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RESUMEN

Las cicadas son un pequefio grupo de gimnospermas dioicas tropicales y
subtropicales, clasificadas en tres familias (Cycadaceae, Stangeriaceae Yy
Zamiaceae) y 11 géneros. Sus principales usos son: ornamental, alimentario,
medicinal e insecticida, entre otros. Dentro del uso alimentario, se ha identificado
que las semillas de Cycas micronesica Hill, poseen un alto grado de toxicidad
asociada al contenido de un aminoacido no proteico conocido como B-N-
metilamino-L-alanina (L-BMAA). Estudios en animales han demostrado
alteraciones del comportamiento, rigidez en las extremidades, movimientos
involuntarios, dificultad en su locomocién e incluso la muerte. En humanos causa
una enfermedad neurolégica conocida como esclerosis lateral amiotrofica-

demencia compleja parkinsoniana (ALS-PDC).

Dioon edule Lindl. (Chamal), se distribuye en San Luis Potosi,
particularmente en la region Huasteca localizada en la Sierra Madre Oriental, en la
comunidad conocida como La Palma, perteneciente al municipio de Rayon. Un
estudio etnobotanico reciente, sefiala la presencia de toxicidad en animales de
corral por el consumo de semillas, caracterizada por: diarrea, paralisis de las patas
traseras, dificultad para caminar y en algunos casos la muerte. En humanos se
describen alteraciones gastrointestinales y motoras tras el consumo de alimentos
preparados con semillas de Chamal (tamales). Acorde con estos antecedentes y la
falta de evidencia cientifica sobre los efectos toxicos de la especie Dioon edule
Lindl., consideramos importante caracterizar in vivo los efectos sobre la
locomocién (dificultad para caminar), como principal signo de toxicidad observado
en animales y humanos. Ademas, evaluar si existe una posible correlacion téxica
sobre la locomocion entre el género Dioon y el género Cycas por pertenecer al
mismo orden. Asimismo, realizar un estudio fitoquimico preliminar, para conocer

los posibles compuestos responsables de tales efectos.



Las semillas y los componentes individuales (sarcotesta y gametofito) de
Dioon edule Lindl., a dosis de 0.5 g/kg, mostraron efectos sobre la locomocion no
restringida y en campo abierto. Tal alteracion se asocia a la presencia de
metabolitos secundarios como: alcaloides y aminoacidos libres, los cuales tienen

una participacion importante sobre la excitacion e inhibicion del sistema nervioso.
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Af.
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Clima templado con verano fresco y largo. Temperatura media anual 12.1°C,
temperaturas medias mensuales 9.8°C.

Clima de selva tropical lluvioso. Temperaturas altas todo el afio (el mes mas
frio por encima de 18°C; precipitaciones intensas durante los doce meses del
ano, sin una estacion seca definida.

Clima monzénico. Es un clima muy lluvioso, en torno a los 2,500 mm, y con

escasa oscilacion térmica, entre 25y 27°C.

Clima tropical de sabana. Temperaturas altas todo el afio; el mes mas frio, por
encima de 18°C.

Clima semiérido, verano seco y caluroso con temperaturas medias superiores a
los 25°C y maximas suaves en la costa y muy altas en zonas interiores,

pudiendo sobrepasar los 45°C en situaciones de olas de calor



I. INTRODUCCION

1.1 Locomocidén

La locomocion es una serie de movimientos ritmicos o ciclicos, controlados
por una red central, generadora de patrones de movimiento, localizada al interior y
a lo largo de la columna vertebral, que a su vez esta bajo la influencia de senales
periféricas ascendentes (aferentes sensoriales) y descendentes (eferentes

motoras), ampliamente coordinadas por el Sistema Nervioso (Grillner, 1981).

El sistema nervioso central comprende el encéfalo (cerebro, cerebelo y
tronco encefalico) y la médula espinal. Estos érganos correlacionan la informacion
sensorial que llega a ellos, a través de impulsos nerviosos generados por los
nervios periféricos sensoriales, los cuales son estimulados por las sensaciones de
dolor, vibracién y temperatura. Una vez codificada la informacién, esta es
transmitida por vias eferentes a través de los nervios motores que conectan al
encéfalo y la médula espinal con las glandulas y los musculos (Purves, et al., 2001;
Tortora, et al., 2002).

1.2 Estructuras neuronales responsables del movimiento

Los conjuntos neuronales responsables del control del movimiento o

constituyen 4 subsistemas:

a) Circuito de la médula espinal; el cual se localiza en la materia gris de la
meédula espinal. Este incluye a las neuronas motoras primarias o alfa, las
cuales envian sus axones fuera de la médula espinal para inervar fibras del
musculo esquelético y las interneuronas medulares, que constituyen una
fuente importante de las aferencias sinapticas a las neuronas motoras.
Todas las érdenes para el movimiento, reflejo o voluntario, son transmitidas

finalmente a los musculos por la actividad de las motoneuronas alfa, también



denominadas neuronas motoras inferiores, las cuales son la via final comun

para la conducta motora.

b) Sistema descendente; este subsistema motor consiste en neuronas cuyos
cuerpos celulares se ubican en el tronco encefalico y la corteza cerebral. Los
axones de las neuronas motoras superiores descienden para hacer sinapsis
con interneuronas y/o neuronas motoras alfa. Los sistemas descendentes
que se originan en el tronco encefalico, son responsables de integrar la
informacion sensitiva vestibular, somatosensitiva y visual para ajustar la
actividad refleja de la médula espinal y su contribucién es fundamental para

los movimientos basicos de direccion del cuerpo y el control de la postura.

c) Cerebelo; su funcién principal es corregir los errores del movimiento,

coordinando los componentes de los movimientos complejos.

d) Ganglios basales; estos ejercen control sobre el movimiento mediante la
regulacién de la actividad de las neuronas motoras superiores que dan

origen a las vias descendentes (Purves, et al., 2001).

1.3 Eventos nerviosos que originan lalocomocion en los vertebrados

Gracias a los estudios de Grillner y colaboradores (1975), fue posible
establecer la siguiente secuencia de eventos nerviosos que conducen a la

generacion de actividad locomotora en la mayoria de los vertebrados:

a) Precediendo a la actividad locomotora, se produce un incremento en la
actividad de las neuronas reticulo-espinales del tallo cerebral del animal, lo
que constituiria el comando u orden descendente para que se inicie la

locomocion.



b) La actividad supraespinal excita a todas las neuronas de los circuitos

generadores de patrones locomotores en la médula espinal.

c) Cada arreglo de interneuronas genera las secuencias ritmicas de excitaciéon
e inhibicién de las motoneuronas, que controlan los musculos laterales o de

las extremidades, segun sea el caso.

d) La alternancia en la actividad de los circuitos segmentales, ipsi y
contralateral, surge por una accion inhibitoria reciproca entre tales circuitos,
generando movimientos locomotores alternados, caracteristicos de cada tipo

de vertebrado.

e) Los receptores periféricos de la piel y/o musculos, sensibles al estiramiento
informan a los circuitos generadores espinales sobre la ejecucion de cada
uno de los movimientos, confiriendo al animal la capacidad de adaptarlos a
las condiciones ambientales, propiciando asi, un patron motor repetido
dentro de un ciclo del aparato locomotor (Jiménez, 1998; Van Emmerik,
1998; Purves, et al., 2001; Buschges, 2005).

1.4 Ciclo del aparato locomotor

La locomocién se basa en secuencias de movimientos coordinados. Cuando
un animal da un paso o zancada, cada una de las extremidades realiza una serie
de movimientos basicos, los cuales se dividen en dos fases que conforman lo que

se denomina un ciclo de paso.

a) Fase de balanceo. Durante esta fase, la pata del animal no se encuentra en
contacto con el piso en ningin momento y comprende la flexién de la pata
para separarla del suelo, el desplazamiento de la misma aun flexionada
hacia delante y su extension antes de tocar el piso (E+, E y E3 (Figura 1)). Al

inicio de la fase de balanceo se flexionan las articulaciones de la cadera, de



la rodilla y del tobillo, mientras que al final se extienden las articulaciones de

la rodilla y del tobillo, pero la de la cadera se mantiene flexionada (Figura 2).

b) Fase de soporte o de posicion de pie. En esta fase la pata del animal esta
en contacto continuo con el piso, en donde se desplaza en sentido contrario
a la direccién que lleva el cuerpo y lo impulsa hacia delante (Figura 1).
Durante la parte inicial de la fase de soporte, el animal extiende la
articulacion de la cadera y flexiona las articulaciones de la rodilla y del
tobillo, para extenderlas en la parte final de esta fase (Figura 2) (Grillner,
1975; Jiménez, 1998).

‘—Ba anceo—¥——Posicion de pie —>
E E, E, F
Flexidn Extensidn

Figura 1. Ciclo de paso. Las fases que lo conforman son: la flexion (F) y la extension (E4, E; y Ej)
de la pata, las cuales se relacionan con las fases de balanceo y la de posicién de pie o soporte en
la locomocion (Purves, et al., 2001).

Cadera

Rodilla

Tobillo 4' —

!J |
AMG
SOPORTE BAL Eo

Figura 2. Flexion de las articulaciones. Cadera, rodilla y tobillo en las fases de soporte y balanceo
(Jiménez, 1998).



1.5 Cinemaética

La cinematica es la descripcion geométrica de movimiento, en términos de
desplazamientos, velocidades y aceleraciones. Los sistemas de cinematica son
usados en el analisis de la locomocidn, para registrar la posicién y la orientacion de
los segmentos de cuerpo, los angulos de las uniones y las velocidades lineales y

angulares correspondientes, y aceleraciones (Figura 3).

100 ms
)
(]
(o]
a
[ 1 s}
Q
F F F
e hd | -]
E1 E1
| I— | I— |
E2+E3 . . EZ2+E3
':' PCRT
BALANCEO SOPORTE

Figura 3. Diagrama de la cinematica de la locomocién. Angulos de las fases de la zancada:
F= Flexion; E1= Extensién de las articulaciones en la base de balanceo; E2 + E3= Extension de las
articulaciones en la fase de soporte (Garcia, 2006).

Las medidas cinematicas simples permiten evaluar la alteracion de la
locomocidn, para ello, su analisis no invasivo puede determinarse empleando un
sistema de videograbacion fijo, y un medio de calibracién con interceptos de
dimensiones conocidas detras del sujeto (Whittle, et al., 2003). El analisis
cinematico de la locomocion (marcha), es de gran ayuda para caracterizar espacio-
temporalmente las secuencias de movimientos que realizan las extremidades
posteriores (0 anteriores) durante la ejecucion de la caminata, pero para llevar a
cabo esto, se requiere que los animales no realicen algun tipo de conducta (por
ejemplo: conducta de exploracion o se distraigan), de tal forma que la marcha sea

continua.



1.6 Actividad espontanea en campo abierto

La medicion de la actividad espontanea, permite identificar alteraciones en la
funcion motora de un modelo animal, a través del analisis del desplazamiento y la
coordinacion de sus movimientos, asi como el estado emocional del animal como
la excitacion o depresion (Evangelista, 1997). El procedimiento implica la
confrontacion del roedor con el medio ambiente. El animal se coloca en el centro o
cerca de las paredes y el comportamiento se registra por un periodo de 15 min:

locomocidén horizontal (humero de travesias de las lineas marcadas en el piso).

En tal situacidn, los roedores prefieren espontaneamente la periferia a la
actividad en las partes centrales del campo abierto. De hecho, los ratones y las
ratas caminan cerca de las paredes, un comportamiento llamado tigmotaxis. Un
incremento del tiempo en la parte central de la caja es conocido como locomocién
central/total o bien, un decremento de la fase de latencia en el centro de la caja es

indicativo de anxiolisis (Evangelista, 1997; Jiménez, 1998; Prut y Belzung, 2003).

Es importante sefialar que tanto el analisis cinematico de la marcha como el
de la actividad espontanea en campo abierto son dos pruebas motoras que en
esencia son totalmente diferentes (no son equivalentes entre si), por lo que los
resultados obtenidos deben ser interpretados de manera independiente. En el caso
del analisis cinematico de la marcha, este método es de gran ayuda para
caracterizar espacio-temporalmente las secuencias de movimientos que realizan
las extremidades posteriores (o anteriores) durante la ejecucién de una caminata
normal, esto es, sin restricciones u obstaculos. Para llevar a cabo lo anterior, es
imprescindible que los animales realicen las zancadas de la caminata de manera
continua y a una velocidad estable (sin que se distraigan, realicen conductas
exploratorias 0 que corran). En cambio, en el analisis de la actividad motora en
campo abierto se incluyen todo tipo de conductas, tanto motoras (caminar, correr,

pararse, etc.) como de exploracion, aseo, dormir, etc.



[I. ANTECEDENTES

2.1 Las cicadales

Las cicadales son un pequefio grupo de gimnospermas dioicas tropicales y
subtropicales (Vovides, et al.,, 2004). A menudo son llamadas "fosiles vivientes”
porque formaban parte importante de la vegetacion del planeta en la Era
Mesozoica (300 millones de afios) también llamada “Era de los dinosaurios y las
cicadales” y porque su morfologia se ha mantenido desde entonces (Vovides,
2000; Schneider, et al., 2002; Brener, et al., 2003a).

El nombre cicada se deriva de la palabra griega koikas, un nombre usado
por Teofrasto para una palma egipcia, la Palma de Doum o arbol de jengibre
(Hyphanethe-baica, Arecaceae); Linneo en el afio 1737 fue el primero en nombrar

uno de los géneros, el Cycas (Vovides, 2000; Yanez, 2006).

Estas plantas se caracterizan por poseer tallos relativamente no ramificados,
blandos y gruesos con muy poca madera desarrollada (manoxilematica), hojas
grandes compuestas, y generalmente con estructuras reproductoras, conocidas
como estrobilos (conos) grandes, terminales o subterminales, comunmente de
colores brillantes (Brener, et al., 2003a). Las cicadales, pueden ser arborescentes,
con troncos de mas de 10 m de alto o plantas bajas con tallos subterraneos donde

so6lo se aprecian las hojas (Vovides, 2000).

2.1.1 Clasificacién de las cicadales

Las cicadales actuales se clasifican en tres familias (Cycadaceae,
Stangeriaceae y Zamiaceae) y 11 géneros (Vovides, et al., 2004; Gonzalez, et al.,
2005; Yanez, 2006). Existen 303 especies validas registradas, (Figura 4) (Vovides,
et al., 2004; Pérez, et al., 2006).
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Figura 4. Clasificacion de las cicadales actuales. Filograma simplificado con base en el rbcL
(Treutlein y Wink, 2002; Yariez, 2006).

2.1.2 Usos tradicionales de las cicadales

Las cicadales poseen un significado religioso y cultural para diferentes
pueblos alrededor del mundo. Segun sus formas de uso se clasifican en: plantas
ornamentales vivas, debido a que poseen hojas atractivas (compuestas) y conos
masculinos gigantescos (Brener, et al., 2003a; Yagi, 2004); medicinales, insecticidas
y comestibles. Actualmente estas plantas estan en peligro de extincion (IUCN, 2009),
debido a la destruccion de su habitat y al comercio ilegal de plantas silvestres
(CITES, 2003; Pérez, et al., 2006).

2.1.3 Toxicidad de las cicadales

Como muchos otros grupos de plantas, las cicadales producen metabolitos
secundarios y con frecuencia, los almacenan en altas concentraciones y en varios
tejidos. Estos compuestos son secundarios, ya que no son vitales para el
metabolismo de la planta, pero en muchos casos cumplen una funcion protectora

por ser desagradables o toxicos para los depredadores (Yanez, 2006). Entre los



compuestos secundarios mas importantes, se encuentran el metilazoxiglucésido
cicasina, macrozamina y varias neocicasinas ademas de flavones diméricos
(Figura 5). La toxina que se encuentra en menor concentracion es el aminoacido no
proteico, derivado de alanina, B-N-metilamino-L-alanina (L-BMAA), que en
concentraciones elevadas es neurotdxico para mamiferos y aves (Schneider, et al.,
2002; Brener et al., 2003a, Brener et al., 2003b).
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HO Ol Acido 2,4-diaminobutirico (DABA)

Neocicasina A

Figura 5. Toxinas de las cicadales. Metilazoxiglucésidos: cicasina, macrozamina, neocisacina A,
metilazoximetanol (MAM); aminoacidos no protéicos: B-N-metilamino-L-alanina (L-BMAA), acido 2,4-
diaminobutirico (DABA) (Traducido de Schneider, et al., 2002).

La especie Cycas micronesica Hill, distribuida ampliamente en la isla de
Guam es considerada como una de las cicadales con una importante
concentracion de la neurotoxina L-BMAA en sus semillas. Trabajos recientes han

demostrado que L-BMAA, es el responsable de la patologia neuroldgica, conocida
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como esclerosis lateral amiotréfica - demencia compleja parkinsoniana (ALS-PDC)
que hace algunos afos se presentaba con muy alta frecuencia (33%) entre los
indios Chamorro de Guam (Brener, et al., 2003a; Steward et al., 2006; Yanez,
2006; Pérez y Soto, 2007).

La ALS-PDC, se caracteriza por mostrar signos tipicos de la inmovilidad
post-encefalica y paralisis que semeja a la esclerosis lateral amiotrofica, en otros
casos, se presenta una forma progresiva de la enfermedad de Parkinson (Spencer,
2003; Pérez y Soto, 2007).

La principal via de intoxicacién de la poblacion con esta toxina, es a través
de la dieta tras consumir los murciélagos zorros voladores (Pteropus), los cuales se
alimentan de la sarcotesta de las semillas de esta especie (Banack y Cox, 2003;
Cox, et al., 2003; Murch, et al., 2004; Ince y Codd, 2005).

2.1.4 Evaluacién toxicoldgica del L-BMAA

Estudios realizados en monos alimentados con las semillas de Cycas
micronesica Hill, han demostrado la presencia de una enfermedad aguda y
reversible con dafio en la médula espinal (paralisis flacida), en el nucleo estriado y
en la corteza cerebral (que provoca parkinsonismo y cambios en la conducta)
(Karamyan y Speth, 2008).

En ratas jovenes, las inyecciones intraperitoneales de L-BMAA provocaron
disfuncion cerebral y degeneracion de las células de Purkinje, de Golgi, estrelladas
y en cesto del cerebelo (Pérez y Soto, 2007). Otros estudios en roedores
expuestos a L-BMAA, sefialan que a dosis orales de 0.1-0.3 g/kg/dia presentan
alteraciones del comportamiento, rigidez, movimientos involuntarios, dificultad en

su locomocion e incluso la muerte (Karamyan y Speth, 2008).
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2.2 Dioon edule Lindl. (Zamiaceae)

De acuerdo con la lista mundial de cicadales (Hill, et al., 2007) en México se
distribuye la familia Zamiaceae, clasificada en los géneros Dioon, con 13 especies,
Zamia, 15 especies y Ceratozamia con 20 especies. Este hecho coloca a México
en el segundo lugar mundial en riqueza de especies de cicadales, (después de
Australia), con aproximadamente 20% del total de las especies distribuidas en el

mundo y de estas, el 80% son endémicas (Vovides 2000; Yafiez, 2006).

Dioon edule es considerada como la planta viviente mas antigua de México,
debido a que algunos ejemplares localizados en Jalapa, Veracruz tienen mas de
2500 afios de edad (Vovides y Peters, 1987). La adaptacion de esta planta a los
cambios ambientales que han transcurrido a través del tiempo geoldgico, se deben
a su capacidad de modificar su sistema fotosintético llamado metabolismo acidico
de las crasulaceas (Vovides, et al., 1983; Vovides y Peters, 1987; Gonzalez, et al.,
2003).

Los nombres comunes de Dioon edule Lindl., son: palma de dolores,
palmita, palma de serrucho, palma de teresita, chamal, quiotamal, sotol, tullidora,
tiotamal (Vovides, et al., 1983; Yanez, 2006).

2.2.1 Distribucion geograficay ecoldgica de Dioon edule Lindl.

En nuestro pais, estas plantas se distribuyen en el noreste de México, en los
estados de Veracruz, Nuevo Ledn, Tamaulipas, Querétaro, Guanajuato, Hidalgo y
San Luis Potosi, particularmente en la region Huasteca localizada en la Sierra
Madre Oriental, en la comunidad conocida como La Palma (21° 47°N; 99° 28'W).
(Vovides, et al., 1983; Vovides, 1990).

Respecto a la distribucion ecolégica, Dioon edule se encuentra a una altitud

de 0-1600 m; Clima: Cb, Af, Am, Aw, BSh. Tipo de vegetacion: matorral xerdfilo,
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vegetaciéon de dunas costeras, bosque tropical subcaducifolio, bosque tropical

caducifolio, bosque espinoso, bosque de Pinus y Quercus (Yanez, 2006).

2.2.2 Descripcion boténica

Dioon edule Lindl., es una planta arborescente; en forma de palma, hasta de
4 m de alto, 30-50 cm diametro; 50-150 hojas de una corona. Hojas verde palido o
brillante o azul-verdes, semilustrosas a opacas, 100-200 cm largo, planas, con 70-
150 foliolos; foliolos basales reducidos a espinas, peciolo inerme por 5 cm; foliolos
angostamente lanceolados, insertos en el raquis en angulo recto; 6-12 cm de largo,
5-10mm de ancho; catafilos 20-30 mm de largo, tomentosos. Conos masculinos
ovalados a fusiformes, pardo palido, 15-40 cm de largo, 6-10 cm diametro; apice
del microsporofilo 30 mm de largo, 20 mm de ancho. Conos femeninos ovados, gris
palido, 20-35 cm de largo, 12-20 cm de diametro; apice del megasporofilo 35 mm
de largo, 25 mm de ancho. Semillas ovadas, 25-45mm de largo, 20-30mm de
ancho, sarcotesta amarillo palido o blanco (Figura 6) (Vovides, et al., 1983; Yafez,
2006).

Figura 6. Estructuras reproductoras de Dioon edule Lindl. a) Cono masculino; b) Cono
femenino; ¢) Semillas en cono; d) Planta adulta de Dioon edule Lindl. Fotografia: Erika Garcia Ch. y
Laura Yanez E.
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2.2.3 Usos tradicionales

A través de la historia, Dioon edule ha sido usada de diversas maneras por
el hombre. Siendo mas extensivo como planta ornamental. Las frondas se utilizan
en pequena escala como adorno en las iglesias en festividades religiosas, la testa
vacia de las semillas es usada como juguete por los nifios, ya que emite un chillido
particular cuando se le ata un hilo y se gira en circulo. Sin embargo su uso mas
antiguo fue como alimento, durante tiempos de escasez de maiz (Vovides, et al.,
1983).

En muchas regiones de Meéxico, todavia las semillas se emplean como
fuente de harina y se prepara masa para tortillas y atole. También en algunos
lugares se usan las semillas como medicina para el tratamiento de la neuralgia
(Vovides, et al., 1983; Vovides y Peters, 1987; Vovides, 2000; Yafez, 2006).
Particularmente en la regiéon Huasteca en el estado de San Luis Potosi las semillas
son consumidas después de cocinarlas como tamales, simples o rellenos con

huevo u otros guisos (Yanez et al., 2009).

2.3 Justificacion

De acuerdo a un estudio etnobotanico realizado por Yanez y colaboradores
(2009) sobre la distribucion y uso de Dioon edule, se sefala la presencia de
toxicidad en animales de corral por el consumo de las semillas caracterizada por:
diarrea, paralisis de las patas traseras, dificultad para caminar y en algunos casos
la muerte (Yanez et al., 2009). Este antecedente proporciona indicios de la posible
capacidad toxica de la especie, a pesar de ello, hasta el momento no hay estudios
que identifiquen estos signos neurotoxicos tras el consumo de las semillas; sélo
existe un estudio que ha demostrado la mortalidad de un 100% en roedores

(Peromyscus mexicanus) al consumir las semillas por 7 dias (Gonzalez, 1989).
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Por otra parte, se menciona que las personas intoxicadas con alimentos
preparados con las semillas de Dioon edule, presentan vomito, diarrea y dificultad
para caminar; también se hace mencion acerca de tamales mal preparados, los
cuales pueden ocasionar la muerte en humanos (Chemin, 2000). Sin embargo,

tales manifestaciones hasta el momento carecen de un respaldo cientifico.

Por ello consideramos importante conocer la fitoquimica de las semillas y
sus partes (gametofito y sarcotesta), asi como caracterizar los efectos sobre la
locomocién (dificultad para caminar). Este es el principal signo de toxicidad que se
ha observado en animales y humanos tras el consumo de semillas. Por otra parte,
este estudio nos permitira determinar si existe una posible correlacion toxica sobre
la locomocion entre el género Dioon y el género Cycas por tener origen

monofilético (origen evolutivo Unico).

2.4 Hipotesis

Las semillas de Dioon edule Lindl.,, provocan alteraciones sobre Ia
locomocion, las cuales son similares a las observadas en los animales intoxicados

con la toxina L-BMAA aislada de las semillas de Cycas micronesica Hill.

2.5 Objetivo general

Estudiar la alteracion de la locomocidon en ratas expuestas a semillas de

Dioon edule Lindl.

2.6 Objetivos especificos

1. Realizar el estudio fitoquimico preliminar de las semillas y sus

componentes individuales (sarcotesta y gametofito) de Dioon edule Lindl.

2. Evaluar el efecto sobre la alimentacion y ganancia de peso de las ratas

tratadas con semillas de Dioon edule Lindl. a tres dosis diferentes.
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3. Evaluar el efecto sobre la locomocion (no restringida y campo abierto),
de ratas expuestas a la semilla y sus componentes individuales
(sarcotesta y gametofito) partiendo de la dosis que presente menor

efecto toxico sobre la alimentacion y ganancia de peso.
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[ll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Estudio fitoquimico preliminar de la semilla y sus componentes

individuales (sarcotesta y gametofito) de Dioon edule Lindl.

3.1.1 Recoleccioén del material vegetal

Se recolectaron conos femeninos maduros con peso aproximado de 1.9 a
2.1 kg en la region de La Palma (21° 47°N; 99° 28’'W), localizada en el municipio de
Rayon en el estado de San Luis Potosi, México. Posteriormente, los conos se
llevaron a la unidad B del laboratorio del Instituto de Investigacion de Zonas
Desérticas, donde se sometieron a un proceso de secado a temperatura ambiente
durante 15 dias de acuerdo con las practicas tradicionales. Transcurrido este
tiempo se extrajeron las semillas, las cuales fueron divididas en tres grupos que

correspondieron a: semilla, sarcotesta y gametofito.

3.1.2 Preparacion del material vegetal

La semilla completa asi como sus partes (sarcotesta y gametofito), se
sometieron a un proceso de secado a temperatura ambiente de manera
independiente. Posteriormente se pulverizd cada material vegetal en un molino
eléctrico (Osterizer Pulsematic), y el polvo obtenido se hizo pasar a través de un
tamiz No. 40 (Perfoparts, S.A. de C.V.), para unificar el tamafo de las particulas de
las muestras y preparar las diferentes disoluciones tanto para el estudio fitoquimico

preliminar, como para la evaluacion toxicoldgica.

3.1.3 Preparacion de los extractos

Decoccion. En un recipiente con 20 mL de agua destilada en ebulliciéon, se

colocaron 10 g de polvo de la muestra vegetal correspondiente, por 15 minutos y
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se retird6 del fuego. La disolucion fria, se filtr6 al vacio y se conservd en

refrigeracion hasta su posterior analisis.

Maceracion. Se pesaron tres muestras de 10 g de polvo de la muestra
vegetal y se afiadieron de manera independiente 20 mL del disolvente
correspondiente (hexano, cloroformo y etanol). Posteriormente se dejé macerar
durante 7 dias a temperatura ambiente y al abrigo de la luz. Al término de este

tiempo, el contenido se filtr6 al vacio y se ajustd a un volumen de 20 mL.

Extraccion por calentamiento en serie. En un matraz balén se colocaron 15 g
de la muestra vegetal en polvo y se afiadieron 40 mL de hexano, posteriormente se
sometio a reflujo durante 30 minutos a la temperatura de ebullicion del disolvente.
El extracto obtenido se filtré6 al vacio y se dejo secar el residuo vegetal, para
posteriormente repetir este procedimiento sobre el residuo con cloroformo y
metanol sucesivamente. Los tres extractos obtenidos de cada muestra vegetal, se

llevaron a un volumen de 30 mL con el disolvente correspondiente.

3.1.4 Andlisis fitoquimico cualitativo de los extractos

El analisis consistio en detectar por medio de reacciones de coloracién y
precipitacion la presencia de: carbohidratos, antraquinonas, saponinas, grasas,
alcaloides, aminoacidos libres, taninos, lactonas sesquiterpénicas, flavonoides,
heterdsidos cianogenéticos, glucdsidos cardiotonicos y cumarinas. Los métodos
para la identificacion de cada uno de los grupos quimicos se presentan en el
anexo 1. Cada ensayo se realizé 3 veces por extracto.
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3.2 Evaluacién del efecto toxico sobre la alimentacién y ganancia de peso de

las ratas expuestas a dosis diferentes de semilla de Dioon edule Lindl.

El objetivo de esta parte experimental fue descartar el efecto de los
tratamientos sobre el sistema nervioso, por un estado nutricional deficiente, el cual
es considerado un factor confusor en estudios sobre el sistema nervioso y la

locomocion.

3.2.1 Modelo animal

Se utilizaron 42 ratas macho Wistar (200 — 250 g de peso corporal), las
cuales fueron proporcionadas por el Bioterio de la Facultad de Medicina de la
UASLP. Los animales fueron tratados conforme a la Norma Oficial Mexicana NOM-
062-Z00-1999, de acuerdo a las especificaciones técnicas de produccion, cuidado
y uso de animales de laboratorio. Se les condiciono a un ciclo de luz/obscuridad de
12/12h a una temperatura controlada de 22 + 1°C y una humedad de 50 + 5%; se
alimentaron con una dieta estandar para roedor (Rodent laboratory Chow* 5001; 30
g de alimento/dia) y agua. Todos los animales se sometieron a un periodo de

adaptacion de 15 dias, antes de administrar los tratamientos.

3.2.2 Tratamientos

Se prepararon suspensiones acuosas de semilla a concentraciones de 0.125
g/mL, 0.250 g/mL y 0.500 g/mL, correspondientes a las dosis de 0.5, 1y 2 g/kg. La
dosis mas baja utilizada en este estudio, se seleccion6 con base en estudios
previos en roedores, los cuales mostraron alteraciones en la actividad locomotora
después de 10 dias de una exposicion diaria a la toxina L-BMAA (Karamyan vy
Speth, 2008). Otro de los tratamientos consistié en la administracion de 0.5 mL de
agua destilada y por ultimo el tratamiento con la toxina L-BMAA a dosis de 2 mg/kg
(Karamyan y Speth, 2008).
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3.2.3 Grupos experimentales

Después del periodo de adaptacion, las ratas se asignaron aleatoriamente
en cuatro grupos independientes (n=6). Los tratamientos se administraron
diariamente durante 15 dias por via intragastrica y se monitore6 cada dia el
consumo de agua y alimento; el peso corporal de cada uno de los animales se

registroé cada tercer dia.

3.3 Evaluaciéon del efecto sobre la locomocién (no restringida y campo
abierto) de ratas expuestas a la semilla y sus componentes (sarcotesta y

gametofito)

3.3.1 Locomocion no restringida

Al final del tiempo de exposicion, los animales se rasuraron de la extremidad
posterior izquierda, para colocarles marcas de tinta en la cintura, cadera, rodilla,
tobillo y la primera falange. Cada animal se introdujo en una pasarela, cuyo piso es
de acrilico transparente. A los animales se les permitid desplazarse sin restriccion
alguna, a lo largo de la pasarela (4 a 5 zancadas) y se les grabo en video (30

cuadros/segundo) cuando menos en dos ocasiones (Figura 7).

Figura 7. Desplazamiento de rata en pasarela. Marcas de tinta en ratas para la evaluacion de la
locomocién no restringida: cadera, cintura, rodilla, tobillo y primer falange, de arriba hacia abajo.
Fotografia: E. Garcia CH, y A. Covarrubias C.
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A través del programa Pinnacle 10, se digitalizaron las imagenes contenidas
en cada uno de los cuadros de grabacion y consecutivamente con el programa
Image J (Psion inc. NIH), se determin¢ las coordenadas de cada una de las marcas
colocadas en las articulaciones de la pata izquierda de los animales. Las distintas
coordenadas se emplearon para establecer la cinematica de los animales, para
obtener las fases de flexion, extension y soporte, asi como la longitud, la duracion

y la velocidad de cada zancada de los animales (Garcia, 2006).

3.3.2 Actividad espontanea en campo abierto

Después del tiempo de exposicion, las ratas se introdujeron de manera
independiente a una caja cuyas dimensiones eran de 90 x 90 x 60cm. Se
videograbd su actividad motora en ciclo de oscuridad, durante 15 minutos. Esta
metodologia nos permitié evaluar la actividad motora exploratoria de los animales,
a través de: la velocidad promedio y la distancia recorrida por los animales (Gomez
y Fusté, 1994; Evangelista, 1997; Irigoyen, et al., 1999; Prut y Beltzung, 2003), por
medio de un programa realizado para este proposito en el laboratorio del Dr. Ismael
Jiménez Estrada del Departamento de Fisiologia, Biofisica y Neurociencias del
CINVESTAV-Zacatenco.

3.4 Andlisis estadistico

Para el andlisis estadistico de los resultados se utilizé el Software Stata 8.0
(Stata, Corp Collage Station Tx), proporcionado por el CINVESTAV-Zacatenco.
Para la evaluacion de los tratamientos se realizé el analisis de varianza (ANOVA)
usando como prueba post-hoc la prueba de Bonferroni. Se consideré como valor

de significancia diferencias con p<0.05.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Estudio fitoquimico preliminar de las semillas y sus componentes
individuales (sarcotesta y gametofito) de Dioon edule Lindl.

El contenido por ciento de grasa (g%) en la semilla, sarcotesta y gametofito
se cuantifico a través del método de extraccién por Soxhlet hasta agotamiento. Se
obtuvo un contenido de grasa de 0.157% en la semilla, 0.058% en el gametofito y
0.168% en la sarcotesta. Los resultados muestran que la sarcotesta posee el
mayor contenido de grasa, posiblemente a esta caracteristica se deba la
preferencia del ganado y animales como el Peromyscus por el consumo de esta
(Gonzalez, 1989; Yarez, et al., 2009). La determinacion de presencia de almidén
se realizo en el residuo de extraccidn de las decocciones con el reactivo de yodo,
donde las tres muestras presentaron prueba positiva. Estos resultados
corresponden a la naturaleza del almidéon como parte de almacenamiento en las

semillas (Trease y Evans, 1987; Bruneton, 1991).

Los resultados del analisis fitoquimico preliminar por reacciones de
coloracion y precipitacion de los extractos acuosos y organicos de semilla,
sarcotesta y gametofito de Dioon edule Lindl., se muestran en el cuadro 1. Donde
la semilla, sarcotesta y gametofito mostraron la presencia de carbohidratos

reductores, grasas, esteroles, alcaloides y aminoacidos libres.

La semilla y sarcotesta, presentaron taninos condensados, mientras que
para gametofito esta reaccion fue negativa. La semilla, sarcotesta y gametofito, no
presentaron: lactosa, cetosas, pentosas, antraquinonas, cumarinas, lactonas
sesquiterpenicas, heterdsidos cianogenéticos, saponinas, glucésidos cardioactivos,

taninos elagicos, triterpenos y flavonoides.

La sarcotesta, en comparacion con semilla y gametofito, presentd taninos

hidrolizables galicos y una mayor intensidad de coloracion (mayor concentracion de
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grupos quimicos identificados) para aminoacidos libres y alcaloides. Entre
sarcotesta y semilla, esta diferencia de concentracion (aminoacidos libres vy
alcaloides), se debe a que en la semilla, la sarcotesta representa sélo un 20% vy el

80% restante le es conferido por la presencia del gametofito.

Cuadro 1. Resultados del analisis fitoquimico preliminar de Dioon edule Lindl.

Grupo Quimico Semilla Sarcotesta Gametofito
Carbohidratos reductores + + +
Almidén + + +
Alcaloides + ++ +
Aminoacidos libres + +++ +
Esteroles + + +
Grasas + + +
Taninos generales + + -
Taninos condensados + + -
Taninos hidrolizables
gélicos ) ¥ )
Lactosa - - -
Cetosas - - -
Pentosas - - -

Antraguinonas - - -
Cumarinas - - -
Lactonas sesquiterpénicas - - -
Heter6sidos
cianogenéticos
Saponinas - - -
Glucoésidos cardioactivos - - -
Taninos eldgicos - - -
Triterpenos - - -

Flavonoides - - -

- Prueba negativa
+ Prueba positiva (El numero de cruces es proporcional a la intensidad de la coloracién de la reaccion, que esta

relacionada con la concentracién del grupo funcional identificado).

22



De acuerdo con los resultados obtenidos de este analisis preliminar, el uso
alimentario de las semillas queda corroborado por la presencia de carbohidratos,
grasas Y los esteroles, los cuales tienen importancia dietética (Bruneton, 1991). La
presencia de los aminoacidos libres, alcaloides y taninos, por su naturaleza
quimica, pueden ser toxicos al ser ingeridos, ya que pueden actuar sobre el
sistema nervioso central o el sistema nervioso auténomo (Trease y Evans, 1987;
Bruneton, 1991; Gutiérrez, et al.,, 2007). Lo que sugiere que estos metabolitos

secundarios, pueden estar asociadas a la toxicidad de las cicadales.

4.2 Evaluacién del efecto téxico sobre la alimentacién y ganancia de peso de

las ratas expuestas a semillas de Dioon edule Lindl.

Para establecer el efecto que los tratamientos pudieran inferir sobre la
alimentacion de los animales, se evaluaron tres dosis de semilla (0.5, 1.0 y 2.0
g/kg), ya que la malnutricion estd asociada con alteraciones sobre el sistema
nervioso como cambios en el comportamiento y la locomocion (Garcia-Ruiz et al.,
1994, Garcia, 2006). A partir del tercer dia de exposicidon a los tratamientos, los
grupos de ratas expuestas a las dosis de 1.0 y 2.0 g/kg de semilla, mostraron una
disminucion significativa (p = 0.001) en el consumo de alimento, manteniéndose
este comportamiento hasta el término del experimento (Figura 8). El grupo de ratas
tratadas con 0.5 g/kg no presenté diferencias significativas en comparacion con el

grupo de 2.0 ml/kg de agua.
Con relacibn al consumo de agua, no se observaron diferencias

significativas entre los tratamientos de 0.5, 1.0 y 2.0 g/kg de semilla con respecto al

grupo tratado con agua (2 mL/kg) (Figura 9).
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Figura 8. Efecto de las semillas de Dioon edule Lindl. en el consumo de alimento. Los
tratamientos fueron administrados por via intragastrica durante 15 dias, los valores representan la
media + DE, n = 6; *p = 0.001 comparado con el grupo expuesto a 2.0 mL /kg de agua.
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Figura 9. Efecto de las semillas de Dioon edule Lindl. en el consumo de agua. Los tratamiento
fueron administrados por via intragastrica durante 15 dias, los valores representan la media + DE,
n = 6; *p = 0.001 comparado con el grupo expuesto a 2.0 mL /kg de agua.
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La ganancia de peso disminuyé significativamente (p = 0.001), a partir del
sexto dia en el grupo de ratas tratadas con semilla (2.0 g/kg) con respecto al grupo
tratado con agua (2.0 ml/kg); mientras que el grupo con semilla (1.0 g/kg) fue
significativamente diferente al doceavo dia del tratamiento (p = 0.001), comparado
con el grupo tratado con agua (Figura 10). Ambos comportamientos se
mantuvieron hasta el término de la exposicion y no estuvieron asociados con
alteraciones sistémicas como diarrea o vémito. El grupo de semilla (0.5 g/kg), no

mostro diferencias con el grupo tratado con agua.
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Figura 10. Efecto de las semillas de Dioon edule Lindl. sobre la ganancia de peso. Los
tratamiento fueron administrados por via intragastrica durante 15 dias, los valores representan la
media + DE, n = 6; *p = 0.001 comparado con el grupo expuesto a 2.0 mL /kg de agua.

De acuerdo con los resultados anteriores, el grupo de ratas tratadas con las
dosis de 1.0 y 2.0 g/kg, mostraron efectos sobre la alimentacion de los animales,
reflejado en la ausencia y pérdida de ganancia de peso durante el tiempo de

exposicion a los tratamientos.
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Tales alteraciones, pueden estar relacionadas con la presencia de taninos
condensados en la semilla, los cuales tienen la capacidad de formar complejos
insolubles con las proteinas y otras macromoléculas, afectando negativamente la
energia metabolizable y la disponibilidad de proteina. Este complejo tanino-
proteina, es considerado como el responsable del bajo nivel de crecimiento, baja
digestibilidad de proteina y disminucion de aminoacidos aprovechados e

incremento de nitrégeno excretado en animales de corral (Romero, 2000).

Ademas, las enzimas digestivas como la amilasa, lipasa y tripsina son
fuertemente inhibidas, afectando en esta forma la digestibilidad de proteinas,
grasas y almidones (Romero, 2000). Por otra parte, los taninos también inducen
una respuesta negativa cuando son consumidos, debido a su sabor astringente,
amargo o desagradable. Esto puede generar una respuesta de rechazo
principalmente al alimento y no al consumo de agua, lo cual se puede relacionar
con efectos antinutricionales, reflejados en los resultados previamente descritos, y

que pueden dar origen a la presencia de alteraciones sobre el sistema nervioso.

En relacion a estos hallazgos, se selecciond la dosis de 0.5 g/kg de semilla,
por mostrar un comportamiento similar al grupo tratado con agua (2.0 mL/kg). Con
esta dosis se llevaron a cabo los experimentos para evaluar los componentes
individuales de la semilla (sarcotesta y gametofito), sobre la alimentacion, ganancia

de peso y locomocién (no restringida y en campo abierto).
4.3 Evaluacién del efecto téxico sobre la alimentacién y ganancia de peso de
las ratas expuestas a semillas y sus componente individuales (sarcotesta y

gametofito) de Dioon edule Lindl.

Se evalud el efecto de la especie Cycas, a través de su toxina L-BMAA, con

la finalidad de valorar la existencia de una relacién toxica entre las especies.
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Los tratamientos de gametofito y semilla no mostraron diferencias significativas
durante el experimento (Figura 11). El grupo de ratas expuestas a sarcotesta (0.5
g/kg), mostré un aumento significativo en el consumo de alimento al inicio del
tratamiento hasta el sexto dia de tratamiento, en comparacién con el grupo tratado
con agua. Por otra parte, el grupo de ratas expuestas a L-BMAA, presenté una
disminucion considerable en el consumo de alimento a partir del doceavo dia y

hasta el término del tiempo de exposicién (Figura 11).
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Figura 11. Efecto de Dioon edule Lindl. en el consumo de alimento. Los tratamientos fueron
administrados por via intragastrica durante 15 dias, los valores representan la media + DE, n = 6; *p
< 0.001 comparado con el grupo expuesto a 2.0 mL/kg de agua.

Los efectos observados sobre el consumo de alimento, en el grupo de
animales tratados con L-BMAA pueden deberse a la capacidad de este animoacido
no proteico en acumularse en el hipocampo (Duncan, et al., 1991), region cerebral

cuya funcién esta relacionada en la regulacién de la conducta alimentaria a través
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de los centros hipotalamicos de la saciedad y la ingesta de liquidos y la sed (Afifi y
Bergman, 1999). En relacion al efecto observado en el grupo de ratas tratadas con
sarcotesta, de acuerdo al estudio fitoquimico, existe la presencia importante de
aminoacidos libres, por lo que consideramos probable que estos pudieran incidir en
el hipocampo principalmente en los centros cerebrales relacionados en la

regulacion de la saciedad (Afifi y Bergman, 1999).

Por otra parte, es posible que la presencia de alcaloides, identificados en el
estudio fitoquimico, pudieran tener inferencia sobre la activacion de los receptores
cannabinoides (CB1) localizados en el hipocampo, los cuales estan relacionados

en la induccion de hiperfagia en roedores de experimentacion (Mabry, 2001).

El grupo de ratas tratadas con gametofito y L-BMAA mostraron una
disminucion significativa en el consumo de agua (p<0.01), a partir del doceavo dia
hasta el término del experimento en comparacion con el grupo de animales
tratados con agua. Tal manifestacién sugerimos que pudiera estar relacionada a la
interaccion del L-BMAA sobre las regiones lateral y anterior del hipotalamo
(Duncan, et al., 1991), debido que alteraciones en esta region, estan asociadas a la
supresion de la sed (Afifi y Bergman, 1999). En relacién al tratamiento de
gametofito, la presencia de aminoacidos libres puede estar asociada a este mismo
efecto, debido a que no hubo diferencia significativa entre ambos tratamientos
(Figura 12).

Los resultados obtenidos en el grupo de animales tratados con sarcotesta y
semilla (0.5 g/kg), no mostraron diferencias en el consumo de agua entre los

grupos, en comparacion con el grupo tratado con agua (Figura 12).

Las alteraciones de los tratamientos de gametofito y L-BMAA sobre el
consumo de alimento y agua, no afectaron la ganancia de peso de los animales
(Figura 13), sin embargo, es evidente la existencia de la interaccion de estos, sobre

el sistema nervioso.
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Figura 12. Efecto de Dioon edule Lindl. en el consumo de agua. Los tratamiento fueron
administrados por via intragastrica durante 15 dias, los valores representan la media + DE, n = 6; *p
< 0.001 comparado con el grupo expuesto a 2.0 mL /kg de agua.
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Figura 13. Efecto de Dioon edule Lindl. sobre la ganancia de peso. Los tratamiento fueron
administrados por via intragastrica durante 15 dias, los valores representan la media + DE, n = 6; *p
< 0.05 comparado con el grupo expuesto a 2.0 mL /kg de agua.
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4.4 Evaluacion del efecto sobre la locomocién (no restringida y campo
abierto) de ratas expuestas a la semilla y sus componentes (sarcotesta y

gametofito)

La locomocion es un proceso complejo ampliamente coordinado por el
sistema nervioso, su ejecucion, iniciacion y velocidad estan controlados por redes
que reciben simultaneamente sefiales de sistemas sensoriales y del cerebelo, del
tronco encefalico y de la corteza cerebral, estas ultimas bajo influencia de los
ganglios basales. Los sistemas de control mencionados anteriormente, permiten a
cada organismo generar las sinergias de flexiéon y extension de las extremidades
(Buschges, 2005). Ello facilita la adaptacion del individuo a su medio ambiente a
través de variaciones en la velocidad, direccion y estilo de paso que le permite
corregir las perturbaciones existentes (Grillner, 1975; Jiménez, 1998). De acuerdo
con lo anterior, las modificaciones en la locomocion, podrian estar asociadas a
alteraciones sobre los sistemas reguladores del sistema nervioso (Blschges, 2005,
Garcia, 2006). Por ello, la evaluacién de la locomocion es una herramienta util para
medir los dafios que los tratamientos de semilla, sarcotesta, gametofito y L-BMAA

pudieran tener sobre el sistema nervioso.

4.4.1 Andlisis locomocion no restringida

Los resultados obtenidos en el analisis de locomocién no restringida, no
mostraron diferencias significativas en los parametros de flexion y extension de las
ratas con los tratamientos de semilla, gametofito, sarcotesta y L-BMAA con
respecto al grupo de ratas tratadas con agua (2.0 mL/kg) (Figuras 14 y 15). Lo
anterior se traduce, en que existe una adecuada activacion secuencial de los
musculos flexores y extensores, reflejada en la actividad de neuronas reticulo-
espinales, células encargadas de la activacién de las motoneuronas flexoras vy
extensoras (Grillner, 1975; Jiménez, 1998).

Sin embargo, en el anadlisis de la fase de soporte solo el grupo de animales

tratados con semilla mostré una disminucion significativa (p < 0.05), con respecto al
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grupo tratado con agua (Figura 16). Tal efecto se tradujo en una disminucion del
tiempo en el que el animal apoya su peso corporal en sus cuatro patas (Jiménez,
1998).
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Figura 14. Andlisis de la flexién en la locomocién no restringida de la rata. Las barras
representan los diferentes tratamientos: agua (2.0 mL/kg); semilla, sarcotesta y gametofito (0.5 g/kg)
y L-BMAA (2.0 mg/kg). Los valores representan la media £ DE. p < 0.05, comparado con el grupo
expuesto a 2.0 mL /kg de agua.
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Figura 15. Analisis de la extension en la locomocién no restringida de la rata. Las barras
representan los diferentes tratamientos: agua (2.0 mL/kg); semilla, sarcotesta y gametofito (0.5 g/kg)
y L-BMAA (2.0 mg/kg), los valores representan la media + DE. p < 0.05, comparado con el grupo
expuesto a 2.0 mL /kg de agua.
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Por otra parte, el grupo de animales tratados con gametofito y L-BMAA,
mostraron un incremento significativo en el tiempo de la fase de soporte con

respecto al grupo tratado con agua (Figura 16).
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Figura 16. Andlisis de la fase de soporte en lalocomocidn no restringida de la rata. Las barras
representan los diferentes tratamientos: agua (2.0 mL/kg); semilla, sarcotesta y gametofito (0.5 g/kg)
y L-BMAA (2.0 mg/kg), los valores representan la media + DE. *p < 0.05, comparado con el grupo
expuesto a 2.0 mL /kg de agua.

Las ratas pertenecientes al grupo de semilla, mostraron un incremento
significativo (p<0.05) en el parametro cinematico de longitud. Tal efecto fue
contrastante con lo observado con los grupos de ratas expuestas a gametofito y L-
BMAA, dado que estos presentaron una disminucion significativa en comparacion

con el grupo de animales tratados con agua (Figura 17).

En relacion a la duracidén de la zancada, solo el grupo tratado con semilla
(0.5 g/kg) mostré una reduccion significativa (Figura 18), pero mostréo un
incremento considerable en la velocidad de la zancada en comparaciéon con los

demas tratamientos (p < 0.01) (Figura 19). Por otra parte, el grupo de ratas tratadas
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con gametofito y L-BMAA presentaron una disminucién en su velocidad (p <0.01),

con respecto al grupo con agua (2.0 mL/kg) (Figura 19).
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Figura 17. Analisis de la longitud de la zancada en la locomocién no restringida de la rata.
Las barras representan los diferentes tratamientos: agua (2.0 mL/kg); semilla, sarcotesta y
gametofito (0.5 g/kg) y L-BMAA (2.0 mg/kg), los valores representan la media + DE. *p = 0.05,
comparado con el grupo expuesto a 2.0 mL /kg de agua.
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Figura 18. Anédlisis de la duracion de la zancada en la locomocidn no restringida de la rata.
Las barras representan los diferentes tratamientos: agua (2.0 mL/kg); semilla, sarcotesta y
gametofito (0.5 g/kg) y L-BMAA (2.0 mg/kg), los valores representan la media + DE. *p < 0.001,
comparado con el grupo expuesto a 2.0 mL /kg de agua.
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Figura 19. Analisis de la velocidad de la zancada en la locomocidn no restringida de la rata.
Las barras representan los diferentes tratamientos: agua (2.0 ml/kg); semilla, sarcotesta y
gametofito (0.5 g/kg) y L-BMAA (2.0 mg/kg), los valores representan la media + DE. *p < 0.001,
comparado con el grupo expuesto a 2.0 mL /kg de agua.

De acuerdo con los resultados obtenidos en el analisis de locomociéon no
restringida, es importante puntualizar que la longitud de la zancada, se incrementa
de manera lineal con la velocidad, y por consecuencia hay una disminucion en la
duracion de la zancada, asi como una disminucion de la fase de soporte (Grillner,
1975), tal y como se observo en el grupo expuesto a la semilla (Figura 16, 17, 18 y
19). Este comportamiento se traduce en un desplazamiento rapido, ademas, las
ratas presentaron un comportamiento agresivo y excitado. Esta respuesta,
posiblemente se deba a la presencia de los alcaloides en la semilla. Algunos
alcaloides, como los alcaloides tropanicos (hiosciamina y atropina) presentan cierta
afinidad sobre los receptores colinérgicos centrales, provocando a dosis elevadas
una notable excitacion. Otro ejemplo de ellos es la cocaina, que actua sobre el
sistema nervioso central, estimulando funciones sensoriales y motoras,

disminuyendo la sensacion de fatiga (Trease y Evans, 1987; Bruneton, 1991).
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Los efectos observados entre el grupo tratado con semilla (desplazamiento
rapido) y gametofito (desplazamiento lento), son controversiales, debido a que
ambos tratamientos comparten la presencia de los metabolitos secundarios del
gametofito (80% del total de la semilla es gametofito), y no presentan el mismo
comportamiento; aunado a que el grupo tratado con sarcotesta por si sola, no
presentd ningun efecto. Tal hecho, nos hace sugerir lo siguiente: El efecto
excitatorio del tratamiento con semilla, posiblemente se debe a factores
toxicocinéticos, es decir, la participacion en conjunto de los metabolitos de
gametofito y sarcotesta (a pesar que esta en menor proporcion en la semilla
completa (20%)), pueden modificar la absorcién, distribuciéon, metabolismo y
eliminacion de los metabolitos secundarios, haciéndolos biodisponibles para

ejecutar su accién sobre el sistema nervioso.

Por otra parte, existe la posibilidad de que alcaloides con diferentes
caracteristicas estereoquimicas, logren efectos sobre vias de sefalizacién o con
interaccion ligando-receptor. Estos efectos estaran sujetos a los gradientes de
concentracion y a su accién como agonista o antagonista, o bien como inhibidores
inespecificos. Por lo que tales posibilidades son sugeridas, debido a los resultados

encontrados en este trabajo (activacion e inhibicidon de la locomocion).

Estudios realizados en roedores sobre sustancias agonistas e inhibidores no
selectivos del receptor de serotonina (5-HT), del sistema serotoninérgico (Prut y
Belzung, 2003), muestran la importancia de este neurotransmisor sobre la
locomocién, mostrando que el bloqueo del receptor de serotonina aunado a la

sintesis del mismo es un punto critico en la regulacion de desplazamiento.

Por otro lado, las neuronas serotoninérgicas contienen la enzima triptéfano-
hidroxilasa, que convierte el triptéfano en 5-hidroxitriptéfano (5-HTP) y la otra
enzima implicada en la sintesis de serotonina es la decarboxilasa de los
aminoacidos L-aromaticos (aminoacido descarboxilasa: AADC), que convierte 5-

HTP en 5-HT. La AADC esta presente no sélo en las neuronas serotoninérgicas
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sino también en las neuronas catecolaminérgicas, donde convierte 3,4-
dihidroxifenilalanina (DOPA) a dopamina (Afifi y Bergman, 1999). La relevancia de
esta enzima es que participa de manera importante en la sintesis de dopamina,
neurotransmisor critico en la regulacion de los movimientos en los ganglios basales
y que el déficit de ésta da origen a la presencia de Parkinson, enfermedad participe
de la toxicidad de las cicadas (Purdie, et al, 2009). De acuerdo con lo anterior
existe la posibilidad de que los metabolitos secundarios actuan a nivel de inhibicion

enzimatica.

En relacion a los efectos observados con el tratamiento de gametofito y L-
BMAA, en donde se observd una disminucion de la actividad motora, se ha
establecido que este aminoacido no proteico, comparte una similitud estructural al
neurotransmisor glutamato (Mabry, 2001; Karlsson, et al., 2009; Purdie, et al,
2009). Este aminoacido tiene una funcion excitatoria por la apertura de canales
iénicos en el cerebro, el cual puede llevar a un desbalance del calcio citosdlico
neuronal, resultando en un comportamiento anormal, provocando temblores,
debilidad de las extremidades, irritabilidad y locomocion lenta (Mabry, 2001). De
acuerdo con lo anterior, el tratamiento con gametofito posiblemente comparte el
efecto toxico del L-BMAA. Sin embargo, es necesario realizar experimentos

complementarios para establecer su relacion.

4.4.2 Anédlisis en campo abierto

El analisis de la locomocién en campo abierto, es un procedimiento muy
conveniente no solo para medir ansiedad, sino también la sedacién o el
desplazamiento de los animales (Evangelista, 1997). Con los diagramas obtenidos
para cada tratamiento sobre el desplazamiento de las ratas (Figura 20), se
establecid la distancia recorrida y la velocidad promedio de la locomociéon en

campo abierto.
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Figura 20. Diagrama del desplazamiento de las ratas en campo abierto. La figura muestra los
desplazamientos representativos de los grupos con diferencias significativas. A) agua (2.0 mL/kg);
B) sarcotesta (0.5 g/kg); C) L-BMAA (2.0mg/Kg).

Los grupos de ratas tratadas con sarcotesta de Dioon edule Lindl.,
mostraron una disminucion significativa en la distancia recorrida alrededor del
campo (p < 0.05), en comparacion con el grupo tratado con agua. Por otra parte, el
grupo tratado con L-BMAA presenté un decremento considerable en la distancia

recorrida en comparacién con todos los tratamientos (Figura 21).
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Figura 21. Anédlisis de la distancia recorrida en lalocomocion de la rata en campo abierto. Las
barras representan los diferentes tratamientos: agua (2.0 mL/kg); semilla, sarcotesta y gametofito
(0.5 g/kg) y L-BMAA (2.0 mg/kg), los valores representan la media £ DE. *p < 0.05, comparado con
el grupo expuesto a 2.0 mL /kg de agua.

37



El tratamiento con sarcotesta (0.5 g/kg) y L-BMAA, mostraron una disminucion
significativa en la velocidad promedio del desplazamiento en comparacion con el

grupo tratado con agua (Figura 22). Sin embargo entre ambos tratamientos no se
observo diferencia.
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Figura 22. Velocidad promedio de desplazamiento de la rata en campo abierto. Las barras
representan los diferentes tratamientos: agua (2.0 mL/kg); semilla, sarcotesta y gametofito (0.5 g/kg)
y L-BMAA (2.0 mg/kg), los valores representan la media £ DE. *p < 0.001.

La disminucion en la distancia recorrida y la velocidad promedio en los
grupos de animales tratados con sarcotesta y L-BMAA, pudo interpretarse como un
efecto ansiogénico (disminucion significativa de la exploracion de espacios abiertos
y desconocidos)(Pascual, et al. 2003; Prut y Belzung, 2003). Tal efecto
nuevamente puede estar asociado a cambios quimicos inducidos en la funcion
nerviosa (Irigoyen, et al., 1999), a través posiblemente del sistema serotoninérgico.
Por ejemplo a través de sus receptores, los cuales, estan presentes en alta
densidad en el hipocampo, region cerebral blanco del L-BMAA (Duncan, et al.,

1991), en el hipotalamo, neocértex séptum y amigdala (Afifi y Bergman, 1999).
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Muchas de estas areas terminales, son componentes del sistema limbico, el
cual implica la modulaciéon de la emocién. Por lo que proponemos que éste, es
afectado por la administracion de sarcotesta y L-BMAA, esto porque la prueba
determina la exploracién y la reactividad emocional, lo que se reflejo6 como una

disminucion del desplazamiento en ambos tratamientos.

Debido a esto, el mecanismo de toxicidad puede deberse a la incidencia en
los receptores serotoninérgicos ya que estos pueden modular la liberacion de otros
neurotransmisores, como la acetilcolina, neurotransmisor que participa de manera
importante en la unién neuromuscular (Afifi y Bergman, 1999) y que su inhibicion
por alcaloides induce a alteraciones sobre la locomocion y paralisis, entre otros

efectos.

Algunos alcaloides tropanicos, como la atropina y la hiosciamina, presentan
cierta afinidad sobre los receptores colinérgicos centrales, provocando a dosis muy
bajas, una accion depresiva poco marcada y a dosis elevadas notable excitacion.
La escopolamina, manifiesta una importante actividad central, ya que a dosis
elevadas es un notable “incapacitante”, originando trastornos en la locomocion. El
belefio es un parasimpaticolitico débil y posee propiedades sedantes del sistema

nervioso central (Trease y Evans, 1987; Bruneton, 1991).

Entre los alcaloides piperidinicos no derivados del metabolismo de la lisina,
se encuentra la coniina (cicutina), causante de la disminucién de la motilidad y de
la sensibilidad, asi como de paralisis progresiva de los musculos. La nicotina
(alcaloide derivado del acido nicotinico), estimula el SNC (Trease y Evans, 1987,
Bruneton, 1991).

Lo descrito anteriormente, coincide con las alteraciones descritas en el
estudio etnobotanico sobre el consumo de semillas de Dioon edule Lindl. (Yafiez et
al., 2009) para los humanos y los animales, como: paralisis de las patas traseras y

dificultad para caminar. Estos efectos también se observaron en el proyecto de
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investigacion. Por tal motivo, estas alteraciones se pueden asociar a la presencia

de alcaloides presentes en la semilla, sarcotesta y gametofito.

Por ello, consideramos que los efectos sobre la actividad motora de las ratas
tratadas con Dioon edule Lindl, se deben a la presencia de compuestos que actuan

sobre el sistema nervioso de manera multifactorial.

De acuerdo con los resultados del estudio fitoquimico preliminar, la semilla,
el gametofito, y la sarcotesta presentaron aminoacidos libres, los cuales pueden
actuar como reserva nitrogenada o ser téxicos para el hombre y animales
domésticos. Se ha descrito que la ingesta de semillas de diferentes especies de
Almortas (Lathyrus sp., Leguminosas), proporcionan una importante cantidad de
aminoacidos libres responsables de provocar rigidez y disminuciéon de la fuerza
muscular de las piernas y pardlisis progresiva de los miembros inferiores
(Bruneton, 1991). Tales manifestaciones se presentaron en el grupo de animales

expuestos a L-BMAA (aminoacido no proteico).

En relacion a la presencia de alcaloides, estos principios activos se
caracterizan por presentar una marcada accion fisiolégica en el ser humano y en
animales, ya que ejercen su actividad sobre diversos organos y sistemas, como el
sistema nervioso simpatico y parasimpatico (Trease y Evans, 1987; Bruneton,
1991; Gutiérrez, et al., 2007).
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V. CONCLUSIONES

Las semillas y los componentes individuales de Dioon edule Lindl. mostraron
efectos sobre la locomocion no restringida y en campo abierto, a dosis de
0.5g/kg. Tal alteracion esta asociada a la presencia de metabolitos
secundarios como: alcaloides y aminoacidos libres, los cuales tienen una

participacidon importante sobre la excitacién e inhibicion del sistema nervioso.

Los efectos sobre la locomocién en campo abierto del tratamiento con
sarcotesta y la toxina L-BMAA fueron similares, lo que sugiere que la
especie Dioon comparte la toxicidad con la especie Cycas micronesica Hill.
Sin embargo, sera necesario realizar estudios posteriores para identificar la

especie quimica responsable de tales efectos.
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VI. PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto de los tratamientos a través de un analisis de memoria

espacial.

Caracterizar la naturaleza quimica de los aminoacidos libres, para identificar

si corresponden al aminoacido no proteico L-BMAA.

Evaluar el efecto sobre la actividad electrofisiolégica de nervios periféricos

sensoriales y motores de las ratas tratadas con sarcotesta y L-BMAA.
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VII. ANEXO 1. Pruebas para el andlisis fitoquimico

CARBOHIDRATOS

Para la identificacion de carbohidratos se evaluaron uUnicamente las
decocciones de semilla completa, sarcotesta y gametofito, mediante las reacciones

de antrona, Fehling, acido mucico, Seliwanoff y la prueba de Orcinol.

a) Reaccion de antrona.

Fundamento: La antrona forma un complejo verde en medio acido fuerte
(acido sulfarico) con ciertos carbohidratos y sacaridos, en especial con azucares y
almidones. La reaccion de la antrona (9,10-dihidro-9-cetoantraceno) en medio
sulfurico produce un derivado del furano que tiene su maximo de absorciéon en 620

nm (Dominguez, 1979).

En un tubo de ensaye se colocaron 0.5 mL del extracto y se afadio por la
parte interior 0.5 mL de antrona en medio acido (2 mg de antrona en 2 mL de acido
sulfurico concentrado) y se dejoé reposar 10 minutos. La presencia de un anillo

verdoso en la interfase fue indicativo de una prueba positiva.

b) Reaccion de Fehling.

Fundamento: Los azucares reductores (monosacaridos y algunos
disacaridos como la lactosa, maltosa, celobiosa y gentobiosa) se oxidan en
presencia de sulfato cuprico en un medio alcalino, formando Oxido cuproso
(precipitado rojo ladrillo). La reaccion de Fehling se fundamenta en el poder
reductor del grupo carbonilo de un aldehido. Este se oxida a 4cido y reduce la sal
de cobre (II) en medio alcalino a 6xido de cobre (I), formando un precipitado de

color rojo ladrillo (Trease y Evans, 1987).

A 0.5 mL del extracto se le adicionaron 2 mL de cada uno de los reactivos de

Fehling (solucion de sulfato cuprico pentahidratado, solucidon de hidroxido de
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potasio, tartrato de sodio y potasio en agua) y se calenté a bafio maria durante 8

minutos. La prueba fue positiva cuando se forma un precipitado rojo ladrillo.

c) Reaccién de acido mucico.

Fundamento: Este ensayo permite la identificacion de la galactosa o de los
azucares que la contienen. El acido nitrico oxida tanto al grupo aldehido como al
alcohdlico primario de cualquier azucar para originar acidos dicarboxilicos que han

recibido el nombre general de acidos aldaricos (Trease y Evans, 1987).

Se mezclaron 0.5 mL del extracto con 0.5mL de acido nitrico concentrado en
una capsula de porcelana, se dejé evaporar hasta un volumen de 0.5 mL para
posteriormente dejarlo reposar 24 horas. La presencia de cristales de &acido
mucico, indican la presencia de lactosa u otro oligosacaridos que contenga

galactosa.

d) Reaccion de Seliwanoff.

Fundamento: Las cetosas en el carbono 2 tienen una funcion cetona, que
en presencia de un acido fuerte producen rapidamente derivados furfuricos que
reaccionan con un difenol llamado resorcinol que esta contenido en el reactivo de
Seliwanoff. La sacarosa (un disacarido formado por glucosa y fructosa) da positiva
la reaccion, ya que el HCI del reactivo provoca en caliente la hidrdlisis del
compuesto liberando fructosa (responsable de la reaccion positiva) (Trease vy
Evans, 1987).

En un tubo de ensaye se colocaron 0.5 mL del extracto, 0.5 mL de reactivo
de Seliwanoff (acido clorhidrico y resorcinol), y 1 mL de HCI al 25%, se llevo a bafo
maria durante 10 minutos. La apariencia de un color rojo cereza, indica la

presencia de cetosas por ejemplo: fructosa.
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e) Prueba de orcinol.

Fundamento: Esta es una reaccion general para las pentosas en el
transcurso de la cual, por calentamiento en presencia de acido fuerte; se forman
derivados deshidratados de las mismas denominados furfurales, y reaccionan con
el orcinol para rendir una mezcla de productos de condensacién de color verde

(Trease y Evans, 1987).

Se calentaron 2 mL de reactivo (0.3 g de orcinol en 100 mL de &cido
clorhidrico concentrado y 5 gotas de cloruro de hierro (lll) al 10%) en un tubo de
ensaye a bafio maria a temperatura de ebullicién, posteriormente se afadieron 0.5
mL del extracto. La presencia de un color azul verdoso es positiva para la

identificacion de pentosas.

ANTRAQUINONAS

La identificacion de antraquinonas totales se realizé con las tres muestras,
mediante el ensayo de Borntrager modificado para Heterdsidos antraquindnicos y
C-heterdsidos.

Ensayo de Borntrager modificado para Heterosidos antraquinénicos y C-
heterdsidos.

Fundamento: Las antraquinonas pueden estar presentes como heterésidos
y se hidrolizan en medio acido. Los C-heterésidos son fuertemente resistentes a la
hidrolisis acida normal, pero pueden ser hidrolizados y a la vez ser oxidados con
cloruro férrico. Las antraquinonas reaccionan con bases y desarrollan coloraciones

rojo, rosa o violeta (Trease y Evans, 1987).
En este ensayo se realiz6 una hidrolisis acida oxidativa para hidrolizar

completamente los compuestos que pudieran ser resistentes a la hidroélisis acida o

basica normal, y a la vez oxidar todos los derivados presentes a antraquinona.
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Para la cual se colocaron 0.5 mL del extracto derivado de la decoccidén y se

agregaron 5.0 mL de cloruro férrico al 5% y 5.0 mL de acido clorhidrico al 10%.

Esta mezcla se puso a hervir a bafio maria durante 10 minutos. Con la
mezcla se llevd a cabo la extraccion por particion en embudo de separacion con 10
mL de éter etilico y se dejo separar las fases, para posteriormente recuperar la fase

organica.

Se colocd 1 mL de la fase organica y 1 mL de disolucion de KOH al 10% en
un tubo de ensaye y se agitd. La prueba es positiva por el cambio de coloracion en
la fase acuosa dando tonalidades de color rojo, rosa o violeta, decolorandose la
fase etérea. La prueba se repitié con disolucion de amoniaco concentrado. Un color
rosa o rojo cereza en la fase acuosa es indicativa de la presencia de este grupo

quimico.

SAPONINAS

Las saponinas se identificaron utilizando la decoccion, mediante la prueba
de la espuma; y los extractos hexanico, cloroférmico, etandlico y metandlico para la
realizacion de pruebas generales de grupos esteroidales con la reaccion de

Liebermann-burchard y de terpenos con la reaccién de Rosenthaler.

a) Prueba de espuma.

Fundamento: los heterdsidos llamados saponinas producen un cambio en
la tension superficial del agua lo que se manifiesta con la formacion de abundante
espuma con una altura superior a 8mm, la cual permanece estable por 15 minutos,

cuando son agitadas sus soluciones (Trease y Evans, 1987).

Las decocciones se agitaron fuertemente durante 4 minutos. La formacion
de espuma estable por 15 minutos y con una altura superior a 8 mm, fue indicativo

de la presencia de saponinas.
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b) Prueba Liebermann-Burchard.

Fundamento: Las saponinas insaturadas o con hidroxilos de nucleo tipo
esteroidal, triterpenoide tetracilicas dan colores con reactivos acidos (Dominguez,
1979).

Esta reaccidn es una prueba general para el nucleo esteroidal, que puede
encontrarse formando parte de las saponinas esteroidales. Se colocaron 0.5 mL de
los extractos organicos, en tubos de ensaye y se agregé 1 mL del reactivo de
Liebermann-Burchard (anhidrido acético/acido sulfurico 19:1 y 0.5 mL de &acido
acético glacial). Se considera como prueba positiva si hay formacién de colores
azul, verde, amarillo, rojo, anaranjado y negro, que aparecen a 0, 1, 5, 20 y 60

minutos.

c) Reaccién de Rosenthaler.
Fundamento: Los triterpenos y las saponinas de tipo triterpenoide pentaciclicas
reaccionan con la vainillina en presencia de acido sulfurico y producen un color

violeta (Dominguez, 1979).

Esta reaccion es una prueba general para triterpenoides. En diferentes tubos
de ensaye se colocaron 0.5 mL de los extractos organicos y se agregaron 2 gotas
de disolucion de vainillina al 1% en etanol y 2 gotas de acido sulfurico concentrado.

La aparicién de un color violeta, indica que la reaccién es positiva.

GRASAS

La determinacion de grasas se realizd a través de los siguientes
procedimientos:
a) Reaccién con Sudan Il

Fundamento: El reconocimiento de los lipidos se realiza con el colorante
Sudan Il (colorante diazo) que tifie las grasas selectivamente de color rojo-

anaranjado (Dominguez, 1979).
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Se colocaron 0.5 mL de los extractos hexanico y cloroférmico en diferentes
tubos de ensaye, posteriormente se afiadieron 0.5 mL de cloroformo y se colocaron
unas gotas de Sudan Il (solucion saturada de Sudan Il en alcohol de 70°). Una

prueba positiva desarrolla un color rojo intenso.

b) Extraccion de grasas solido-liquido.
Fundamento: El extractor en serie Soxhlet es idoneo para realizar
extracciones de compuestos, generalmente de naturaleza lipidica, contenidos en

un solido, a través de un solvente afin (Bruneton, 1991).

Se colocaron 15 g de la muestra semilla completa, sarcotesta o gametofito,
empaquetada dentro de un cartucho de papel filtro y se colocd en un aparato de
extraccion Soxhlet, se agregd cloroformo y posteriormente se llevaron a cabo 4
ciclos de reflujo. Una vez concluido este proceso, la mezcla disolvente-aceite se
colocé en una capsula de porcelana previamente secada y tarada. Se dejé
evaporar el disolvente a temperatura ambiente y se pes6 la capsula para
determinar el peso de aceite y reportarlo como rendimiento en gramos por ciento (g
%).

c) Contenido de grasa (g%).
Fundamento: La materia grasa es disuelta en un disolvente organico que se
elimina por evaporacién o se recupera por destilacién. La materia grasa se puede

pesar para establecer el % que representa en la muestra.

Se colocaron los extractos obtenidos con el extractor Soxhlet en capsulas
previamente secas y taradas, se dejo evaporar el solvente a temperatura ambiente
para posteriormente pesar la capsula para determinar el peso de grasa y se reporto

el contenido en g%.
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ALCALOIDES

Para la identificacién de alcaloides se trabajé con la decoccidn, el extracto
cloroférmico, etandlico y metandlico, los cuales se analizaron mediante las

reacciones de Dragendorff, Meyer, Wagner, Hager y Sonnenchein.

Reacciones de Dragendorff, Meyer, Wagner, Hager y Sonnenchein.
Fundamento: Casi todos los alcaloides forman precipitados al ser tratados
en sus disoluciones acidas o neutras con reactivos especificos. Las disoluciones de
varios acidos de metales pesados como silico-tungstico, cloro-platinico, fosfo-
molibdico, forman precipitados amorfos o cristalinos con mayoria de los alcaloides.
Forman compuestos de coordinacion con los reactivos de Meyer, Dragendorff,
Wagner que contienen metales pesados, o sales de acidos organicos como con el

reactivo de Hager (Trease y Evans, 1987).

En una placa excavada de porcelana se colocé 1 gota del extracto en las
diferentes excavaciones y 1 gota de los reactivos de Dragendorff (solucion de
Yoduro potasico-bismutico), Meyer (solucion de yoduro potasico-mercurico),
Wagner (solucién de yodo en yoduro potasico), Hager (solucién saturada de acido
picrico), y Sonnenchein (solucion de fosfomolibdato de sodio en acido nitrico).
Posteriormente se determiné como prueba positiva las formacién de precipitados,

grumos o floculacion.
AMINOACIDOS LIBRES

Para determinar la presencia de aminoacidos libres se utilizo la decoccion y
los extractos metandlico y etandlico, mediante la reaccidén con ninhidrina en

solucion acuosa al 1% y posteriormente la confirmacion mediante un analisis

cromatografico en capa fina.
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Fundamento: La ninhidrina reacciona con los grupos alfa aminoacidos libres
de los aminoacidos. La reaccion da una coloracién azul-violeta dependiendo de la

cantidad de grupos liberados en la hidrdlisis previa (Trease y Evans, 1987).

Se colocaron 0.5 mL de los extractos decoccion, metandlico y etandlico de
manera independiente, en tubos de ensaye y se afiadid 0.5 mL del reactivo de
ninhidrina en solucién acuosa al 1%, se calentdé por 5 minutos en bafio maria. La

reaccion se considera positiva por la presencia de una coloracion violeta.

Andlisis cromatografico en capa fina (Prueba confirmatoria).

Fundamento: Esta técnica cromatografica es utilizada, entre otros posibles
usos, para separar los componentes que forman parte de una mezcla y los cuales
se identifican por el color que desarrollan al ser atomizadas con reactivos

especificos (Trease y Evans, 1987).

Para este analisis se utilizo:

e El extracto de decoccién y metandlico.
e Adsorbentes: Se utilizaron cromatoplacas de silica gel F-2501.
e Sistemas de disolventes: etanol-tolueno-acido acético glacial 6-3-1 v/v.

e Agente Cromogénico: Ninhidrina al 1% en acetona.

TANINOS

Para la identificacion de Taninos se evalué la decoccion y el extracto
etandlico por medio del ensayo de la gelatina, de la Fenazona, de Stiasny, de la
catequina, del acido clorogénico, del acido galico, de la reaccion de FeCls, de
oxidacidon de taninos catéquicos, de la reaccion con yodato de potasio, con acido

nitroso/acido acético y con vainillina/acido clorhidrico concentrado.
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Ensayo de la gelatina.
Fundamento: Los taninos son precipitantes de proteinas y debido a la
naturaleza proteica de la gelatina, es precipitada por ellos (Dominguez, 1979;

Trease y Evans, 1987).

A 0.5 mL del extracto se le afnadieron 3 gotas de una solucion de gelatina al
1% en solucién de cloruro de sodio al 10%. Es considerada una prueba positiva por

la precipitacion de proteinas (turbidez en el tubo).

Ensayo de la fenazona.
Fundamento: Todos los taninos dan un precipitado coposo y, con

frecuencia, coloreado (Trease y Evans, 1987; Bruneton, 1991).

Se colocaron 0.1 g de fosfato acido de sodio en 1 mL del extracto, y se dejé
calentar en bafio maria a temperatura inferior a ebullicion durante 3 minutos.
Posteriormente se adicionaron 3 gotas de fenazona al 2%. La presencia de un

precipitado coposo y coloreado se considera como una prueba positiva.

Reaccion de FeCls.
Fundamento: Los taninos hidrolizables (galitaninos y elagitaninos) se colorean de
azul-negro y los taninos condensados (catéquicos) dan color verde con sales

férricas (Bruneton, 1991).

En un tubo de ensaye se colocé 1 mL del extracto y se afiadieron 2 gotas de
cloruro de sodio al 1% y 2 gotas de cloruro férrico al 5%. Si se observaba una
coloracion azul-negrusca habia taninos galicos y la coloracion verde denotaba la

presencia de taninos catéquicos.

Ensayo de Stiasny.
Fundamento: Los catecol-taninos son precipitados de sus soluciones por el

formol en medio acido (Bruneton, 1991).
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En un tubo de ensaye se colocaron 0.5 mL del extracto y 1 mL del reactivo
de Stiasny (formol al 30%) y se calentdé a bafo maria a temperatura inferior a
ebullicion durante 30 minutos. La formacién de grumos floculentos indica la

presencia de taninos catéquicos.

Reaccién de oxidacién de taninos catéquicos.
Fundamento: los taninos catéquicos o condensados se oxidan en

polifenoles rojos por calentamiento con acido clorhidrico (Trease y Evans 1987).

A 1 mL del extracto se adicion6 0.5 mL de HCI concentrado y se calentd por
5 minutos después de ebullicién. La prueba es positiva cuando se observa una

coloracion rojiza, debida a la formacién de flobafenos o rojos catéquicos.

Ensayo de la catequina.

Fundamento: las catequizas por calentamiento con acidos forman
floroglucinol que es detectado por modificaciones del ensayo de lignina (Trease y
Evans, 1987).

Se humedecié una astilla de madera con el extracto, se dejoé secar y se
humedecio con HCI concentrado y nuevamente se dejé secar posteriormente se
calent6 con la flama de un encendedor. Una coloracion rosa o roja en la madera

indica una prueba positiva.

Ensayo del 4cido clorogénico.

Fundamento: El acido clorogénico produce una coloracion verde cuando se
trata con una solucion acuosa de amoniaco y se expone al oxigeno atmosférico
(Bruneton, 1991).

En un tubo de ensaye se colocaron 0.5 mL del extracto y se anadieron 0.5
mL de solucion de amoniaco al 10% y se dejo reposar. La produccion de una

coloracion verde indica la presencia de acido clorogénico.
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Reaccidn de yodato de potasio.
Fundamento: El anién yodato forma con tanino un complejo de color rosa
(Bruneton, 1991).

A 0.5 mL del extracto se afiadié 0.1 g de cristales de Yodato de potasio. La

aparicion de una coloracion rosa se considera como positiva.

Reaccion de acido nitroso/acido acético.
Fundamento: Los elagitaninos colorean rosa, purpura y azul (Bruneton,
1991).

A 0.5 mL del extracto se anadié 0.1 g de cristales de nitrito de sodio y 3
gotas de acido acético. La presencia de colores como: rosa, purpura y azul, se

considera una prueba positiva.

Reaccion de vainillina/HCI.

Fundamento: Los taninos condensados colorean rojo (Trease y Evans,
1991).

A 0.5mL del extracto se afadieron 2 gotas vainillina en de etanol al 1% y 2
gotas de HCI concentrado. La presencia de un color rojo es considerada como

prueba positiva.

LACTONAS SESQUITERPENICAS

La identificaciéon de las lactonas sesquiterpénicas se realizé evaluando el
extracto cloroférmico, etandlico y metandlico a través de la reaccion de hidroximato

férrico.

Reaccién de hidroximato férrico.
Fundamento: Las sesquiterpelactonas forman facilmente hidroximatos

férricos de color violeta o purpura en medio acido (Dominguez, 1979).
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En un tubo de ensaye se colocaron 0.5 mL del extracto, se afiadié una gota
de la solucién metandlica 2 N de clorhidrato de hidroxilamina y una gota de
solucion metandlica de 2 N de hidréxido de potasio, luego se llevé a una placa
calefactora a calentamiento lento por 2 minutos. Posteriormente se acidulé con
acido clorhidrico 0.5 N y se afadié una gota de cloruro férrico al 1%. La prueba es
positiva para santonina si se presenta un color rosa violeta y para alantolactona si

se observa un color violeta oscuro.

FLAVONOIDES

Para la identificacion de flavonoides se utilizd la decoccién, el extracto

cloroférmico, etandlico y metandlico.

Reaccién de Shinoda.
Fundamento: Los productos reducidos de flavonoides manifiestan diversas

coloraciones en medio acido (Dominguez, 1979).

En un tubo de ensaye se colocaron 0.5 mL del extracto, se afadi6é 0.1 mg de
magnesio metalico y 3 gotas de HCI concentrado. La reaccion es positiva para
flavonas, flavonoles, flavononoles o xantonas, cuando se presenté una coloracion

anaranjada, roja, o violeta.
CUMARINAS

Fundamento: Estos compuestos altamente fluorescentes se identifican a
través de una placa cromatografica desarrollada, en la cual la fluorescencia es,

desde luego, mas marcada si se examina a la luz UV y es utilizada para la

visualizacién cromatografica de estos compuestos (Bruneton, 1991).
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Para la identificacion de cumarinas se utilizo:

e La decoccion, el extracto hexanico, cloroférmico, etandlico y metandlico,
mediante cromatografia en capa fina.

e Adsorbentes: Se utilizaron cromatoplacas de silica gel F-2501.

e Sistemas de disolventes: Cloroformo-etanol 9-1 v/v.

¢ Agente Cromogénico: Hidréxido de Amonio.

La presencia de manchas fluorescentes azul, azul verde o violeta en las

cromatoplacas observadas bajo luz UV, demuestra la presencia de Cumarinas.

HETEROSIDOS CIANOGENETICOS

Para la identificacion de heterdsidos cianogenéticos se efectud la prueba de
descomposicion enzimatica, se utilizé la muestra seca molida de semilla,

sarcotesta y gametofito.

Prueba de la descomposicion enzimética.

Fundamento: Los heterdsidos cianogenéticos son hidrolizados por accion
enzimatica, por solventes y acidos, se producen geninas, aldehido benzdico y
acido cianhidrico volatil. Los vapores de éste son detectados por la coloracion roja
que producen en un papel impregnado con el reactivo de Grignard. Hay formacion

de purpurado de sodio (Bruneton, 1991).

En tubos de ensaye se colocaron las muestras y se afadio1 mL de agua y
tres gotas de xilol; sin tocar la mezcla se coloco una tira de papel previamente
humedecida con el reactivo de Grignard (picrato de sodio), y se selld
herméticamente dejando una pequena parte de la tira afuera; se calento el tubo a
bafio maria a 50°C durante 15 minutos. La aparicion de manchas rojas sobre la tira

indica la presencia de heterdsidos cianogenéticos.
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HETEROSIDOS CARDIOTONICOS

Para los heterdsidos cardiotonicos se evaludé la decoccion, el extracto
hexanico, cloroférmico, etandlico y metandlico, mediante las reacciones de Baljet y
Kedde.

Prueba de Baljet.
Fundamento: Es una reaccidén indirecta porque identifica el nucleo
esteroidal (ciclo lactonico) presente de la genina de estos compuestos, el cual

reacciona con el acido picrico y produce una coloracion roja (Dominguez, 1979).

En un tubo de ensaye se colocaron 0.5 mL del extracto y en seguida se le
agregaron 2 gotas de la solucidon de acido picrico al 1% en etanol y 2 gotas de
hidroxido de sodio al 10%. La reaccion se considera positiva por la aparicion de

una coloracion roja o naranja oscura.

Reaccion de Kedde.
Fundamento: es una reaccidén inespecifica al identificar unicamente los
grupos metilicos libres presentes en estos compuestos los cuales reaccionan con

3,5-dinitrobenzoico y producen la coloracién azul o violeta (Dominguez, 1979).

Se colocaron tres gotas del extracto sobre un cuadro de papel filtro y se dejé
secar, luego se afadié una gota del acido 3,5-dinitrobenzoico al 2% en metanol y
una gota de KOH al 5.7% en agua. Un color violeta o azul que desaparece en un

intervalo de 1 a 2 horas indica que la prueba es positiva.
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VIIl. ANEXO 2. Glosario de términos botanicos.

Apice. Termino usual empleado en botanica en el sentido corriente en cuanto nos
referimos al apice geométrico del 6rgano respectivo.

Catafilo. Se llama asi a las hojas inferiores. A menudo son escamiformes y suelen
carecer de clorofila.

Foliolo (del lat. Foliolum, dim. De folium, hoja). Dicese de la lamina foliar articulada
sobre el raquis de una hoja o sobre las divisiones del mismo, como en las hojas de

los altramuces, de los tréboles y de la robinia.
Foliolo basal. Foliolo que surge de la base de la planta.

Fusiforme. Con forma de huso, estrecho y alargado.

Gametofito. Estructura haploide multicelular de las plantas haplo-diplontes (con
alternancia de generaciones gametofitica y esporofitica).

Lanceolado. Aplicase a los érganos laminares como hojas, bracteas, pétalos., de
figura de hierro de lanza, angostamente elipticos y apuntados en ambos extremos,
como las hojas de adelfa.

Macrosporofilo. Esporofilo que lleva los macrosporangios.

Megasporofilo. Hoja especializada, cerrada sobre si misma, que forma parte del
gineceo. En su interior se forman los primordios seminales.

Ovado. Dicese de los 6rganos laminares como hojas, pétalos etc., de figura de
huevo, colocado de manera que su parte mas ancha corresponde a la inferior del
organo que se trata.

Peciolo. Pezén o rabillo que une la lamina de la hoja a la base foliar o al tallo.
Raquis. Se aplica comunmente al eje principal de una inflorescencia, y también al
nervio medio de una hoja compuesta, donde estan insertados los foliolos.

Sarcotesta. Capa externa del tegumento del 6vulo de algunas Gimnospermas.
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