeaestimulos andlogosa los efectos esperados conlos extractos y /o compuestos sujetos
a ensayo.

Como se puede observar, el estudio de plantas a las que se les atribuyen propiedades
farmacolégicas como es el zoapatle, al cual se le atribuyen empiricamente propiedades
uteroevacuantes, requiere de un enfoque general que incluya todos los aspectos mencionados
anteriormente para poder concluir y discutir sobre su efecto real.

Del zoapatle se conocen la mayorfa de sus metabolitos secundarios tanto activos como no
activos, y existe un niimero considerable de reportes farmacol6gicos en los que se han
empleado difentes especies animales, extractos, dosis y vias de administracién. Sin embargo
no se ha podido asociar la presencia de ciertas estructuras quimicas a un efecto farmacolégico
especifico. Por ello resulta necesario continuar el estudio de esta planta empleando nuevos
enfoques con el propésito de poder correlacionar la presencia de estructuras quimicas con la
actividad farmacolégica observada en las infusiones de zoapatle.

Es necesario subrayar que el zoapatle atin significa un reto cientifico en cuanto a la
comprensién de su actividad farmacolégica, asi como el hecho de que atin no se cuenta conuna
correlacién clara de los potentes efectos farmacolégicos de la infusién en relacién con las
estructuras quimicas presentes en la planta y que han sido aisladas hasta ahora.

104429
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OBJETIVOS.

1.-Realizar una evaluacién de la extraccién de metabolitos activos del zoapatle empleando
dos métodos de extraccién v. gr. ultrasonido y soxhlet.

2.- Aplicar la cromatografia liquida de alta eficiencia (CLAE) como metodologia para el
seguimiento de la extraccién fitoquimica.

3.- Valorar una metodologia de cuantificacién de metabolitos secundarios.con actividad
biol6gica empleando la técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia.

4.- Utilizar de manera conjunta modelos de trabajo quimico-analiticos y biol6gicos en la
investigaciénde zoapatle para establecer criterios que conduzcan alasistematizacién
en el estudio cientifico de las plantas medicinales.

5.- Proponer alternativas en la metodologia de evaluacién farmacolégica de extractos de
plantas buscando reducir o eliminar la presencia de efectos adicionales ocasionados
por los agentes de suspension.

HrrOTESIS.

1.- Es posible contribuir al desarrollo de técnicas de estudio sistemético de plantas
medicinales mediante la aplicacién conjunta de criterios quimico-analiticos y
biolégicos en la investigacién del zoapatle.

2.- La utilizacién de técnicas microanaliticas como la cromatograffa liquida de alta
eficiencia, la espectrometria de masas y la resonancia magnética nuclear pueden
contribuir sensiblemente al seguimiento de los procesos de extraccién y separacién
para caracterizar adecuadamente la naturaleza de los extractos que son evaluados
biolégicamente.

METAS.

1.- Extraer los componentes de la flor de Montarnoa tomentosa por dos métodos: ultrasonido
y soxhlet, empleando diferentes tiempos de contacto y disolventes de diferentes
polaridades (bencina de petréleo, diclorometano-metanol y metanol).

2.- Observar la dindmica de la extraccidén en funcién de la cantidad del material extraido

y el andlisis cualitativo de sus componentes por cromatograffa liquida de alta
eficiencia (CLAE).

3.- Preparar suspensiones acuosas de los extractos obtenidos para la realizacién de
pruebas in vitro y para andlisis cromatografico.

4.-Valorar biol6gicamente los extractos obtenidos con disolventes de distintas polaridades
y por soxhlet y maceracién en ultrasonido en titeros de cobayo in vitro.

12



METODOLOGIA.

1.- PREPARACION DE LA EXTRACCION DE ZOAPATLE.
a) CLASIFICACION TAXONOMICA.

El material vegetal empleado en el presente estudio fue obtenido de la colecta de
Montanoa tomentosassp. tomentosa enlos alrededores del Instituto de Quimica de la Universidad
Nacional Auténoma de México realizada en el mes de septiembre de 1989, depositado un
ejemplar de referencia en el herbario IMSSM y en el herbario de la Universidad Auténoma
Metropolitana Iztapalapa. Las flores (1 Kg), las hojas (4 Kg) y el tallo (5 Kg) del vegetal fueron
inmediatamente secados a la sombra a temperatura ambiente durante 20 dias, molidos hasta
un polvo fino y mantenidos en una bolsa de pléstico por separado, protegidos de la luz directa
hasta el momento de su uso.

La extraccién se efectué con tres disolventes de diferente polaridad para poder efectuar
una extraccién profunda abarcando todo el rango de polaridades. Los disolventes empleados
en este orden de menor a mayor polaridad fueron: bencina de petréleo (éter de petréleo),
diclorometano-metanol (CHy Cly /MeOH, 95:5) y metanol. Los métodos empleados para tal
efecto fueron el ultrasonido y el soxhlet; el primero se eligié ya que representa un nuevo
método de extraccién y el segundo por su uso generalizado.

b) TAMIZADO DE LA PLANTA.

Para conocer el rango de particula asi como su distribucién, se tamizaron 40 g de la flor
de zoapatle en un juego de mallas, con vibracién manual aplicada durante 10 minutos,
colectando y pesando el material vegetal retenido en cada una de ellas.

2.- METODOS DE EXTRACCION DEL MATERIAL VEGETAL (FLOR).
a) EXTRACCION CON ULTRASONIDO:

Los extractos de la planta se obtuvieron a partir de 100 g de la flor de zoapatle que fueron
depositados en un matraz erlenmeyer y se adicioné el disolvente hasta cubrir totalmente; la
mezcla se llevé a un aparato de ultrasonido por un lapso de 30 minutos manteniendo la
temperatura ambiente con hielo y evitando la evaporacién extrema con un tapén de corcho. Se
realizaron 10 extracciones consecutivas con cada disolvente. En cada cambio de polaridad se
eliminé el residuo del disolvente anterior por evaporacién al alto vacio.

b) EXTRACCION CON SOXHLET:

Del mismo lote, se pesaron 10 g de la flor y se colocaron en un cartucho de 4 cm de
diametro por 12 cm de largo. El cartucho fue depositado en un soxhlet (Fig. 1). Una vez
montado el aparato de soxhlet, se mantuvo a una temperatura de 40°C. En todos los casos se
retiré el total de los extractos a las 24, 48 y 72 h. A las 72 h se hizo el cambio de disolvente. La
extraccion se llevé a cabo en el mismo orden de polaridades que en el caso anterior; para cada
extraccion se emplearon 500 ml de disolvente.

Inmediatamente después de cada extraccién por ambos métodos, se filtr6 a través de un
embudo Buchner con papel filtro Whatman #11 y el filtrado se evaporé en un rotavapor al vacio
a una temperaturas de 30°C. El residuo se resuspendi6 con acetona y /o metanol para colocarlo
posteriormente en un matraz erlenmeyer de 25 ml previamente pesado; se eliminé el exceso
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Figura 1. Extracci6én de material vegetal por soxhlet.



de disolvente por evaporacién al alto vacio para poder pesar la cantidad de material extraido
en cada ocasién y apreciar diferencias.

3.- CROMATOGRAFIA.
a) CROMATOGRAFfA EN CAPA FINA.

Aproximadamente 10 g de todos los extractos se cromatografiaron en placasde3 x5 cm
desilica gel. La distancia entre muestra y muestra fue de 0.5 cm. Las placas se eluyeron conuna
fase mévil de hexano y acetato de etilo (AcOEt) 80:20 y se revelaron con sulfato cérico (Abbott,
1982).

b) CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE).

La separacién cromatogréfica se llevé a cabo en un cromatégrafo Varian 5000 con una
columna Micropack MCH-10 de 30 cm x 4 mm, la determinacién se hizo por medio de un
detector de ultravioleta a una longitud de onda de 240 nm, un flujo constante de 1 ml por
minuto enun gradiente deacetonitrilo (CH3CN)/agua, el cual varié dependiendo del extracto.
Cadainyeccién fuede 100 u g del extracto previamente filtrado. Para proteccién dela columna,
se colocé una precolumna para fase inversa (Johnsop, 1978; Goewie, 1984; Kaliszan, 1984;
McCown, 1986).

EXTRACTOS CON BENCINA DE PETROLEC (BENCENICOS).

Laresoluciénde estos extractos se obtuvo por medio del siguiente gradiente de acetonitrilo /
agua:

t() = t6 CH3CN 68/H20 32,' t17 = CH3CN 90/H20 10.
EXTRACTOS CON DICLOROMETANO-METANOL {DICLOROMETANOLICOS).

La elucién para estos extractos fue de la siguiente manera:
to = CH3CN 25/H5,0 75
tyo =70/30
t3p =80/20
. donde t = tiempo.

Una vez establecidos los tiempos de retencién de los componentes, se prosiguié a
corroborar por medio de estdndares la presencia de acido grandiflorénico, kaurenoico y
monoginoico por el método de adicién.

Para poder comparar las diferencias entre los tiempos de extraccién de un mismo
disolvente, se cromatografiaron los extractos 1, 5 y 10 de los obtenidos por ultrasonido y los
extractos 1,2 y 3 correspondientes a las 24, 48 y 72 horas por soxhlet.

Para corroborar si el pH influia en la resolucién de los compuestos en los extractos, se
realiz6 una corrida del extracto bencénico obtenido por ultrasonido utilizando agua distilada
con 0.01% de H3PO,4 (pH=4).
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c) CROMATOGRAFIA DE FASE VAPOR (CFV)

Debido a que los componentes de los extractos metanélicos no se pudieron separar por
CLAE, se opté por su separacién en cromatografia de gases (Abbott, 1982) para lo cual se
silanizaron los extractos de la siguiente forma:

A 2 mg de cada extracto metanélico 1,5, y 10 de los obtenidos por ultrasonidoy1,2y3
de soxhlet, se les adicioné 200 pu 1 de piridina, 50 . 1de 1,1,1,3,3,3 hexametilsilano y 50 p 1 de
clorometilsilano. Una vez estabilizada la reaccién se mantuvieron a 4°C hasta el momento de
su analisis.

El andlisis cromatografico se desarrollé en un cromatégrafo de gases Hewlett Packard
5890, con una columna RSL 430 de 30 m x 0.3 mm de silice fundida, la determinacién se efectud
por medio de un detector de ionizacién de llama y un flujo de 10 psi de hidrégeno. La
temperatura inicial de la columna fue de 80°C alcanzando a los 3 minutos una temperatura
final de 200°C. En cada caso se aplicé una muestra de 1.5 ml del silanizado, equivalente a 20
1 gdelextracto.

Ladeterminaciéndeazticares en estos extractos secorroboré poradicién delasilanizacién
de estdndares de sacarosa, glucosa, ribosa, arabinosa, ramnosa y por espectroscopia de masas.

d) CORROBORACION DE LA PRESENCIA DE ACIDO GRANDIFLORENICO Y
KAURENOICO EN EL EXTRACTO ACUOSO.

El material vegetal Montanoa tomentosa utilizado para este estudio, fue colectado en los
alrededores de Ciudad Universitaria, México en el mes de octubre de 1988. Las hojas de la
planta fueron secadas a la sombra a temperatura ambiente, molidas hasta un polvo fino y
mantenidas en bolsas de pléstico protegidas de la luz directa.

El extracto acuoso de la planta se hizo por duplicado y se prepar6 a partir de 2 g de las
hojas molidas que fueron depositadas en un vaso de precipitados de 500 ml que contenia 200
ml agua destilada, la mezcla se llevé a ebullicién y se mantuvo la temperatura por un lapso de
15 minutos. El extracto se dej6 enfriar, posteriormente se filtr6 a través de un embudo Buchner
con papel filtro Whatman # 11 y al filtrado se le extrajeron por tres veces consecutivas con 50
ml de AcOEt en cada ocasién.

Después de la extraccién se lavé el mismo nimero de veces con agua y para romper la
emulsion se agregé cloruro de sodio. Todas las extracciones con AcOEt se juntaron en un
matraz de fondo redondo 24/40de 500 ml, sellevé a evaporacién en unrotavaporavacioauna
temperatura de 25°C. Se obtuvieron 50 mg de material, el cual fue resuspendido en 2 ml de
acetonitriloy filtrado; de estasuspensién se tomé unaalicuotade 10 1 para apreciarla presencia
de los kaurenos en un cromatégrafo de liquidos de alta eficiencia.

Las condiciones de separacién fueron en un medio isocratico de CH3CN/H7O en una
porcién de 75:25, con un flujo de 1.2 ml en una columna MCH-10 de 30 cm x 4 mm, detectando
auna longitud de onda de 205 nm. El equipo restante fue igual al empleado para la separacién
en los extractos.

e) CUANTIFICACION DE ACIDO GRANDIFLORENICO, KAURENOICO Y
MONOGINOICO EN DIFERENTES PERIODOS ESTACIONALES (ANTES,
DURANTE Y POSTERIOR A LA FLORACION.)



El material empleado para este ensayo fue colectado de una sola planta de Montanoa
tomentosa ssp. tomentosa (ejemplar de referencia en el herbario IMSSM), cada tercer dia a las
12:00 £ 15 h a partir del 1o. de septiembre hasta el 6 de diciembre de 1989. La muestra fue de
5hojas escogidas al azar dela parte mediaa la parte apical de larama. Las hojas se dejaron secar
a temperatura ambiente, moliéndose y guarddndose de laluz directa en una bolsa de plastico.

Para la extraccién se pesaron 2 mg de hoja las cuales fueron depositadass en ampolletas
de 10 ml adicionandole 1 ml de bencina de petréleo. Las ampolletas fueron selladas consoplete
y guardadas de la luz directa durante 72 h.

El anélisis cuantitativo se realiz6 por CLAE en las mismas condiciones que los extractos
bencénicos obtenidos por ultrasonido y soxhlet.

4.- PREPARACIONES BIOLOGICAS
a) SUSPENSION DE EXTRACTOS ORGANICOS

Las suspensiones acuosas se prepararon el mismo dia en que se realizaron las pruebas
farmacolégicas in vitro; cada extracto fue tratado de manera especifica:
.

EXTRACTO BENCENICO. Se tomé 1 g del material extraido y se colocé en un matraz
fondo redondo 24/40 de 10 ml. Se resuspendi6 con acetona/agua (1:1) afiadiendo primero la
acetonay posteriormente el agua lentamente hasta obtener una suspensién lechosa. La mezcla
sellev6 aevaporacién en un rotavapor a vacio con una temperatura de 20°C, removiendo toda

la acetona; el residuo lechoso se filtr6 en un embudo de porcelana con papel filtro Whatman
#11. Se afor6 a 2 ml.

EXTRACTO DICLOROMETANOLICO. Se traté en las mismas condiciones que el caso
anterior a diferencia de la resuspensién inicial, la cual se efectud en este caso con metanol.

EXTRACTO METANOLICO. Debido a sus caracteristicas altamente polares, no fue
necesario resuspender previamente con solventes organicos, sino que directamente 1 g del
extracto se diluyé en agua, se filtr6 y se aforé a 2 ml.

EXTRACTO ACUOSO. Una vez realizadas todas las extracciones tanto por ultrasonido
como por soxhlet el resto de la flor se guardé en una bolsa de plastico, previa eliminacién de
disolvente por alto vacio, y se mantuvieron ocultos de la luz directa. Al igual que los casos
anteriores, el dia de las pruebas se pes6 1 g de esta flor y se coloc6 en un matraz erlenmeyer de
10 ml adicionandole 5 ml de agua destilada; se dej6 hervir durante 10 min al cabo de los cuales
se retir6 del fuego dejandose enfriar a temperatura ambiente. Se filtr6 y se aforé a 2 ml

SOLUCION KREBS BICARBONATO. Se preparé con soluciones stock 1 M de las sales.
La glucosa fue pesada en cada ocasién. La composicién en milimoles de lasolucién fue: glucosa
11.1,NaHCO3 15, NaCl1120, KCl1 4.6, MgS0O,4 1.2, KH,PO4 1.2 y CaCl; 0.5. La solucién se ajusté
aun pHde 7.4 con una mezclade 95% O, y 5% CO,a una temperatura de 37°C. La solucién se
preparé en cada experimento.

SOLUCION ACUOSA DE OXITOCINA. Se prepar6 en cada sesién en una proporciénde
1.25 mUI (Ponce-Monter, 1988) de oxitocina (XITOCIN) de los laboratorios Cryopharma.
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b) COMPARACION DE COMPONENTES DEL EXTRACTO ANTES Y DESPUES DE
LA SUSPENSION ACUOSA.

Para le realizacion de este estudio se emplearon hojas de zoapatle del mismo lote del
anterior. 300 g de este polvo fueron depositados en un matraz erlenmeyer y se agreg6 hexano
hasta cubrir totalmente. La mezcla se dejé reposar durante 24 h después de las cuales se filtré
a través de un embudo Buchner con papel filtro Whatman # 11; el filtrado se evaporé en un
rotavapor a presion reducida y el residuo fue guardado en un matraz erlenmeyer.

Una vez eliminado el residuo del disolvente, se afiladié una solucién de diclorometano-
metanol (95:5), dejandose macerar nuevamente por 24 h; se filtré y se evaporé al igual que el
caso anterior.

De este tltimo extracto se tomaron 6 g, los cuales se repartieron en cantidades iguales de
3 g, quedando uno como referencia (extracto antes de la suspensién) y el otro se traté de la
siguiente manera: se agregaron 10 ml de acetona para resuspender y posteriormente se
adicionaron lentamente 10 ml de agua destilada (extracto después de la suspensién) La mezcla
se evapord en un rotavapor a vacié y a una temperatura de 20°C. Una vez removida la acetona
se prosigui6 a filtrar en un embudo Buchner con papel filtro Whatman # 11; al filtrado anterior
se le agreg6 AcOEt/H,0 (1:1) y la mezcla se pas6 a un embudo de separacién donde se
desheché la fraccién inferior y la superior se evaporé nuevamente. El residuo obtenido de esta
forma y el extracto de referencia (sin resuspender en agua) se guardaron a temperatura
ambiente y ocultos a la luz directa hasta el momento de su anélisis.

El estudio analitico se realizé en las mismas condiciones que las empleadas para la
demostracién de la presencia de kaurenos en el té. Se realizé el andlisis del extracto antes y
después de la suspensién acuosa para su comparacion

5.- PRUEBAS FARMACOLOGICAS (MODELO Iv vITRO)

Los experimentosinvitro sellevaron acabo ensegmentos de 3 x10 mmde titero de cobayo
adulto de 500 * 50 g de la cepa Hardley con alimento y agua ad libitum. Los animales fueron
estrogenizados a las 0 y 24 h con benzoato de estradiol (10 i g/animal) por via subcutanea. A
las 48 h se sacrificaron por golpe en la nuca (dislocacién cervical). Inmediatamente después se
prosiguié a la diseccién.

Lossegmentosde tejido se colocaron en cdmaras para tejidos aislados; estos se mantuvieron
alatensién de 1 ga37°C en 10 ml de Ringer Krebs-bicarbonato (RKb) con burbujeo constante
de una mezcla gaseosa de 5% de CO; en O,.

El registro de la actividad contréactil se hizo por medio de un sistema isométrico vertical
con un transductor de tensién Grass modelo FT 03 conectado a un poligrafo Grass modelo 7.

Los tejidos se dejaron estabilizar por una hora lavando cada 15 min. con solucién fresca

de RKb. En el bionsayo se utilizaron s6lo aquellos segmentos que respondieron por tres veces
consecutivas a un estimulo de oxitocina (1.25 mUI/ml) (Fig. 2 y 3).
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RESULTADOS

1.- PREPARACION DEL MATERIAL VEGETAL
a) IDENTIFICACION TAXONOMICA

X
INCS

HENBARIO
[T TR .

HERBARIO IM88

IMSS  cwne

N.C.: Montanda tomentosa sSsSp. tomentosa.
Fam.: ComposiLae. -
N.P.: Zoapatle
Lo Cd. Universitaria, a 10 m del Institulo de Quimica.
Arnusto de aproximadamente 2 m de alto con superficie
a tomento a, hojas ovalolanceoladas, cabezuelas

igu. 18 bl ncas

Tomadc como té estimula la labor de parto vy la

}q‘ PLANTAS MEDICINALES DE MEXICO

tanu

RSEEITENTS
o s Mot1a Damian Badillo )
. .41l Aguilar y Hector Nieto B-Oct.-90.

Figura I: ZOAPATLE
N.C.: Montanoa tomentosa ssp. tomentosa, Fam.: Compositae.
Loc.: Cd. Universitaria, a 10 m del Instituto de Quimica.

Uso: Tomado como té estimula el parto y la menstruacién.

Col.: Luz Maria Damidn Badillo. Det.: Abigail Aguilar y Héctor Nieto.
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b) TAMIZADO.

El tamizado refleja unadistribucién heterogenea de particulas en la molienda (Gréfica 1).
El tamafio méas abundante fue de 1.4 y 1.0 mm de didmetro, donde el niimero de malla con
mayor material retenido fue la # 18, con un 27 % del porciento en peso y la # 14 con el 22 %.
Ambas representan aproximadamente el 50 % del material retenido; el resto del tamizado
oscila entre un 3.3 y 0.2 mm de didmetro.
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Grafica 1. Distribucién del tamafio de particula y sus correspondientes porcentajes en
peso despues del molido de la flor de M. tomentosa.

2.- METODOS DE EXTRACCION.

a) DISTRIBUCION DE LA CANTIDAD DE MATERIAL VEGETAL EXTRAIDO POR
DISTINTOS METODOS (ULTRASONIDO Y SOXHLET)

La primera extraccion con cada disolvente es la mas abundante (Gréfica 2, 3), las
siguientes disminuyeron hasta un punto tal que la concentracién del extracto practicamente
fue constante por lo que se observa una clara tendencia asint6tica en ambos métodos.

La extraccién por ultrasonido mostré que cerca del 50 % del material se extrajo con
metanol (Gréfica 2) lo cual indica que abundan en la planta compuestos polares. La primera
extraccion con bencina de petréleo fuedel 30 % aproximadamente. Sinembargo, las extracciones
siguientes fueron menores a las obtenidas con diclorometano /metanol (95:5) cuyo porcentaje
inicial fue del 15 %. Puede observarse una tendencia: a mayor polaridad, mayor cantidad de
material extrafdo.

La extraccién por soxhlet, al igual que en el caso anterior muestra que la extraccién con

metanol fue la mas abundante (50 %), (Grafica 3,) seguida por diclorometano-metanol con un
24 % y finalmente un 10 % con bencina de petréleo.
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Grifica 2.- Comparacién de los rendimientos de la extraccién de flor de M. tomentosa
empleando la maceracién con ultrasonido.
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Gréfica 3.- Comparacién de los rendimientos obtenidos de la extraccién de flor de M.
tomentosa con Sohxlet. Para cada disolvente se recolecté y pesé el residuo a las 24, 48y 72 h.

b) COMPARACION DEL RENDIMIENTO DE LA EXTRACCION.

La extraccién por soxhlet es la més efectiva debido a que por este método se extrae un 50
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% del total de la flor (Tabla 1), mientras que por ultrasonido s6lo se extrae un 30 %. Del material
extraido, el 60 % corresponde al obtenido por metanol en ultrasonido y 55 % por soxhlet con
el mismo disolvente; esto muestra que la mayor cantidad de los componentes de la planta son
altamente polares. El 25 £ 5 % corresponde a los extractos con diclorometano-metanol
(compuestos con polaridad intermedia) y el 15 £ 3 % restante, corresponden a los compuestos
no polares.

Disolvente Ultrasonido Soxhelt
Peso Total del B.deP. 5.7857 6.135
extracto (100g)
CH,Cl,/MeOH 6.8431 15.932
MeOH 19.0113 27.560
% en peso del B.deP. 5.78 6.13
material vegetal
total
CH,Cl,/MeOH 6.84 15.93
MeOH 19.01 27.56
TOTAL 31.64 49.62
% en peso del B.deP. 18.28 12.36
extracto
CH,Cl,/MeOH 21.62 32.10
MeOH 60.00 55.53
TOTAL ' 99.99 99.99

Tabla 1.-Comparacién del rendimiento de la extraccién en la flor de Montanoa tomentosa.

3.- METODOS CROMATOGRAFICOS.
a) IDENTIFICACION DE KAURENOS POR CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA.

Laelucién delos extractos en las condiciones citadas en la metodologia permiti6 localizar
a los kaurenos. El Rf de los kaurenos identificados en las condiciones citadas fue de 0.4 El
anélisis visual de estos compuestos en los diversos extractos por medio desuRf indica que GA,
KA y MO estuvieron presentes hasta el extracto séptimo con bencina de petréleo y hasta el
cuarto extracto con diclorometano-metanol en las extracciones obtenidos por ultrasonido. Por
soxhlet s6lo estuvieron presentes alas 24 y 48 h (1° y 2°extracto) con bencina de petréleo y sélo
en el primer extracto (24 h) del diclorometandélico. Esquema 1, 2 y 3. En ambos métodos no se
identificaron los kaurenos en el extracto metanélico. 104429
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Esquema 1.- Cromatografia en capa fina de los extractos con éter de petréleo
(bencina de petréleo) obtenidos por maceracién con ultrasonido.
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Esquema 2.- Cromatografia en capa fina de los extractos de flor obtenidos con
diclorometano-metanol, 95:5 por maceracién en ultrasonido.
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Esquema 3.- Cromatografia en capa fina de los extractos obtenidos con Soxhlet. Los
tres primeros puntos de aplicacién corresponden a la extraccién con éter de
petréleo; el cuarto, quinto y sexto puntos de aplicacién corresponden a los extractos
obtenidos con diclorometano-metanol, 95:5

b) SEPARACION DE COMPONENTES POR CLAE.

El niimero de componentes asf como la variabilidad de los mismos depende del ntimero
de extracciones que se realizaron con un sélo disolvente.

La extraccién con bencina de petréleo por ultrasonido demuestra que la presencia de
ciertos compuestos facilita la difusién de otros; este hecho se refleja al observarque en el primer
extracto (30 minutos) aparecen una gama de compuestos tanto polares como de baja polaridad;
en el quinto extracto (2.5 h) se presentan practicamente los mismos componentes pero en una
concentracién mas baja; sin embargo, en el décimo (5 h) s6lo aparecen compuestos de baja
polaridad (Figura 4).

Como puede observarse en la figura 5, el pH no facilita la resolucién de los componentes,
bajo estas condiciones, por lo que se opt6 por trabajar con agua destilada normal.

A pesar de que el comportamiento de los extractos obtenidos por soxhlet son semejantes
a los anteriores, no se trata de los mismos componentes ya que abundan maés los poco polares,
aunque existen también elementos comunes entre ellos (Figura 6).

Es clara la presencia de un niimero mayor de compuestos en los extractos obtenidos por
ultrasonido.

Alrealizar un seguimiento de los kaurenos de interés, 4cido grandiflorénico, kaurenoico
y monoginoico, en estas condiciones, se encontré que no estaban presentes en los tltimos
extractos; 2.5 h para el caso de ultrasonido y 78 h para soxhlet (Tabla 2).

Debido a que los extractos obtenidos por diclorometano-metanol son méas polares que los
enteriormente descritos, las condiciones se invirtieron: los primeros componentes son g}és
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polares que los dltimos. En contraste con los anteriores, se observa que a medida en que se
incrementa el tiempo de extraccién, disminuye la concentracién de componentes, este efecto
se observa en ambos métodos (Fig. 7, 8).

Es importante resaltar que vuelven a aparecer dos de los tres kaurenos importantes,
grandiflorénico y kaurenoico en 2 de los extractos tratados, lo que demuestra que la presencia
de ciertos compuestos ayuda a la suspensién de compuestos con polaridad diferente al
disolvente (Tabla 2).

T (h) DISOLVENTE
Métodos de B. de P. CH;Cl2/MeOH MeOH
Extraccién
GA|KA|MOJ|GA |[KA {[MOJGA |KA MO
0.5 + + + + - - - -
Ultrasonido | 2.5 + + + + - - - -
5 - - - + + - - - -
24 + + +, - - - -
Soxhlet | 48 + : + + - - - -
72 - - - - + - - - -

Tabla 2.- Seguimiento del dcido Grandiflorénico, Kaurenoico y Monoginoico en los
extractos orgdnicos obtenidos por los métodos de maceracién con ultrasonido y
extraccién en Soxhlet

¢) IDENTIFICACION DE COMPUESTOS POR CFV

Laalta polaridad de los extractos metanélicos impidi6 su resolucién por CLAE por lo que
se opt6 por la cromatografia en fase vapor, encontrandose que los principales componentes
extraidos por los dos métodos eran aziicares como glucosa, (8.6 min) sacarosa (14.72 min.),
ribosa (6.69 min.), ramnosa (6.26 min.) y arabinosa (6.6 min.) (Fig. 9, 10).

DISOLVENTE ULTRASONIDO SOXHLET

‘ 24 CLAE 25 CLAE
BdeP 24 CLAE 20 CLAE
13 CLAE 13 CLAE
37 CLAE 31 CLAE
CH2Cl2/MeOH 29 CLAE 26 CLAE
29 CLAE 21 CLAE

30 CFV 29 CFV

MeOH 40 CFV 35 CFV

28 CFV 23 CFV

Tabla 3.- Comparacién del numero de componentes observados por croma-
tografia liquida de alta eficiencia y en fase vapor.

La identificacién de este tipo de compuestos no se habia reportado anteriormente en los
extractos de esta planta. Se corrobora que la extraccién por ultrasonido es maés eficiente en
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Figura 7. Comparacién de los cromatogramas de los extractos con diclorometano-metanol (95:5) obtenidos por
maceracién en ultrasonido a las 0.5 (I), 2.5 (II) y 5 (III) h. Los extractos se eluyeron en un gradiente
de acetonitrilo-agua en CLAE.
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cuanto al niimero de compuestos (Tabla 3) aunque en este caso a diferencia de lo detectado por
CLAE, el tiempo favoreci6 la extraccién puesto que se observa un incremento de componentes
en el segundo extracto, 2.5 h por ultrasonido y 78 h por soxhlet (Fig. 6,7).

d) CUANTIFICACION DE LOS KAURENOS EN LOS DIFERENTES PERIODOS
ESTACIONALES.

La variabilidad de la concentracién de productos naturales como los kaurenos se puede
comprobar al observar en las gréficas 4 y 5, donde se puede observar que la concentracién de
los kaurenos no es homogenea. Ciertos dias se encuentran en altas concentraciones mientras
que enotros, nisiquiera aparecen; 1o que si es claro, es que la concentracién de grandiflorénico
es mayor en comparacién con el kaurenoico y monoginoico (Gréfica 4,5).
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Grifica 4.- Concentracién de 4cido grandiflorénico en distintos periodos estacionales (antes, durante
y despues de la floracién). Las determinaciones comprenden el periodo del lo. de septiembre al 6 de
diciembre de 1989; las muestras fueron colectadas cada tercer dia.
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Griéfica 5.- Concentracién de acido Kaurenoico y Monoginoico determinada
en los mismos periodos estacionales que las muestras de la gréfica 4.

4. PREPARACIONES BIOLOGICAS.

a) IDENTIFICACION DE GRANDIFLORENICO Y KAURENOICO EN EL
EXTRACTO ACUOSO.

Se identificaron claramente el 4cido grandiflorénico y kaurenoico por el método de
adicién; el primero con un tiempo de retencién de 7.10 min. y el segundo a los 10.04 min. (Fig.
11),locual demuestraque sf estdn presentes enla decoccién. La concentraciénde grandiflorénico
fue de 1.74 mg/ml y la de kaurenoico de 1.39 mg/ml en el té.

b) COMPARACION DEL NUMERO DE COMPONENTES DEL EXTRACTO
ORGANICO ANTES Y DESPUES DE LA SUSPENSION ACUOSA.

Las suspensiones acuosas realizadas de esta manera (suspensién previa en disolventes
orgéanicos), resulté ser un método eficiente, ya que seresuspende enagua practicamente el total
de los componentes del extracto orgénico. Este hecho se puede corroborar si se analizan los
cromatogramas del extracto diclorometanélico de la hoja de zoapatle antes y después de la
suspensién (Figura 12), donde se muestra que ambos cromatogramas presentan los mismos
componentes.

5.- ESTUDIOS FARMACOLOGICOS IN VITRO.

Los extractos bencénicos obtenidos por ultrasonido resultaron con actividad uteroténica
(Tabla 4); 40 p g/ml de este extracto indujeron un efecto uteroténico equivalente a 0.125+ 0.07
mUI/ml de oxitocina. Después de que los segmentos uterinos permanecieron en contacto
durante 40 minutos se observa que la respuesta a 1.25 mUI/ml de oxitocina se redujo en un 30
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Figura 11. Comparaci6n de los extractos con diclorometano-
metanol (95:5) antes y después de la suspensibn acuosa.



+5 %.

EXTRACTO Modificacién de Ia
Respuesta a OT.
# de PRUEBA B.deP. CHCl9/MeOH | MeOH ACUQSO
1 activo no activo | no activo| no activo SI
2 activo no activo | no activo| no activo SI
3 activo no activo | no activo| no activo SI
4 activo no activo | no activo| no activo SI

Tabla 4.- Pruebas in vitro del los extractos obtenidos por maceracién en ultrasonido en
utero de cobayo estrogenizado. Los extractos fueron administrados en dosis de 40 o<g/ml. El
extracto bencénico produjo efecto uteroténico de 0.125+ 0.07 mU/ml de oxictocina
disminuyendo la respuesta de 1.25mU/ml de oxitocina en un 30+ 5%.

Los extractos que se obtuvieron con diclorometano-metanol, metanol y agua por este
mismo método, no presentaronactividad uteroténica (Tabla5);40 g/ ml del extracto disminuy6
también en un 30 £ 5 % la respuesta de 1.25 mUI/ml de oxitocina de los segmentos uterinos
que permanecieron en contacto con el extracto durante 40 minutos.

Por otra parte, los extractos bencénicos obtenidos por soxhlet no manifestaron un efecto
uteroténico (Tabla 5). Los extractos con diclorometano-metanol y metanol no presentaron un
efecto uteroténico repetitivo, por lo que su actividad no es clara, puesto que el 50 % de las
pruebas resultaron positivas y el otro 50 % resultaron ser negativas. El extracto que sf present6
actividad fue el extracto acuoso; 40 < g /ml de este extracto indujeron una respuesta uteroténica
equivalente a 0.02 + 0.004 mUI/ml de oxitocina.

EXTRACTO Modificacién de la
Respuesta a OT.
# de PRUEBA B.de P. | CH,Cly/MeOH | MeOH ACUOSO
1 no activo activo no activo| activo NO
2 _no activo| no activo |. activo activo NO
3 no activo activo activo activo . NO
4 no activo] noactivo | no activo| activo NO

Tabla 5.- Pruebas in vitro de la extraccién por soxhlet en utero de cobayo estrogenizado. En todos
los casos se administré una dosis de 40 pug/ml de extracto. El extracto acuoso mostré efecto
uteroténico de 0.02 +0.004 mU/m] de oxitocina. No hubo modificacién de la respuesta a oxitocina.

En todos los extractos obtenidos por soxhlet no se observé modificacion en la respuesta
a oxitocina después de que los segmentos uterinos permanecieron en contacto con el extracto
durante 40 minutos.

6.- METODOS ESPECTROSCOPICOS.
a) ESPECTROMETRIA DE MASAS.

Los tres 4cidos derivados del Kaurano V. Gr. Kauradienoico, Kaurenoico y monoginoico
fueron analizados por espectrometria de masas para corroborar sus estructuras cotejando los
espectros obtenidos con los descritos previamente en la literatura (Caballero, 1970; Cannon,
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Figura 13. Espectro de masas del &cido kaurenoico.
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1966; Bohlman et. al., 1983; Brieskornet. al., 1969; Kalinovsky et. al., 1971). Los tres compuestos
pudieron ser identificados para su seguimiento en cromatografia liquida.

b) RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR.

Una vez puros y cotejados los espectros de masas obtenidos con los reportados
anteriormente, se analizaron las sustancias por resonancia magnética nuclear de pulsos en un
espectrémetro Varian VXR-300S de 300 MHz. Las muestras fueron disueltas en cloroformo
deuteriado y sus espectros de rmn obtenidos en temperatura ambiente. Los desplazamientos
quimicos estan dados en partes por millén. El régimen de acumulacién de espectros permitié
obtener en lapsos de 10 a 15 minutos trazos con suficiente relacién sefial /ruido para discernir
claramente cada una de las estructuras.

Tanto el &cido Monoginoico como el Kaurenoico muestran la presencia de impurezas
cada uno del otro.

Asi, las fracciones eluidas del cromatégrafo de liquidos pudieron ser analizadas
directamente por RMN de pulsos y sus estructuras corroboradas.

A}
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DISCUSION.

1.- TAMIZADO.

a) DISTRIBUCION DEL TAMANO DE PARTICULA EN EL TAMIZADO DE LA
FLOR DE ZOAPATLE.

El conocer de una manera general la distribucién de la particula en un molido de planta
implica de alguna manera el tener una idea de la extraccién que se efectuara, ya que es bien
sabido que entre mayor sea el drea de contacto con el disolvente, la extraccién sera mas efectiva.
Al contrario de lo que se esperaba, no se observa una distribucién homogenea (gausiana) en
laditribucién de particulas, sino que por el contrario, parece ser que se tratade una distribucién
heterogénea, al azar, donde el mayor nimero de material se encuentraen unrangodela1.4
mm de didmetro (Gréfica 1).

El hecho de que la distribucién sea heterogénea, puede provocar que la extraccién sea
también heterogenea y que por consiguiente, las diferencias que existen en la manifestacién del
efecto puedan ser ocasionadas por este fenémeno de distribucién. Esto conlleva a posteriores
investigaciones donde serfa conveniente realizar extracciones con cada una de las fracciones
colectadas y poder detectar si existe o no variacién en el niimero y tipo de componentes, asf
como en la manifestacién o no de la actividad biolégica atribuida a esta planta y que en un
momento dado sirva como pardmetro para estudios fitoquimicos en otras plantas medicinales.

2.- METODOS Y DINAMICA DE EXTRACCION.
a) SEGUIMIENTO DE LA EXTRACCION POR CLAE Y CCF.

Es claro que en la extraccién intervienen varios factores: el disolvente, su tiempo de
contacto y el método particular de extraccién empleado. En primera instancia se encuentra el
método o tipo de extraccion, esto es, sise tratade una decoccién, infusién o extraccién orgéanica.
Cada una es diferente, puesto que en la decoccién e infusién, la temperatura facilita tanto la
suspensiénde sustancias hidrof6bicas como hidrofilicas debido al cambio conformacional que
ocasiona el cambio de temperatura o por la presencia de compuestos anfotéricos. Por el
contrario, en una extraccién orgénica, la naturaleza quimica de los compuestos dependera de
la polaridad del disolvente que se utilice para tal efecto, sin olvidar que la presencia de ciertos
compuestos facilita la difusién de otros en una polaridad muy diferente a la del disolvente
empleado. Este fenémeno puede deberse a un cambio en la tensién superficial del medio,
provocado por la naturaleza de los compuestos extraidos inicialmente.

En cuanto al método, se puede observar en los resultados (Gréfica 2,3) que efectivamente
es otro parametro, el cual debe ser considerado cada vez que se ralicen extracciones. No se
obtienen los mismos compuestos por ultrasonido que por soxhlet (Figura 4, 6, 7 y 8), lo cual
implica, que si se realizara una extraccién por otro método como la maceracién en reposo, los
componentes puedenser diferentes alos obtenidos porlos métodos mencionados anteriormente.
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Sin embargo, existiran compuestos comunes que pueden ser extraidos independientemente
del método que se utilice quiz4 por su facil difusién o por su mayor concentracién en en la
planta.

La diferencia entre estos métodos, puede ser ocasionada por que en el soxhlet, la
temperatura acelera y facilita la suspensién de compuestos, mientras que en una maceracién
simple, la extraccién se efectia por simple difusién de los compuestos en el medio; esta tltima
es mas lenta aunque segura, en cuanto a que la temperatura no es una variable a controlar,
factor que puede interferir enla presencia de compuestos biol6gicamenteactivos. El ultrasonido
por su parte, presenta ciertas ventajas sobre los anteriores y de hecho, este trabajo propone su
empleo en este tipo de investigaciones fitoquimicas por su facil manejo y velocidad de
extraccién; la eficiencia no es menor, ya que el ultrasonido, permite la ruptura de la membrana
celular, provocando la difusién de un gran niimero de compuestos, semejante quiz4, a la
suspensién que podria encontrarse en la decoccién; aunque también se debe tener cuidado en
mantener la temperatura ambiente para evitar que esta variable no interfiera en los resultados.

El tiempo de contacto con el disolvente influye en la saturacién de los compuestos
difundidos durante la extraccién asi como con la naturaleza y concentracién de los mismos,
recalcando que aparentemente no se lleva a cabo una extraccién exhaustiva, sino que se llega
a un punto tal, en el que el tiempo deja de ser una variable dependiente y la cantidad del
extracto obtenido es minima pero constante. En los resultados puede observarse (Figura 4,6,7
y8) que con un mismo disolvente, la extraccién y concentracién de compuestos varia con
respecto al tiempo.

En el zoapatle, se encontraron ciertos aspectos de interés como es que en las primeras
extracciones se obtiene la mayor cantidad de material extraible (Gréafica 2,3). Esto no quiere
decir, que una sola extraccién sea suficiente, ya que en los cromatogramas (Figura 4,6,7 y 8)
se observa que despuésde 5y 78 h (por ultrasonido y soxhlet respectivamente) los compuestos
que se extraen son de diferente polaridad; con los extractos bencénicos (Figura 4,6) se observa
que en el primer cromatograma, por la forma de elucién con el gradiente de acetonitrilo/agua,
aparecen una serie de compuestos tanto ligeramente polares como no polares, prevaleciendo
los primeros en los extractos finales. Esto resultaria ser il6gico si se considera que la bencina
de petréleo es un disolvente no polar; por lo que se deberfa esperar tinicamente compuestos
hidrofilicos. '

Con los extractos dicloro-metanélicos se observa un hecho semejante (Figura 7,8), en el
primer extracto aparecen tanto compuestos polares como poco polares, prevaleciendo los
primeros. Lo interesante en esta extraccion se observa en los primeros extractos, donde se
pueden determinar compuestos como los kaurenos (GA, KA y MO), los cuales no habfan sido
extraidos totalmente en la extraccién con bencina de petréleo. Este hecho parece corroborar la
hipétesis de que es necesaria la presecia de ciertas estructuras quimicas para la extraccién de
compuestos con caracteristicas diferentes al medio.

Los extractos metandlicos por su parte, mostraron algo nunca antes reportado en esta
planta: la alta concentracién de azticares y de otros compuestos altamente polares, los cuales
representan cerca de un 50 % del material extraido. Esto constituye un nuevo hallazgo siendo
otra 4rea que puede explotarse en cuanto a la identificacién de estos compuestos polares y a
la posibilidad de poder correlacionarlos con la actividad biolégica o bien, para relacionarlos
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con otras especies del mismo género (quimiotaxonomia).

Estos comportamientos fueron similares en los métodos de extraccién empleados, a
diferencia de que no todos los compuestos eran totalmente idénticos a los determinados por
CLAE en un extracto obtenido por un método o por otro, lo que corrobora que el método es
fundamental para la extraccién de compuestos activos.

Al parecer, el aumento de polaridad, incrementa la cantidad de material extraido (Tabla
3) pues en general, se extrae un 15 £+ 3 % del total del extracto con bencina de petréleo, un 25
+ 5 % con diclorometano-metanol y 55 £ 5 % con metanol, lo cual quiere decir, que para esta
planta, se extrae la mayor cantidad de material al incrementarse la polaridad del disolvente.

b) CUANTIFICACION DE LOS KAURENOS ANTES, DURANTE Y POSTERIOR A
LA FLORACION.

Desde que se iniciaron los estudios fitoquimicos en el zoapatle, no se ha observado un
efecto uteroténico claro, por lo que se ha hipotetizado el hecho de que la época de colecta de
la planta es fundamental, ya que la concentracién de metabolitos puede no ser constante
durante todo el afio (Estrada, 1983); sin embargo, np se habia realizado ningtin trabajo al
respecto. Aprovechando que en esta planta se conocen més de 40 compuestos, de los cuales 6
presentan efecto uteroténico, se dicidié hacer un seguimiento de la concentracién de 3 de ellos:
acido grandiflorénico, kaurenoico y monoginoico antes, durante y posterior a la floracién y
observar si ubiese o no un cambio radical en su concentracién durante este periédo.

Los resultados muestran que en realidad estos compuestos no son constantes en todo el
tiempo (Gréfica 4, 5), sino que existen dfas en los cuales su concentracién es muy elevada, como
es el caso del 4cido grandiflorénico, y monoginoico y en otras ocasiones, pueden incluso no
estar presentes. Curiosamente, los compuestos que tienden a estar presentes en menor
cantidad son monoginoico y kaurenoico, aunque la biosintesis de ellos parece estar ligada, si
se observa la grafica 5, donde hay un incremento en la concentracién de ambos el mismo dfa.
Con base en estos resultados, se propone realizar un estudio mas profundo en este tema para
reafirmar estos datos, tanto en el zoapatle como en cualquier otra planta medicinal, tomando
otros parametros fisiol6gicos como referencia e incluso se podria hacer un seguimiento desde
el momento de la germinacién hasta el estado de madurez de la planta.

Por otra parte, no se debe olvidar que existen otros factores como el trabajar con la especie
adecuada (especie con mayor respuesta farmacolégica), ya que no todas las especies de un
mismo género presentan la misma respuesta. Ademas de la especie, también influyen la
humedad, temperatura, altura, estado silvestre o las condiciones controladas de la misma (v.
gr. crecimiento dentro de un invernadero) (Estrada, 1983).

104423

3.- PREPARACIONES BIOLOGICAS.

a) IDENTIFICACION DE ACIDO GRANDIFLORENICO Y KAURENOICO EN EL
EXTRACTO ACUOSO.

Recientemente aparecié un articulo en cual se refuté que los kaurenos (GA, KA y MO) se
encontraban en la decoccién del zoapatle (Dong, 1989). Ello contradecia lo publicado
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anteriormente por Enriquezet. al. (1983). Esto provocé el interés por corroborar la presencia de
estos compuestos en el té y de este modo asegurar o no su presencia en esta forma de extraccién.
Esto es un factor importante por la atribucién que se les ha hecho a estos compuestos en cuanto
a la atribucién del efecto uteroténico de esta planta. Los resultados muestran claramente que
sf se encuentran presentes en la decoccién acuosa (Figura 11) y por consiguiente no quedan
excluidos como productos naturales biol6gicamente activos. Esta aparente contradiccién se
discute en términos de la forma de preparacién de la muestra cuando se analiza por CLAE.

b) SUSPENSIONES ACUOSAS DE EXTRACTOS ORGANICOS

La necesidad de tener una suspensién acuosa permite un estudio mas fidedigno y
repetitivo que en otro tipo de suspensiones, las cuales pueden incluso ser nocivas al tejido u
organismo con que se esté trabajando. Esta forma de suspensién de los extractos organicos,
permite la resuspensién de practicamente todos los compuestos extraidos (Figura 11).

El poder resuspender un extracto orgénico en un medio acuoso, medio semejante en el
que se encuentran todos los tejidos vivos, evita el uso de estdndares que podrfan alterar la
respuesta, por la presencia de sustancias sintéticas (polivinilpirrolidona, etilénglicél entre
otras) y sobre todo, se elimina el efecto t6xico de las mismas.

4.-.PRUEBAS FARMACOLOGICAS IN VITRO.

Hasta la fecha no se ha establecido tampoco un método comiin para evaluar
farmacolégicamente los extractos tanto acuosos como organicos, provenientes de plantas
medicinales con propiedades uteroténicas. En este trabajo se buscé establecer un bioensayo
con segmentos uterinos de cobayo en condiciones controladas, es decir, los animales que se
utilizaron se trataron con benzoato de estradiol para uniformizar el estado endécrino del
animal (estro), lo cual permite una estandarizacién de la respuesta a oxitocina como lo

muestran nuestros resultados. Los tejidos que no cumplian con este requisito fueron
deshechados.

La diferencia de actividades entre los extractos obtenidos por ambos métodos puede
deberse a que el ultrasonido rompe las membranas de las células permitiendo la liberacién de
todo el contenido intracelular, lo que hace una extraccién més profunda en comparacién con
otros métodos. La presencia de tales compuestos dentro de toda la planta, provoca una cierta
toxicidad al tejido incubado con los extractos obtenidos por este método. Esto habla de la
presencia de compuestos téxicos dentro de la planta, como son los kaurenos a los cuales se les
ha atribuido propiedades antimicrobianas (Davino, 1989); o bien por la tolerancia que
presenten éstos en el tejido. |

Por otra parte, la extraccion por soxhlet permite que a pesar de que se logre una extraccién
maés eficiente, en cuanto a la cantidad de material extraido, la eficiencia en cuanto al nimero
de componentes puede suponerse menor, debido a que no se incorporan algunas sustancias
contenidas intracelularmente. También, la temperatura puede provocar modificaciones en la
estructura quimica de los compuestos presentes en la planta y éstas a su vez, pueden modificar
el efecto téxico, en uno uteroevacuante.
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Los resultados obtenidos con los extractos acuosos (soxhlet) pueden atribuirse a la
presencia del ion potasio en estos extractos, el cual de acuerdo con Bulbring y Tomita (1969)
este ion produce cambios electrofisiol6gicos en la membrana postsinéptica y en consecuencia
produce una contraccién. Los efectos contréctiles de algunos extractos acuosos sobre la
musculatura lisa se deben a la presencia del ion potasio contenido en los extractos acuosos
provenientes de plantas como lo ha reportado Queiroz - Neto y Melito (1990). Ellos sugieren
que el efecto contractil producido por la infusién liofilizada de Phoradendrom latiolium sobre el
muisculo liso del conducto deferente de cobayo es resultado principalmente del efecto del ion
potasio contenido en este liofilizado.

Como se puede observar, este trabajo ha permitido contribuir un poco en la elucidacién
de la dindmica que se sigue en la extraccién de plantas con actividad farmacolégica
(especificamente el zoapatle), no con ello se quiere decir que este patr6n de extraccién deba
repetirse en todos los casos, sino para que en préximos estudios se consideren los factores que
se han mencionado anteriormente y que con esto se pueda estandarizar metodol6gicamente
el estudio fitoquimico de plantas medicinales y asi poder conocer con certeza lo que desde afios
atras se hamanejado de manera tradicional y no se ha podido comprobar experimentalmente.

A\
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CONCLUSIONES.

El tiempo y la forma de extraccién son determinantes para lograr la extraccién reproduc-
ible de compuestos biol6gicamente activos, hecho que se refleja enlarespuesta biolégica de los
extractos orgéanicos.

El anélisis de los extractos por cromatografia liquida de alta eficiencia muestra que la
presencia de ciertos componentes facilita la difusién de otros con polaridad diferente al
disolvente empleado para la extraccion.

La extraccién por soxhlet es mas efectiva en funcién a la cantidad de material extraido,
sin embargo, s6lo los extractos acuosos presentaron actividad uteroténica.

La extraccién con ultrasonido es més efectiva en cuanto al niimero de componentes pero
la respuesta a oxitocina disminuye en los tejidos incubados con estos extractos

El extracto metanélico del zoapatle es el mas abundante en ambos modos de extraccién,
aunque sin actividad uteroténica, y se compone principalmente de glucésidos o azticares del
tipo monosacérido. Este constituye el primer reporte sobre la naturaleza del extracto metanélico
de zoapatle.

La forma de suspensién acuosa empleada en este estudio es un método rapido y eficiente
que disminuye sensiblemente el factor de influencia de los vehiculos de suspensién usualmente
empleados en este tipo de modelo biolégico.

La concentracién de los compuestos dentro del zoapatle no son constantes en el tiempo,
sino que presenta variaciones, lo que permite sugerir que ademaés de todos los factores que se
mencionaron anteriormente, la concentracién de metabolitos especificos debe ser considerada
al realizar un estudio fitoquimico con plantas medicinales.
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