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PROLOG0 

Entre las plantas usadas como abortivas entre la población mexicana, se encuentra el 
zoapatle (Montanou tomentosu) que en  la herbolaria medicinal y en estudios científicos se le 
atribuye propiedades uteroevacuantes. 
El estudio fitoquímico de esta planta ha permitido la elucidación estructural de mcis de 40 
compuestos, de los cuales, por lo menos seis tienen actividad contráctil en el útero, sin 
embargo, estos resultados no proporcionan hasta ahora una explicación clara de sus efectos 
conocidos popularmente. 
En el ánalisis de los trabajos químicos y farmacológicos realizados hasta el momento, se 
detecta la carencia de una metodología común enfocada a la resolución del problema de 
asociar estructuras químicas con efectos farmacológicos. Esto origin6 el inter& por realizar 
la presente investigacih que tiene el propósito de conocer la dependencia de los variados 
resultados farmacológicos descritos hasta ahora con metodologías de extraccidn empleadas 
comúnmente por los fitoquímicos. 
Se decidió abordar este problema empleaindo como indicadores de la actividad a tres 
diterpenos ( i. e. ácido grandiflorénico, kaurenoico y monoginoico) que han sido descritos 
como biológicamente activos y cuya conducta cromatográfica permite un seguimiento claro 
del proceso de la extracción. 
Paralelamente, el  uso de metodologías analíticas fue mostrando su utilidad para este 
propósito. Así, el empleo de la espectrometría de masas y de la resonancia magnética 
nuclear de pulsos fueron los métodos espectroscópicos que mejores resultados 
proporcionaron para la confirmación de las estructuras químicas aisladas por 
cromatografía líquida de alta eficiencia. 
Entre las contribuciones m& importantes al conocimiento del zoapatle podría mencionarse 
el dato de la composición del extracto metanólico por su abundante concentración de 
monosacáridos. Igualmente importante se considera el haber ratificado la presencia de 
cicido grandiflorénico en  las infusiones acuosas de  la planta resolviendo un problema de 
conflicto entre diferentes reportes cientíifncos. 
Finalmente, cabe mencionar que los resultados de este trabajo muestran la necesidad de 
incorporar metodologías analíticas modernas al proceso de extracción fitoquímica de 
plantas medicinales como condición para el logro de seguridad y reproducibilidad en los 
ensayos biológicos. 



ABREVIATURAS. 

AcOt: Acetato de etilo 

B. de P.: Bencina o éter de Petróleo 

CCF: Cromatografía en Capa Fina 

CFV: Cromatografía en Fase Vapor 

CH,Cl,: Diclorometano 

CH,CN: Acetonitrilo 

CLAE: Cromatografía Líquida de Alta Resplución 

EM: Espectrometría de Masas 

GA: Ácido Grandiflorénico 

Glu: Glucosa 

IMSSM: Herbario de Plantas Medicinales del Instituto Mexicano del Seguro  Social 

K A :  Ácido Kaurenoico 

MeOH: Metano1 

MO: Ácido Monoginoico 

OT: Oxitocina 

Ram: Ramnosa 

Rib: Ribosa 

RMN: Resonancia Magnética :Nuclear 

Sac: Sacarosa 
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El estudio científico de las plantas medicinales en México, se inició a finales del siglo 
pasado en el entonces Instituto Médico Nacional. Con una concepción que hoy pudiéramos 
considerar interdisciplinaria y adelantándose a su tiempo, estos investigadores abordaron los 
aspectos etnobotánicos, fitoquímicos y farmacológicos e incluso clínicos. Desde entonces uno 
de los objetivos del estudio de las plantas medicinales ha sido su aplicación en los problemas 
de salud pública sin que este haya sido logrado por múltiples razones. 

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

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

Desde  el punto de vista taxonómico es una planta compuesta perteneciente al género 
Montunou que incluye 25 especies y 6 subespecies, 21 de las cuales se pueden encontrar en  la 
República Mexicana (Estrada, 1983). Es un arbusto de unos tres metros de altura, muy 
ramificado, con hojas opuestas y sus florles varían en tonos que van del blanco al amarillo, 
dependiendo de la especie. Antigiiamente se le clasificaba como Eriocomu, Montugnea y 
Montugnacea, hasta que  en 1981 Font realiz6 una clasificación completa de este género en la cual 
correlacionó la distribución geográfica de la planta con estudios citológicos de cariotipo y de 
número cromosómico. Aparentemente toldas las especies y subespecies del género Morrtunoa 
han sido usadas bajo el nombre de zoapatle (Estrada, 1983). 

Altamirano (1 895) y Cota (1 897) realizaron el primer reporte de la extracci6n y del ensayo 
biológico del zoapatle. En estudios posteriores realizados por De Lille (1933), Derbez (1945), 
Sentíes y Amayo (1964) se trató de corroborar los efectos biol6gicos atribuidos a esta  planta  sin 
lograr su propósito ya que se presentaron problemas en  la extracci6n y dosificaci6n de la 
misma; encontrando que los efectos de los extractos acuosos y orgánicos del zoapatle no 
presentaron un efecto claro y constante. 

Años más tarde, se continuaron los trabajos con el zoapatle, así Caballero y Walls (1970) 
reportaron el aislamiento de sustancias puras mediante la extracción de la raíz de zoapatle y 
apuntaron que los compuestos aislados .resultaron inactivos cuando se ensayaron sobre el 
útero aislado de rata. Calderón y colaboradores (1977) realizaron registros miográficos de los 
efectos del extracto de zoapatle sobre la actividad uterina de conejas; estos investigadores 
observaron que  el extracto presentó efectos oxitócicos. 

En los trabajos anteriores no  se indica el estado hormonal de la hembra utilizada  ni la 
porci6n del cuerno uterino donde se realizó el bioensayo. 

A este respecto, Landgren (19791, Gallegos (1985) y Béjar (1985) empiezan a considerar el 
estado hormonal y la especie animal para  la realización de bioensayos con extractos acuosos 
y con compuestos puros aislados de esta planta. La preparación de los extractos acuosos 
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empleados en los bioensayos mencionados f i e  realizada de la manera tradicional en que se 
prepara la infusión y los compuestos puros fueron ensayados disueltos en un solvente 
orgánico. 

Se han aislado más de 40 compuestos químicos 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. d., 1989; Lewis, 1979; Kane et. al., 1981; Lou-Cotter, 
1981; Marcelle et. al., 1985; Nicolaou et. al., l980; Oshima et. al., 1986c; Quijano et. al.,1985 a y b; 
Seaman et. al., 1984a), terpenos (Fujita et. al., 1972), sesquiterpenos (Geissman et. al., 1971, 
Seaman et al., 1985b), gerrnacranólidos (Bohlmann et. al., 1983,1984; Castro et. al., 1984; Herz 
et. al., 1980; Quijano et. al., l979,1984a, 1986; Seamanet. al., 1984), guayanólidos (Greene et. al., 
1989; Quijano et. al., 1984b; Seaman et. al., 1984c, 1986), eudesmanólidos (Quijano et. al., 1985c; 
Seaman et. al., 1985a), eliangólidos (Qujano et. al., 1982) y flavonoides (Oshima et. al., 1986b), 
pocos de ellos han pasado por un tamiz biológico. Así, Mateos, Levine y colaboradores (1979) 
aislaron independientementezoapatanol (I) y montanol (U) de hojas de zoapatle.  Posteriormente 
se ensayó la actividad biológica de estos compuestos en mujeres embarazadas con producto 
fetal muerto, encontrando que en algunos casos la administración oral de estos compuestos 
producía la expulsi6n de los productos. AI principio de la década de los 80's fue  reconocida  la 
actividad uterotónica (Lozoya y Enríquez, 1983; Gallegos, 1983; Béjar et. al., 1984) de un 
compuesto aislado deMontanoa tonzentosa conocido como ácido grandiflorénico o Kauradienoico 
(HI) (Piozzi et. al., 1972), El bioensayo con esta sustancia se realizó sobre útero de cobayo  en 
condiciones in vivo e in vitro . Otro compuesto aislado del zoapatle es el denominado 
leucantanólido (IV) (Oshima,Y. et. a1.,1986a)  el cual ha sido ensayado sobre un modelo experi- 
mental animal, administrando por vía intraperitoneal el compuesto a cobayas embarazadas; 
observándose que en algunos casos hay expulsión del producto y en otros, reabsorción del 
mismo. 

Los resultados no han sido muy alentadores puesto que la mayoría no  han sido 
reproducibles; algunas veces el efecto no es consistente e incluso se ha llegado a observar 
relajaciónuterina (Hahn, 1983;Perrusquía,. 1985;Ponce-Monteret.al., 1983,1985,1988;Enríquez 
et. al., 1984; Moriwaki et. al., 1986; Pedrónet. al., 1985; Lu et. al., 1987). Este hecho puede deberse 
a las diferencias que existen entre los estud.ios in vif ro e in vivo. Mientras en  los 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 además altas dosis de muestra; por otra parte, los estudios in vitro 
presentan una mayor facilidad en cuanto al manejo y al requerimiento de pequeñas dosis pero 
su incoveniente consiste en que el efecto no tiene correlación directa con lo que se observa en 
un animal integro. 

Debido a la controversia que existe entre la asociación de actividad farmacológica con las 
estructuras químicas encontradas hasta ahora se puede suponer que son varios factores los  que 
influyen en la manifestación o ausencia de efectos farmacológicos; entre éstos se pueden 
mencionar: a) especie de planta adecuda, b) estado de desarrollo de la  misma c) especie y 
estado hormonal del sujeto en estudio, d:) forma y tiempo de extracción del material vegetal, 
e) vía de administración, f) dosis y g) suspensión de la muestra en un vehículo adecuado 
(Malone et. al . ,  1989;  Ramírez,  1979) 

Al estudiar las plantas medicinales, la correlación de actividad biológica con la  presencia 
de estructuras químicas constituye el problema central y de este conocimiento, depende la 
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comprensión de los efectos observados experimentalmente. 

En  la  evaluación  farmacológica de una  planta  medicinal se pueden mencionar 
los  siguientes  pasos  que  deben  seguirse a manera  de  metodología  general: 

a) Conocer la procedencia del material vegetal (colecta). 

b) Clasificar e identificar a la planta. 

c) Establecer la forma de extracción. 

d) Ensayar farmacológicamente los extractos para la evaluación de actividad biológica. 

e) Seleccionar una  metodología  adecuada en las pruebas  tanto in vivo como in vitro tomando 
en cuenta la especie que proporcione una respuesta apropiada, control del estado 
hormonal, corroboración de la respuesta al tejido previa a la incubación 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 farmacolrigico debido a que pueden variar tanto 
la concentración de los compuestos, como la diversidad de los componentes en  un  mismo 
gbnero (Estrada, 1983). Es importante señalar que la  época del año, las condiciones climáticas 
y el estado de desarrollo de la planta cuando se realiza la colecta, pueden ser otro factor 
importante en la manifestación del efecto. 

El tercer punto permite la obtención de componentes tanto activos como no activos, 
debido a que el metodo de extracción, el tnempo de contacto entre la planta y el disolvente asf 
como la polaridad del mismo son parámetros que deben ser considerados cada vez que se 
realice una extracci6n (Houser, 1975). 

Las extracciones acuosas e hidroalcohólicas son usuales por su semejanza con la  forma 
popular de preparación. Para la realización de ensayos farmacológicos es conveniente utilizar 
una suspensión 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 
carácter tensoactivo al medio y permiten la solubilidad de compuestos hidrofóbicos que en 
condiciones normales no serían solubles en agua. Este hecho explicaría la presencia de 
compuestos no polares en  las decocciones. 

La extracción depende pues, de la  sollubilidad de los compuestos en el disolvente o de la 
presencia de otros, que permitan o faciliten la suspensión de estos componentes, los cuales, 
debido a su polaridad, no serían normalmente solubles. Como consecuencia, en una decocción 
no sólo estarán presentes los compuestos solubles en agua, sino que pueden existir compuestos 
de diferentes polaridades. 

Una vez realizada la extracción en los distintos disolventes orgánicos, se enfrenta uno a 
un nuevo problema: la necesidad de efectuar una suspensión del residuo en  un  vehículo 
adecuado para realizar las pruebas farmacológicas. Esta suspensi6n no se puede realizar con 
disolventes orgánicos puesto que normalmente resultan t6xicos al tejido o al animal integro. 
Lo anterior implica la necesidad de encontrar una metodología para obtener suspensiones 
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acuosas ya que  esto evitaría problemas de toxicidad del vehículo. 

Entre  los  vehículos  más  usuales  están la goma  de  acacia,  carboximetilcelulosa, 
dimetilsulfóxido (DMSO), etanol, gliceri.na, polipropil6nglicol (genéricamente ‘Tween’’), 
propilenglicol y  polivinilpirrolidona  para  cclmpuestos polares; goma deTragacanto y  ”Emulfor” 
para compuestos de baja polaridad. La mayoría 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 tie los compuestos es parcial. 

Finalmente, para el estudio de plantas medicinales es necesario contar con un protocolo 
para la realización de pruebas farmacológicas tomando en cuenta la especie adecuada, el 
estado hormonal del organismo, edad, peso, dieta, sacrificio adecuado (para pruebas in vitro), 
dosis y vía de administración entre otras y considerar el efecto del vehículo 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 en la naturaleza dle la respuest? biológica, pues garantiza que el tejido 
responde a estímulos análogos a  los efectos esperados con los extractos y / o  compuestos sujetos 
a ensayo. 

Como  se puede observar, el estudio de plantas a las que se les atribuyen propiedades 
farmacol6gicas como es  el zoapatle, al cual se le atribuyen empíricamente propiedades 
úteroevacuantes, 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 mayoría de sus metabolitos secundarios tanto activos como no 
activos, y existe un número considerable de reportes farmacológicos en los que se han 
empleado difentes especies animales, extractos, dosis y vías de  administracih. Sin  embargo 
no se ha podido asociar la presencia de ciertas estructuras químicas a un efecto farmacológico 
específico. Por  ello resulta necesario continuar el estudio de esta planta empleando nuevos 
enfoques con el propósito de poder correl.acionar  la presencia de estructuras químicas con  la 
actividad farmacológica observada en las infusiones de zoapatle. 

Es necesario subrayar que el zoapatle aún significa un reto científico en cuanto a  la 
comprensión de su actividad farmacológica, así como el hecho de  que aún no se cuenta con una 
correlacih clara de los potentes efectos farmacológicos de la infusión en relación con las 
estructuras químicas presentes en la planta y que han sido aisladas hasta ahora. 



OBJETIVOS. 
1 .-Realizar una evaluaciónde la extracciónde metabolitos activos del zoapatle empleando 

dos mktodos de extracción v. gr. ultrasonido y soxhlet. 

2.- Aplicar la cromatografía líquida d.e alta eficiencia (CLAE) como metodología para el 
seguimiento de  la extracción fitoquímica. 

3.- Valorar una metodología de cuantificación de metabolitos secundarios.con actividad 
biológica empleando la técnica de cromatografía líquida de alta eficiencia. 

4.- Utilizar de manera conjunta modelos de trabajo químico-analíticos y biológicos en  la 
investigaciónde zoapatle para establecer criterios que conduzcan a la sistematización 
en el estudio científico de las plantas medicinales. 

5.- Proponer alternativas en  la metodología de evaluación farmacológica de extractos de 
plantas buscando reducir o eliminar la presencia de efectos adicionales ocasionados 
por los agentes de suspensión. 

HIP~TESIS. 

1.- Es posible contribuir al desarrollo de técnicas de estudio sistemático de plantas 
medicinales mediante la aplicación conjunta de criterios químico-analíticos y 
biológicos en la investigación del zoapatle. 

2.- La utilización de técnicas microanalíticas como la cromatografía líquida de alta 
eficiencia, la espectrometría de masas y la resonancia magnética nuclear  pueden 
contribuir sensiblemente al sepimiento de los procesos de extracción y separaci6n 
para caracterizar adecuadamente la naturaleza de los extractos que son  evaluados 
biológicamente. 

METAS. 

1 .-Extraer  los componentes de la flor deMontunou tonzentosu por dos metodos: ultrasonido 
y soxhlet, empleando diferentes tiempos de contacto y disolventes de diferentes 
polaridades (bencina de petróleo, diclorometano-metano1 y metanol). 

2.- Observar la dinámica de la extracción en función de la cantidad del material extraído 
y el análisis cualitativo de sus componentes por cromatografía líquida de alta 
eficiencia (CLAE). 

3.- Preparar suspensiones acuosas de los extractos obtenidos para la realización de 
pruebas in vitro y para análisis cromatográfico. 

4.-Valorar biol6gicamente los extractos obtenidoscon disolventesde distintas  polaridades 
y por soxhlet y maceración en u:ltrasonido  en úteros de cobayo in  vitro. 
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1.- PREPARACI6N DE LA EXTRACCIóN DE ZOAPATLE. 
a) CLASIFLCACI~N TAXON~MICA. 

El material vegetal empleado en el. presente estudio fue obtenido de la colecta de 
Montanoa tomentosa ssp. tomentosa en los alrededores del Instituto de Química de launiversidad 
Nacional Autónoma 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 Autónoma 
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 días, molidos hasta 
un polvo fino y mantenidos en una bolsa de pl6stico por separado, protegidos de la luz directa 
hasta el momento de  su uso. 

La extracción se efectuó con tres disolventes de diferente polaridad para poder efectuar 
una extracción profunda abarcando todo el rango de polaridades. Los disolventes empleados 
en este orden de menor a mayor polarid.ad fueron: bencina de petr6leo (éter de petrbleo), 
diclorometano-metano1 (CH2 C12 /MeOH, 95:5) y metanol. Los métodos empleados para  tal 
efecto fueron el ultrasonido y el soxhlet,: el primero se eligió ya que representa un  nuevo 
método de extracci6n y el segundo por SIL uso generalizado. 

b) TAMIZADO DE LAPLANTA. 

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

2.- MÉTODOS DE EXTRACCX6N DEL MATERIAL VEGETAL (FLOR). 
a) nrraACCI6N 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 adicionó el disolvente hasta cubrir totalmente; la 
mezcla se llevó a un aparato de ultrasonido por un lapso de 30 minutos manteniendo la 
temperatura ambiente con hielo y evitando la evaporación extrema con un tapón de corcho. Se 
realizaron 10 extracciones consecutivas con cada disolvente. En cada cambio de polaridad se 
eliminó el residuo del disolvente anterior por evaporación al alto vacío. 

b) EXTRACCI6N  CON SOXHLET: 

Del mismo lote, se pesaron 10 g de la flor y se colocaron en  un cartucho de 4 cm de 
diámetro 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 4OOC. En  todos los casos  se 
retiró el total de los extractos a las 24,48 y 72 h .  A las 72 h se hizo el cambio de disolvente. La 
extracción se llevó a cabo en el mismo orden de polaridades que en el caso anterior; para cada 
extracción se emplearon 500 m1 de disolvente. 

Inmediatamente después de cada extracción por ambos métodos, se filtró a través de un 
embudo Buchner con papel filtro Whatman#11 y el filtrado se evaporó en  un rotavapor al vacío 
a una temperaturasde 30°C. El residuo se resuspendió con acetona y / o  metanol para colocarlo 
posteriormente en un matraz erlenmeyer de 25 m1 previamente pesado; se elimin6 el exceso 



. 

Figura 1. Extracci6n de material  vegetal p o r  soxhlet. 



de disolvente por evaporación al alto vacío para poder pesar la cantidad de material extraído 
en cada ocasi6n y apreciar diferencias. 

3.- CROMATOGRAF~. 
a) CROMATOGRAF$A EN CAPA FINA. 

Aproximadamente 10 p g de todos los extractos se cromatografiaron en placas de 3 x 5 cm 
de silica gel. La distancia entre muestra y muestra fue de 0.5 cm.  Las placas se eluyeron con una 
fase móvil de hexano y acetato de etilo (AcOEt) 80:20 y se revelaron con sulfato cbrico (Abbott, 
1982). 

b) CROMATOGRAFÍA LfQUlDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE). 

La separación cromatográfica se llevó a cabo en  un cromatógrafo Varian 5000 con una 
columna Micropack MCH-10 de  30 cm x 4 mm, la determinación se hizo por medio de un 
detector de ultravioleta a una longitud d.e onda de 240 nm, un flujo constante de 1 m1 por 
minuto en un gradiente de acetonitrilo ( O W N )  /agua, el  cualvari6 dependiendo del extracto. 
Cada inyecci6n fue de 100 p g del extracto previamente filtrado. Para protección de la columna, 
se colocó una precolumna para fase inversa (Johnsop, 1978; Goewie, 1984; Kaliszan, 1984; 
McCown, 1986). 

EXTRACTOS CON BENCINA DE PETR~LEO (BENC~NICOS). 

La resolución de estos extractos  se obhlvo por medio del siguiente  gradiente de acetonitrile/ 
agua: 

to = t6 CH3CN 68/H20 32; t17 = CH&N 90/H,O IO. 

EXTRACTOS CON DICLOROMETANO-METANOL (DICLOROMETAN~LICOS). 

La elución para estos extractos fue de la siguiente manera: 

to = CH3CN 25/H20  75 

donde t = tiempo. 

Una vez establecidos los tiempos de retención de los componentes, se prosiguió a 
corroborar por medio  de estándares la presencia de ácido grandiflorbnico, kaurenoico y 
monoginoico por  el mbtodo de adición. 

Para poder comparar las diferencias entre los tiempos de extracción de un mismo 
disolvente, se cromatografiaron los extractos 1,s 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 influía en  la resolución de los compuestos en los extractos, se 
realizó una corrida del extracto bencénico obtenido por ultrasonido utilizando agua distilada 
con 0.01 % de  H3P04 (pH=4). 

14 



C) CROMATOGRAF~A DE FASE  VAPOR ( c w  
Debido a que  los componentes de los, extractos metanólicos no se pudieron separar por 

CLAE, se optó por su separación en cromatografía de gases (Abbott, 1982) para lo cual se 
silanizaron los extractos de la siguiente forma: 

A  2  mg de cada extracto metanólico l,5, y 10 de los obtenidos por ultrasonido y 1 , 2  y 3 
de soxhlet, se les adicionó 200 p 1 de piridiina, 50 p 1 de 1,1,1,3,3,3 hexametilsilano y 50 p 1 de 
clorometilsilano. Una vez estabilizada la reacción se mantuvieron a  4°C hasta el  momento  de 
su análisis. 

El análisis cromatográfico se desarrolló en un cromat6grafo de gases Hewlett Packard 
5890, con una columna RSL 430 de  30 m  x 0..3 mm de sílice fundida, la determinación se efectu6 
por medio de un detector de ionización de llama y un flujo de 10 psi de hidrógeno. 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 aplicó una muestra de 1.5 m1 del silanizado, equivalente a 20 
p g del extracto. 

La determinación de azúcares en estos extractos secorroboró por adición de la silanización 
de estándares de sacarosa, glucosa, ribosa, arabinosa, ramnosa y por espectroscopía de masas. 

d) CORROBORACI6N DE L A  PIRESENCIA  DE ACID0 GRANDIFLORÉNICO Y 
KAURENOICO EN EL ExTRAcro ACUOSO. 

El material vegetal Monfanoa fomentosu utilizado para este estudio, fue colectado en  los 
alrededores de Ciudad Universitaria, Mixico 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 plástico protegidas de la luz directa. 

El extracto acuoso de la planta se hizo por duplicado y se preparó a partir de 2 g de las 
hojas molidas que fueron depositadas en un vaso de precipitados de 500 m1 que contenía 200 
m1 agua destilada, la mezcla se llevó a ebullición y se mantuvo la temperatura por  un lapso de 
15 minutos. El extracto se  dej6 enfriar, posteriormente se filtró a  travks de un embudo Buchner 
con papel filtro Whatman # 11 y al filtrado se le extrajeron por tres veces consecutivas con 50 
m1 de AcOEt en cada ocasión. 

Después de  la extracción se lavó el mismo número de veces con agua y para romper  la 
emulsión se agregó cloruro de sodio. Todas las extracciones con AcOEt se juntaron en  un 
matraz de fondo redondo 24/40 de 500 ml, se llevó a evaporación en  un rotavapor avacío a  una 
temperatura de 25°C. Se obtuvieron 50 mg de material, el cual fue resuspendido en  2 m1 de 
acetonitrilo y filtrado; de esta suspensión se: tomó  una alícuota de 10 p 1 para apreciar la  presencia 
de los kaurenos en  un cromatógrafo de lí'quidos de alta eficiencia. 

Las condiciones de separación fueron en un medio isocrático de CH3CN/H20 en  una 
porción de  7525, con  un flujo de 1.2 m1 en una columna MCH-IO de  30 cm x 4 mm, detectando 
a una longitud de onda de 205 nm. El equipo restante fue igual al empleado para la separaci6n 
en los extractos. 

e) CUANTIFICACI~N DE Acmo G R A N D ~ O R É N I C O ,  KAURENOICO Y 
MONOGINOICO EN DIFEREN7['ES PERIODOS ESTACIONALES (ANTES, 
DURANTE Y POSTERJOR A LA F'LORACI6N.) 



El material empleado para este ensa’qo fue colectado de una sola planta de Montanoa 
tonrentosu ssp. tanzentosa (ejemplar de referencia en el herbario IMSSM), cada tercer día a  las 
12:OO k 15 h  a partir del lo. de septiembre hasta el 6 de diciembre de 1989. La muestra fue de 
5 hojas escogidas al azar de la parte media a  la parte apical de la rama. Las hojas se dejaron secar 
a temperatura ambiente, moli6ndose y guardándose de la luz directa en una bolsa de plástico. 

Para la extracción se pesaron 2 mg de hoja las cuales fueron depositadass en ampolletas 
de 10 m1 adicionándole 1 m1 de bencina de petróleo. Las ampolletas fueron selladas con soplete 
y guardadas de la luz directa durante 72 h. 

El análisis cuantitativo se realizó por 1CLAE en las mismas condiciones que los extractos 
benchicos obtenidos por ultrasonido y soxhlet. 

4.- PREPARACIONES BIOL~GICAS 
a) SUSPENSI~N DE EXTRACTOS ORGANICOS 

Las suspensiones acuosas se prepararon el mismo día en que se realizaron las pruebas 
farmacol6gicas in vitro; cada extracto fue tratado de manera específica: 

1 

EXTRACTO BENCÉNICO. Se tomó 1 g del material extraído y se colocó en un matraz 
fondo redondo 24/40 de 10 ml. Se resuspendió con acetona/agua (1:l) añadiendo primero la 
acetona y posteriormente el agua lentamente hasta obtener una suspensión lechosa. La mezcla 
se llevó a evaporaci6n en un rotavapor a vacío con una temperatura de 2OoC, removiendo toda 
la acetona; el residuo lechoso se filtró en un embudo de porcelana con papel filtro Whatman 
# 11. Se aforó a 2 m l .  

EXTRACTO DICLOROMETANOLICO. Se trató  en las mismas condiciones que el caso 
anterior a diferencia de la resuspensión inicial, la cual se efectuó en este caso con  metanol. 

EXTRACTO METAN6LICO. Debido a sus características altamente polares, no  fue 
necesario resuspender previamente con solventes orgánicos, sino que directamente 1 g del 
extracto se diluyó en agua, se filtró y se aforó a 2 ml. 

EXTRACTO ACUOSO. Una vez real.izadas todas las extracciones tanto por ultrasonido 
como por soxhlet el resto de la flor se guardó en una bolsa de plástico, previa eliminación de 
disolvente por alto vacío, y se mantuvieron ocultos de  la luz directa. Al igual que los casos 
anteriores, el  día  de  las pruebas se  pes6 1 e; de esta fior y se colocó en un matraz erlenmeyer de 
10 m1 adicionándole 5 m1 de agua destilada; se dejó hervir durante 10 min al cabo de los  cuales 
se retiró del fuego dejándose enfriar a temperatura ambiente. Se filtró y se aforó a 2 ml. 

SOLUCION KREBS BICARBONATO. Se preparó con soluciones stock 1 M de las sales. 
La glucosa fue pesada en cada ocasión. La composición en milimoles de la solución fue:  glucosa 
11 .l, NaHC03 15, NaCll20, KC1 4.6, MgS04 1.2, KH2P04 1.2 y CaC12 0.5. La soluci6n se ajustó 
a un pH de 7.4 con una mezcla de 95% O2 y 5% C02a una temperatura de 37OC. La soluci6n se 
preparó en cada experimento. 

SOLUCION ACUOSA DE OXITOCINA. Se preparó en cada sesión en  una proporción de 
1.25 mUI (Ponce-Monter, 1988) de oxitocina (XITOCIN) de los laboratorios Cryopharma. 
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b) COMPARACI6N  DE COMPOP~NTES DEL EXTRACTO ANTES Y DESPUÉS  DE 
LA SUSPENSI6N ACUOSA. 

Para le realización 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 agregó hexano 
hasta cubrir totalmente. La mezcla se dejó reposar durante 24 h después de  las cuales se filtró 
a través de un embudo Buchner con papel filtro Whatman # 11; el filtrado se evaporó en  un 
rotavapor a presión reducida y el residuo fue guardado en un matraz erlenmeyer. 

Una vez eliminado el residuo del disolvente, se añadió una soluci6n de diclorometano- 
metano1 (95:5), dejándose macerar nuevamente por 24 h; se filtró y se evaporó al igual que el 
caso anterior. 

De este último extracto se tomaron 6 ;g, los cuales se repartieron en cantidades iguales de 
3 g, quedando uno como referencia (extracto antes de la suspensión) y el otro se trató de la 
siguiente manera: se agregaron 10 m1 de acetona para resuspender y posteriormente se 
adicionaron lentamente 10 ml de agua destilada (extracto después de la suspensión) La mezcla 
se evaporó en un rotavapor a vació y a una temperatura de 20°C. Una vez removida la acetona 
se prosiguió a filtrar en un embudo Buchner con papel filtro Whatman # 11; al filtrado anterior 
se le agregó AcOEt/H20 (1:l) y la mezcla se pasó a un embudo de separaci6n donde se 
deshech6 la fracción inferior y la superior se evaporó 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 análisis. 

El estudio analítico se realizó en las mismas condiciones que las empleadas para  la 
demostración de la presencia de kaurenos en el té. Se realizó el análisis del extracto antes y 
después de la suspensión acuosa para su comparación 

5.- PRUEBAS FARMACOLÓGICPLS (MODELO IN WRO) 

Los experimentos in vitro se llevaron a cabo en segmentos de 3 x10  mmde útero de cobayo 
adulto de 500 f 50 g de la cepa Hardley con alimento y agua ad libitum. Los animales fueron 
estrogenizados a las O y 24 h con benzoato de estradiol (10 p g/animal) por vía subcuthnea. A 
las 48 h se sacrificaron por golpe en la nuca (dislocación cervical). Inmediátamente despuks se 
prosiguió a la disección. 

Los segmentosde tejido secolocaron en  cámaras  para  tejidos aislados; estos se  mantuvieron 
a la tensión de 1 g a 37°C en 10 ml de Ringer Krebs-bicarbonato (RKb) con burbujeo constante 
de una mezcla gaseosa de 5% de COZ en 0 2 .  

El registro de la actividad contráctil se hizo por medio de un sistema isométrico vertical 
con  un transductor de tensi6n Grass mod.elo FT 03 conectado a un polígrafo Grass modelo 7. 

Los tejidos se dejaron estabilizar por una hora lavando cada 15 min. con solución fresca 
de RKb. En el bionsayo se utilizaron sólo aquellos segmentos que respondieron por tres  veces 
consecutivas a un estímulo de oxitocina (1.25 mUI./ml) (Fig. 2 y 3). 
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RESTJJLTADOS 

1. - PREPARACI~N DEL MATERIAL VEGETAL 
a) IDENTIFICACI~N TAXON~IMXCA 

Figura I: ZOAPATLE 
N.C.: Montunoa tomentosu ssp. tomentosu, Fam.: Compositae. 

Loc.: Cd. Universitaria, a 10 m del Instituto de Química. 

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

Col.: Luz Mana Damián Badillo. Det.: Abigaíl Aguilar y Héctor  Nieto. 
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b) TAMIZADO. 

El tamizado reflejauna distribución heterogenea de partículas en la molienda (GrBfica 1). 
El tamaño m& abundante fue de 1.4 y 1.0 mm de diámetro, donde el número 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 di5metro. 

Gráfica 1. Distribución  del tamaño de partícula y sus correspondientes porcentajes en 
peso despues del  molido  de la flor de M. tomentosa. 

2.- MÉTODOS DE EXTRACCI~N’. 
a) DISTRIBUCI~N DE LA CANTIDAD DE MATEBUT., VEGETAL EXTRAIDO POR 
DISTINTOS  METODOS (ULTRASONIDO Y SOXHLET) 

La primera extracción con cada dkolvente es la más abundante (Gráfica 2, 3), las 
siguientes disminuyeron hasta un punto tal que la concentración del extracto prácticamente 
fue constante por lo que se observa una clara tendencia asintótica en ambos mktodos. 

La extracción por ultrasonido mostró que cerca del 50 % del material se extrajo con 
metanol. (Gráfica 2) lo  cual indica que abundan en la planta compuestos polares. La primera 
extracción con bencina de petróleo fuedel30 % aproximadamente. Sin embargo, 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 extraído. 

La extracción por soxhlet, al igual que en el caso anterior muestra que la extracción con 
metanol fue la más abundante (50 %), (Gráfica 3,) seguida por diclorometano-metano1  con  un 
24 % y finalmente un 10 % con bencina dle petr6leo. 
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Gráfica 2.- Comparación de los rendimientos de  la extracción  de flor de M. tomentosa 
empleando la maceración con ultrasonido. 

Gráfica 3.- Comparación de los rendimientos obtenidos de la extracción  de flor de M. 
tomentosa con Sohxlet. Para cada disolvente se recolectó y pesó el  residuo a las 24,48 y 72 h. 

b) COMPARACI6N  DEL RENDIMIENTO  DE LA EXTRACCION. 

La extraccih por  soxhlet es la m& efectiva  debido  a  que  por  este  mbtodo se extrae  un 50 
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% del total de la  flor  (Tabla l), mientras  que  por  ultrasonido sólo se extrae  un  30 %. Del  material 
extraído,  el 60 % corresponde al obtenido  por metano1  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 f 5 % corresponde  a  los  extractos  con  diclorometano-metano1 
(compuestos  con  polaridad  intermedia) y el 15 f 3 % restante,  corresponden  a los compuestos 
no  polares. 

~~ ~ 

Peso  Total del 
extracto (lOOg) 

% en peso del 
material  vegetal 

to  tal 

% en peso del 
extracto 

TOTAL 

Disolvente 1 Ultrasonido I Soxhelt 

B. de P. 5.7857  6.135 

~~~ ~ 

MeOH 

B. de P. 6.13 5.78 

~~ 

15.93 

MeOH 

31.64 

12.36 18.28 B. de I? 

49.62 

CH2C12/MleOH 32.10 21.62 

MeOH I 60.00 I 55.53 

I ' 99.99 I 99.99 

Tabla 1.-Comparación del rendimiento  de la extracción en  la flor de Montunoa tomentosa. 

3.- MÉTODOS CROMATOGR~FICOS. 
a) IDENTKFTCACI~N DE KAUR~ENOS POR CROMATOGRAFÍA EN CAPA FINA 

La elución de los  extractos  en las condiciones  citadas  en  la  metodologia  permitió  localizar 
a  los  kaurenos. El Rf de los  kaurenos  identificados  en  las  condiciones  citadas  fue  de 0.4 El 
an6lisis  visual de estos  compuestos en los diversos  extractos por medio de su Rf indica que GA, 
KA y M0 estuvieron  presentes  hasta el extracto  skptimo  con  bencina de petróleo y hasta  el 
cuarto  extracto  condiclorometano-metano1  en  las  extracciones  obtenidos  por  ultrasonido.  Por 
soxhlet sólo estuvieron  presentes  a las 24 y 48 h (1" y 2'extracto)  con  bencina de petróleo  y  sólo 
en  el  primer  extracto (24 h) del diclorometanólico.  Esquema 1,2 y 3. En ambos  m6todos  no se 
identificaron los kaurenos  en  el  extracto  :metanólico. 1 0 4 4 2 9  

21 



refere 

punto de 
aplicaci6n 

Esquema 1.- Cromatografia  en  capa fina de los extractos con éter  de petróleo 
(bencina de petróleo) obtenidos por maceración con ultrasonido. 

referel 

punto de 
apticaci6n 

Esquema 2.- Cromatografia  en  capa fina de los extractos  de flor  obtenidos  con 
diclorometano-metano], 95:5 por maceración en ultrasonido. 
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punto de 
aplicacidn 
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Esquema 3.- Cromatografi'a en capa fina  de los extractos obtenidos con Soxhlet. Los 
tres primeros  puntos  de aplicación corresponden a  la extracci6n con éter  de 
petróleo; el cuarto, quinto :y sexto puntos de aplicación corresponden a los extractos 
obtenidos con diclorometano-metano], 95:5 

b) SEPARACI6N DE COMPONENTES POR CLAE. 

El número de componentes así como la variabilidad de los mismos depende del número 
de extracciones que se realizaron con  un sólo disolvente. 

La extracción con bencina de petr6leo por ultrasonido demuestra que la presencia de 
ciertos compuestos facilita la difusi6n de otros; este hecho se refleja al observar queen  el primer 
extracto (30 minutos) aparecenuna gama de compuestos tanto polares como de baja polaridad; 
en  el quinto extracto (2.5 h) se presentan prácticamente los mismos componentes pero en una 
concentración mAs baja; sin embargo, en  el décimo (5 h) sólo aparecen compuestos de baja 
polaridad (Figura 4). 

Como puede observarse en la figura 5, el p H  no facilita la resolución 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 más los poco polares, 
aunque existen tambi6n elementos comunes entre ellos (Figura 6). 

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

Al realizar un seguimiento de los kaurenos de interés, ácido grandiflorénico, kaurenoico 
y monoginoico, en estas condiciones, se encontró que no estaban presentes en  los últimos 
extractos; 2.5 h para el  caso de ultrasonido y 78 h para soxhlet (Tabla 2). 

Debido a que los extractos obtenidos por  diclorometano-metano1 son m& polares que los 
enteriormente descritos, las condiciones se invirtieron: los primeros componentes son @S 
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T I E M P O  ( m i i n . )  
Figura 4. Comparaci6n  de l o s  cromatogramas  de los extractos  con  bencina  de  petróleo  obtenidos  por rnaceración 
en  ultrasonido  a l a s  0.5 (I), 2.5 ( 1 1 )  y 5 ( 1 1 1 )  h. Los extractos  se  eluyeron  en un gradiente de acetonitri- 
lo-agua en CLAE. 
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Figura 5. Cromatograma del extracto  con  bencina  de  petr6leo  eluldo 
con H po (0.01%) en las mismas  condiciones  que los extractos Sin 
contra1  de p ~ .  ~. . - . " - "" " - " - 
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polares  que los últimos.  En  contraste con los  anteriores,  se  observa  que  a  medida en  que  se 
incrementa el tiempo de extraccibn,  disminuye la concentración de componentes,  este  efecto 
se  observa  en  ambos  m6todos  (Fig. 7/81. 

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

M6todos de 
Extracci6n 

Ultrasonido 

Soxhlet 

T (h) DISOLVENTE! 

I B. de P. MeOH I 

Tabla 2.- Seguimiento del átcido Grandiflorénico, Kaurenoico y Monoginoico en los 
extractos orgánicos obtenid,os por los métodos de maceración con ultrasonido y 
extracci6n  en  Soxhlet 

< 

1 

c )  IDENTIFICACI6N  DE COMPUESTOS POR CFV 

La  alta  polaridad  de  los  extractos  metanólicos  impidió  su  resolución  por CLAE por  lo  que 
se  optó  por la cromatografía  en  fase  vapor,  encontrándose que los principales  componentes 
extraídos  por los dos m6todos  eran  azúcares  como  glucosa, (8.6 min)  sacarosa  (14.72  min.), 
ribosa  (6.69 min.), ramnosa (6.26 min.) y a.rabinosa  (6.6 min.) (Fig. 9,101. 

~ ~~ 

DISOLVENTE  ULTR.ASONID0  SOXHLET 

24 CLIW 

20 CLAE 24 CLAE B de P 
25  CLAE 

13 CLAE 

21 CLAE 29  CL.U 

26 CLAE 29CLAE CHzCIz/MeOH 

31 CLAE 37 CLAE 

13 CLAE 

30 CFV 29 CFV 

MeOH 40 CEV 35  CFV 

28 CFV  23 CFW 
Tabla 3.- Comparación del número de componentes observados por croma- 
tografia líquida de alta eficiencia y en  fase vapor. 

La  identificación  de  este  tipo de compuestos  no se había  reportado  anteriormente en los 
extractos de esta  planta.  Se  corrobora que la extracci6n  por dtrasonido es m&  eficiente en 
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Figura 7. Comparaci6n  de los cromatogramas  de  los  extractos con  diclorometano-metano1 (95 :5 )  obtenidos  por 
maceraci6n  en  ultrasonido  a  las 0.5 ( I ) ,  2.5 (11)  y 5 (111) h .  Los  extractos se eluyeron  en un gradiente 
de acetonitrilo-agua en  CLAE. 
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cuanto al número de compuestos (Tabla 3) aunque en este caso a diferencia de lo detectado por 
CLAE, el tiempo favoreci6 la extracci6n puesto que se observa un incremento de componentes 
en el segundo extracto, 2.5 h por u1trasonid.o y 78 h  por soxhlet (Fig. 6,7). 

d) CUANTlFICACI6N DE LOS KAURENOS EN LOS DIFERENTES PERIODOS 
ESTACIONALES. 

La variabilidad de la concentraci6n de productos naturales como los kaurenos se puede 
comprobar al observar en las griificas 4 y 5, donde se puede observar que la concentraci6n de 
los kaurenos no es homogenea. Ciertos días se encuentran en altas concentraciones mientras 
que en otros, ni siquiera aparecen; lo  que sí 6:s claro, es que la concentraci6n de grandiflorenico 
es mayor en comparaci6n con el kaurenoico y monoginoico (Gráfica 4,5). 

Gráfica 4.- Concentración de Qcido grandiflorénico en distintos periodos estacionales (antes, durante 
y despues de la floración). 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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Gráfica 6.- Concentración de ácido Kaurenoico y Monoginoico determinada 
en los mismos periodos estacionales que las  muestras  de la gráfica 4. 

4. PREPARACIONES  BIOLóGICAS. 
a) IDENTIFICACION DE GRANDIFLORÉNICO Y KAURENOICO EN EL 
EXTRACTO ACUOSO. 

Se identificaron  claramente  el  ácido  grandiflorknico  y  kaurenoico por el mktodo de 
adición;  el  primero  con  un  tiempo de retención  de 7.10 m i n .  y  el  segundo  a los 10.04 min. (Fig. 
11),locualdemuestraquesí~t~npresentesenladecocción.Laconcentraci6ndegrandiflor~~co 
fue de 1.74 mg / m l  y la de kaurenoico de 1.39 mg  /m1 en  el  té. 

b) COMPAR,ACIbN DEL NhIERO DE COMPONENTES DEL EXTRACTO 
ORGANICO ANTES Y DESPUÉS DE LA SUSPENSION ACUOSA. 

Las suspensiones  acuosas  realizadas de esta  manera  (suspensi6n  previa en disolventes 
orgánicos), result6 ser un  mktodo  eficiente, ya que se resuspende en  agua  prácticamente  el  total 
de los  componentes del extracto  orgánico.  Este  hecho se puede  corroborar si se  analizan  los 
cromatogramas del extracto  diclorometanólico  de la  hoja de zoapatle  antes y despuks de la 
suspensión  (Figura 12), donde  se  muestra  que  ambos  cromatogramas  presentan  los  mismos 
componentes. 

5.- ESTUDIOS FARMACOL~GICOS IN VITRO. 

Los extractos benchicos obtenidos  por  ultrasonido  resultaron  con  actividad  uterot6nica 
(Tabla 4); 40 p g/ml de este  extracto  indujeron  un  efecto  uterotdnico  equivalente  a 0.225 f 0.07 
mUI/ml de oxitocina.  Despu6s 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 1 1 .  Comparacih  de los extractos con diclorometano- 
metano1 (95:5) antes y despues  de l a  suspensi6n acuosa. 



f 5  %. 

I EXTRACTO Modificaci6n de la 
Respuesta  a OT. 

# de PRUEBA B. de P. 

SI no activo no activo no activo 4 activo 
SI no activo no activo no activo 3 activo 
SI no activo no activo no activo 2 activo 
SI no activo no activo no activo 1 activo 

ACUOSO MeOH CH2ClfleOH 

~~ ~ ~~ ~ ~ ~~ 

Tabla 4.- Pruebas in vitro del los extractos obtenidos por maceración  en  ultrasonido  en 
útero  de cobayo estrogenizado. Los extractos fueron administrados  en  dosis de 40 =g/ml. El 
extracto bencénico produjo efecto  uterotónico de  0.125f 0.07 mU/ml de oxictocina 
disminuyendo la respuesta  de 1.25mU/ml dle oxitocina en un 3of 5%. 

Los extractos  que  se  obtuvieron  con  diclorometano-metanol,  metanol  y  agua  por  este 
mismo  método,  no  presentaron  actividad  uterot6nica  (Tabla 5); 40 =g /m1 del  extracto  disminuy6 
también  en  un 30 f 5 % la respuesta de 1.2!5 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 
uterot6nico  (Tabla 5). Los extractos  con  diclorometano-metano1  y  metanol  no  presentaron  un 
efecto  uterot6nico  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  uterot6nica 
equivalente  a 0.02 i- 0.004 mUI/ml  de  oxitocina. 

I EXTRACTO ModificaciQ  de la 
Respuesta a OT. 

# de PRUEBA B. de P. 

N O  activo no activo no activo 4 no activo 
NO activo  activo  activo 3 no activo 
NO activo activo no activo 2 no activo 
N O  activo no activo activo 1 no activo 

ACUOSO MeOH CH2C12/PIleOH 

Tabla 6.- Pruebas  in vitro de la extracción por soxhlet  en  útero  de cobayo estrogenizado. En todos 
los casos se administr6  una dosis  de 40 pg/ml de  extracto. El extracto acuoso mostt-6 efecto 
uterotónico de 0.02 *0.004 mU/ml de  oxitocina. No hubo modificación de la respuesta a oxitocina. 

En  todos  los  extractos  obtenidos  por  soxhlet  no se observ6 modificacih en  la  respuesta 
a  oxitocina  después de que los segmentos  uterinos  permanecieron en contacto  con el extracto 
durante 40 minutos. 

6.- METODOS ESPECTROSCdPICOS. 

a) ESPECTROMETR~A DE MASAS. 

Los tres  Bcidos  derivados del Kauranlo V. Gr.  Kauradienoico,  Kaurenoico  y  monoginoico 
fueron  analizados  por  espectrometrfa 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 12. Espectro  de  masas del 6cido  grandiflorénico. 
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Figura  14. Espectro  de  masas  del  dcido  monoginoico. 



1966; Bohlman et. al., 1983; Brieskornet. al., 1969; Kalinovskyet. al., 1971). Los tres compuestos 
pudieron ser identificados para su seguimiento en cromatografía líquida. 

b) RESONANCIA MAGNhTCA NUCLEAR 

Una  vez  puros y cotejados los espectros de masas obtenidos con los reportados 
anteriormente, se analizaron las sustancias por resonancia magnetita nuclear de pulsos en un 
espectrómetro Varian VXR-300s  de 300 MHz. Las muestras fueron disueltas en cloroformo 
deuteriado y sus espectros de rmn obtenidos en temperatura ambiente. Los desplazamientos 
químicos estiin dados en partes por mill6n. El régimen de  acumulacih  de espectros permitid 
obtener en lapsos de 10 a 15 minutos trazos con suficiente relaci6n señal/ruido para discernir 
claramente cada una de las estructuras. 

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

Así, las fracciones eluídas del cronnatógrafo de líquidos pudieron ser analizadas t 

directamente por RMN de pulsos y sus estructuras corroboradas. 

I 
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1.- TAMIZADO. 
a) DISTRIBUCI~N DEL TAMAÑO DE P A R ~ ~ C U L A  EN EL TAMIZADO DE LA 
F'LOR DE ZOAPATLE. 

El conocer de una manera general la distribución de la partícula en un molido de planta 
implica de alguna manera el tener una idea de  la extracci6n que se efectuará, ya que es bien 
sabido que entre mayor sea  el Brea de contacto con el disolvente, la extracci6nserB mBs efectiva. 
Al contrario de lo que se esperaba, no se observa una distribución homogenea (gausiana) en 
la ditribuci6nde partículas, sino que por el contrario, parece ser que se trata de una distribución 
heterogénea, al azar, donde  el mayor número de material se encuentra en un rango de 1 a 1.4 
mm de diámetro (Gráfica 1). 

El hecho de que la distribución sea heterogénea: puede provocar que la extracci6n sea 
también heterogenea y que por consiguiente, las diferencias que existen en  la manifestaci6n del 
efecto puedan ser ocasionadas por este fen6meno de distribución. Esto conlleva a posteriores 
investigaciones donde sería conveniente realizar extracciones con cada una de las fracciones 
colectadas y poder detectar si existe o no variación en el número y tipo de componentes, así 
como en la manifestaci6n o no de la actividad biológica atribuida a esta planta y que en un 
momento dado sirva como parámetro para estudios fitoquímicos en otras plantas medicinales. 

2.- M&TODOS Y DINAMICA DE EXTRACCI~N. 

a) SEGUIMDENTO DE LA EXTRI4CCI6N POR  CLAE Y CCF. 

Es claro que  en la extracción intervj.enen varios factores: el disolvente, su tiempo de 
contacto y el mbtodo particular de extracci6n empleado. En primera instancia se encuentra el 
método o tipo de extracci6n, esto es, si se trata de una decocci6n, infusi6n o extracci6norgAnica. 
Cada una es diferente, puesto que en  la decocción e infusión, la temperatura facilita tanto  la 
suspensión de sustancias hidrofóbicas como hidrofílicas debido al cambio conformacional que 
ocasiona el cambio de temperatura o por la presencia de compuestos anfotéricos. Por el 
contrario, en una extracci6n orgánica, la nalturaleza química de los compuestos depender6 de 
la polaridad del disolvente que se utilice para  tal efecto, sin olvidar que la presencia de ciertos 
compuestos facilita la difusi6n de otros en una polaridad muy diferente a la del disolvente 
empleado. Este fen6meno puede deberse a un cambio en la tensión superficial del medio, 
provocado por la naturaleza de los compuestos extraídos inicialmente. 

En cuanto al m&odo, se puede observar en los resultados (Gráfica 2,3) que efectivamente 
es otro paiámetro,  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 S), lo  cual 
implica, que si  se realizara una extracción por otro método como la maceración en  reposo,  los 
componentes puedenser diferentes a los  obtenidos  por  los  métodos  mencionados  anteriormente. 

I 
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Sin embargo, existirán compuestos comunes que pueden ser extraídos independientemente 
del m#todo que se utilice quizá por su fácil difusión o por su mayor concentración en  en la 
planta. 

La diferencia entre estos métodos, puede ser ocasionada por que en el soxhlet, la 
temperatura acelera y facilita la suspensión de compuestos, mientras que en una maceración 
simple, la extracción se efectúa por simple difusión de los compuestos en el medio; esta última 
es  más lenta aunque segura, en cuanto a que la temperatura no es  una variable a controlar, 
factor que puede interferir enla presencia de compuestos biológicamente activos. Elultrasonido 
por su parte, presenta ciertas ventajas sobre los anteriores y de hecho, este trabajo propone su 
empleo en este tipo de investigaciones fitoquímicas por su fácil manejo y velocidad de 
extracción; la eficiencia no es menor, ya que (el ultrasonido, permite la ruptura de la  membrana 
celular, provocando la difusión de un gran número de compuestos, semejante quizti, a la 
suspensi6n que podría encontrarse en la decocción; 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 saturación de los compuestos 
difundidos durante la extracción asi como con  la natyraleza y concentración de los  mismos, 
recalcando que aparentemente no se lleva a. cabo una extracción 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 mínima pero constante. En los resultados puede observarse (Figura 4,6,7 
y8) que con un mismo disolvente, la extracción y concentración de compuestos varía con 
respecto al tiempo. 

En  el zoapatle, se encontraron ciertos aspectos de inter& como es que en las primeras 
extracciones se obtiene la mayor cantidad de material extraíble (GrAfica 2,3). Esto no quiere 
decir, que una sola extracci6n sea suficiente, ya que en los cromatogramas (Figura 4,6,7 y 8) 
se observa que despuks de 5 y 78 h (por ultrasonido y soxhlet respectivamente) los compuestos 
que se extraen son de diferente polaridad; con los extractos benc6nicos (Figura 4,6) se observa 
que en  el primer cromatograma, por la  f0rm.a de elución 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 resultaría ser ilógico si se considera que la bencina 
de petróleo es  un disolvente no polar; por lo que se debería esperar únicamente compuestos 
hidrofílicos. 

Con los extractos dicloro-metanólicos 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 extracción se observa en los primeros extractos, donde se 
pueden determinar compuestos como los kaurenos (GA, KA y MO), los cuales no habían sido 
extraídos totalmente en  la extracción con bencina de petróleo. Este hecho parece corroborar la 
hipótesis de que  es necesaria la presecia de ciertas estructuras químicas para la extracción de 
compuestos con características diferentes al medio. 

Los extractos metanólicos por  su parte, mostraron algo nunca antes reportado en esta 
planta: la alta concentración de azúcares y de otros compuestos altamente polares, los cuales 
representan cerca de un 50 % del material extraído. Esto constituye un nuevo hallazgo siendo 
otra área que puede explotarse en cuanto a la identificación de estos compuestos polares y  a 
la posibilidad de poder correlacionarlos con  la actividad biológica o bien, para relacionarlos 
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con otras especies del mismo genero (quimiotaxonomía). 

Estos comportamientos fueron similares en los metodos de extraccih empleados, a 
diferencia de que no todos los compuestos eran totalmente identicos a los determinados por 
CLAE en  un extracto obtenido por un mbtodo o por otro, lo que corrobora que el metodo es 
fundamental para la extracci6n de compuestos activos. 

Al parecer, el aumento de polaridad, incrementa la cantidad de material extraído (Tabla 
3) pues en general, se extrae un 15 & 3 % del total del extracto con bencina de petróleo, un 25 
k 5 % con diclorometano-metano1 y 55 f 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) CUANTIFICACI6N  DE LOS KAURENOS ANTES, DURANTE Y POSTERIOR A 
LA FLORACI~N. 

Desde que se iniciaron los estudios fitoquímicos en el zoapatle, no se ha observado un 
efecto uterot6nico claro, por lo que se ha hipotetizado el hecho de que la epoca de colecta de 
la planta es fundamental, ya que la concentración de metabolitos puede no ser constante 
durante todo el  año (Estrada, 1983); sin embargo, n9  se había realizado ningún trabajo al 
respecto. Aprovechando que en esta planta se conocen más de 40 compuestos, de los cuales 6 
presentan efecto uterotónico, se dicidió hacer un seguimiento de la concentración de 3 de ellos: 
ácido grandiflorenico, kaurenoico y monoginoico antes, durante y posterior a  la floraci6n y 
observar si ubiese o no un cambio radical en su concentración durante este periódo. 

Los resultados muestran que en realidad estos compuestos no son constantes en  todo el 
tiempo (Gráfica 4,5), sino que existen días en los cuales su concentraci6n es muy elevada, como 
es  el caso del ácido grandiflorbnico, 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 biosíntesis de ellos parece estar ligada, si 
se observa la gráfica 5, donde hay un incre:mento  en  la concentración de ambos el mismo dia. 
Con base en estos resultados, se propone realizar un estudio más profundo en este tema para 
reafirmar estos datos, tanto en  el zoapatle como en cualquier otra planta medicinal, tomando 
otros parámetros fisiol6gicos como referencia e incluso se podría hacer un seguimiento desde 
el momento de la germinación 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 farmacológica), ya que no todas las especies de un 
mismo genero presentan la misma respuesta. Además de la especie, tambien influyen  la 
humedad, temperatura, altura, estado silvestre o las condiciones controladas de la  misma (u. 
gr.  crecimiento dentro  de un invernadero) (Estrada, 1983). 

1 0 4 4 2 9  
3.- PREPARACIONES BIOL~GICAS. 

a) IDENTIFICACI~N DE ACIDO GRANDIFLOR&NICO Y KAURXNOICO  EN EL 
EXTRACTO ACUOSO. 

Recientemente apareció un artículo en cual se refutó que los kaurenos (GA, KA y MO) se 
encontraban en la decocci6n  del zoapatle (Dong, 1989). Ello contradecía lo publicado 
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anteriormente  por  Enríquez et .  al. (1983). Esto  provoc6  el  inter&  por  corroborar  la  presencia  de 
estos  compuestos en el t6 y de este  modo  asegurar o no su  presencia en  esta  forma  de  extracción. 
Esto  es  un  factor  importante  por la atribuci6n  que  se  les ha  hecho  a  estos  compuestos en  cuanto 
a la atribución del efecto  uterot6nico de esta  planta. Los resultados  muestran  claramente  que 
sí se encuentran  presentes  en la decocción  acuosa  (Figura 11) y  por  consiguiente  no  quedan 
excluidos  como  productos  naturales  biológicamente  activos.  Esta  aparente  contradicción  se 
discute en  t6rminos de la  forma de preparacih de la  muestra  cuando  se  analiza  por C U E .  

b) SUSPENSIONES  ACUOSAS DE EXTRACTOS ORGhICOS 

La necesidad de tener  una suspensih acuosa  permite  un  estudio  más  fidedigno  y 
repetitivo  que  en  otro  tipo de suspensiones,  las  cuales  pueden  incluso ser nocivas al tejido  u 
organismo  con  que se est6  trabajando.  Esta  forma de suspensión de los  extractos  orgiinicos, 
permite  la  resuspensi6n de prActicamente  todos  los  compuestos  extraídos  (Figura 11). 

El poder  resuspender  un  extracto orgsmico  en  un  medio acuoso,  medio  semejante en  el 
que se encuentran  todos  los  tejidos  vivos,  evita  el  uso de estiindares  que  podrían  alterar  la 
respuesta,  por  la  presencia de sustancias  sint6ticas  (polivinilpirrolidona,  etilenglicdl  entre 
otras) y sobre todo, se elimina  el  efecto  tóxico  de  las  mismas. 

4.-PRUEBAS F A R ~ C O L Ó G I C A S  IN VITRO. 

Hasta  la fecha no se ha establecido tampoco un método común para evaluar 
farmacológicamente  los  extractos  tanto  acuosos  como  orgánicos,  provenientes de plantas 
medicinales  con  propiedades  uterotónicas. En este  trabajo se buscó  establecer  un  bioensayo 
con segmentos  uterinos de cobayo  en  cond.iciones  controladas,  es  decir,  los  animales  que se 
utilizaron se trataron  con  benzoato de estradiol  para  uniformizar  el  estado  end6crino  del 
animal (estro), lo cual  permite  una  estandarización de la  respuesta  a  oxitocina  como  lo 
muestran  nuestros resultados. Los tejidos  que no cumplían  con este requisito  fueron 
deshechados. 

La diferencia de actividades  entre  los  extractos  obtenidos  por  ambos  metodos  puede 
deberse  a  que el ultrasonido  rompe  las  membranas de las  c6lulas  permitiendo  la liberacih de 
todo  el  contenido  intracelular,  lo  que  hace  una  extracción mAs profunda en comparaci6n  con 
otros  m6todos. La presencia  de  tales  compuestos  dentro de toda  la  planta,  provoca  una  cierta 
toxicidad al tejido  incubado  con  los  extractos  obtenidos  por  este  mbtodo.  Esto  habla  de la 
presencia de compuestos  t6xicos  dentro  de la planta,  como  son  los  kaurenos  a  los  cuales se les 
ha atribuído  propiedades  antimicrobianas  (Davino, 1989); o bien  por la tolerancia  que 
presenten  éstos  en el tejido. 

Por otra  parte, la extracción  por  soxhlet  permite  que  a  pesar de que se logre  una  extracción 
más  eficiente, en cuanto  a la cantidad de material  extraído,  la  eficiencia en cuanto al número 
de componentes  puede  suponerse  menor,  debido  a  que no se incorporan  algunas  sustancias 
contenidas  intracelularmente.  Tambibn, la  temperatura  puede  provocar  modificaciones en la 
estructura  química de los  compuestos  presentes en  la planta y éstas  a  su  vez,  pueden  modificar 
el  efecto t6xico, 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  postsintiptica  y  en  consecuencia 
produce  una  contracción. Los efectos  contráctiles 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 reportaldo  Queiroz - Neto  y  Melito (1990). Ellos  sugieren 
que  el  efecto  contriictil  producido  por  la  infusión  liofilizada de Phorudendronr latioliunz sobre  el 
músculo  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  elucidaci6n 
de la  diniimica  que se sigue en  la extracción  de  plantas  con actividad farmacol6gica 
(especificamente  el  zoapatle),  no  con  ello se quiere  decir  que  este  patr6n de extracci6n  deba 
repetirse en  todos  los  casos, sino para  que  en  pr6ximos  estudios se consideren  los  factores  que 
se  han  mencionado  anteriormente  y  que co:n esto se pueda  estandarizar  metodol6gicamente 
el  estudio  fitoquímico de plantas  medicinales y asi  poder  conocer  con  certeza lo que  desde  años 
atrás se ha manejado de manera  tradicional 'y no se ha  podido  comprobar  experimentalmente. . 

\ 
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CONCLUSIONES. 

El tiempo y la forma de extracción son determinantes para lograr la extracci6n reproduc- 
ible de compuestos biolbgicamente activos, hecho que se refleja en la respuesta biol6gica de los 
extractos orgánicos. 

El análisis de los extractos por cromatografía líquida de alta eficiencia muestra que la 
presencia de ciertos componentes facilita la difusidn de otros con polaridad diferente al 
disolvente empleado para la extracci6n. 

La extracci6n por soxhlet es más efectiva en funci6n a  la cantidad de material extraído, 
sin embargo, s610 los extractos acuosos presentaron actividad uterot6nica. 

La extracci6n con ultrasonido es más efectiva en cuanto al número de componentes pero 
la respuesta a oxitocina disminuye en los tejidos incubados con estos extractos 

El extracto metan6lico del zoapatle es el más abundante en ambos modos de extraccibn, 
aunque sin actividad uterot6nica, y se compone principalmente de gluc6sidos o azúcares del 
tipo  monosacdrido. Este constituye el primer reporte sobre la naturaleza del extracto metan6lico 
de zoapatle. 

La forma de suspensi6n acuosa empleada en este estudio es  un mktodo rápido y eficiente 
que disminuye sensiblemente el factor de influencia de los vehículos de suspensi6n usualmente 
empleados en este tipo de modelo biol6gico. 

La concentracibn de los compuestos dentro del zoapatle no  son constantes en el tiempo, 
sino  que presenta variaciones, lo que permite sugerir que ademiis de todos los factores que se 
mencionaron anteriormente, la  concentraci61n de metabolitos específicos debe ser considerada 
al realizar un estudio fitoquímico con plantas medicinales. 
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