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I- OBJETO



I- OBJETO

En diversas ocasiones se ha sefialado la actividad

antimicrobina de algunas especies de Ericéceas (1,2).

Trabajos realizados en nuestra Cétedra pusieron -
de manifiesto dicha actividad en los extractos acuosos de -

Erica andevalensis Cabezudo-Ribera (3), ricos en principios

poliféndlicos, asi como la influencia sobre la misma de la
fraccidén correspondiente a los acidos fenoles (4), observén
dose en el proceso de purificacidén una perdida de otros com

ponentes con actividad antimicrobiana.

Debido a ello, en el presente trabajo hemos cen--
trado nuestro estudio en el extracto étereo resultante del
primer estadio de dicha purificacidn, investigando su acti-
vidad frente a diversos microorganismos, asi como los prin-
cipios activos que entran en su composicidén y su posible --

contribucidén a la actividad antimicrobiana.



Por otra parte, dado que algunas especies de Eri-
ca han sido utilizadas tradicionalmente como diuréticas en
medicina popular (5,6), hemos creido interesante comprobar

si la especie estudiada poseia también esta accidn.
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BIBLIOGRAFICA



IT.1.- DESCRIPCION DE LA ESPECIE

Clase .s4seessssss Magnoliopsida
Subclase ......... Dillenidae
Orden .¢¢veeeee... Ericales
Familia .......... Ericaceae

Especie ..4¢s..... E.andevalensis

Erica andevalensis Cabezudo-Ribera es un arbusto

de 20 a 180 cm, perenne, ramificacidén densa y ascendente, al
menos las ramas joévenes, con indumento puberulento y con pe--
los glandulares corfos de 0,2-- 0,3 mm. Hojas de 2-5 mm en
verticilos de 4, muy densos en las ramas jévenes o laxos en
el resto, las superiores lineales totalmente revolutas, las
inferiores ovaladas con la base truncada y debilmente revo--
lutas, dejando el revés claramente visible; al menos las jé-
venes laxamente puberulentas y todas con pelos glandulares
de 0,2 - 0,3 mm. Flores en umbela terminal; pedicelo pube--
rulento de 4-5 mm. bracteolas préximas al cdliz. Sépalos de
1,5 mm, puberulentos pelos glandulares marginales, con 4 16-
bulos revolutos. Anteras incluidas, apendiculadas. Ovario
glabro, estigma capitado exerto. Fruto capsula polisperma;

semillas de 4 mm y muy numerosas.

Esta especie se encuentra restringida a las escom-
breras y cercanias de las minas de pirita (5) de la comarca

de Andévalo (Huelva), posiblemente por la necesidad de cre--



cer en medios Acidos-turbosos, (pH 6ptimo 5,6 - 6) (7).



IT.2.- FLAVONOIDES

I7.2.1.- INTRODUCCION

En el afio 1.950 el "Joint Committe on Biochemical
Nomenclature of the America Society of Biological Chemists -
and of the American Institute of Nutrition'" designé como ---
"bioflavonoides" al grupo de estos compuestos con actividad
bioldégica y estructura similar al complejo "citrina" (Vita-

mina P) aislada de ciertos frutos citricos t¢g).

Los pigmentos flavénicos formaban una clase quimi
ca homogenea basada en el esqueleto comin de una sustancia -
de referencia, "la flavona", obtenida por sintesis en 1.898

por Kostanecki (9).

Los progresos realizados a partir de 1.950 en fito
quimica y, mds particularmente, los brillantes estudios bioge
néticos emprendidos en el campo de los polifenoles vegetales,
sustituyJ estas claras nociones por una mayor confusién en -

la nomenclatura y definicién de los pigmentos flavénicos.

En 1.952 Geissman y Hinreiner (10) publican una im
portante memoria sobre la biogénesis de las antoxantinas y -
los antocianos. Para designar al conjunto de estos compues-
tos emplean el término flavonoide, asi llamados porque po--
seen el esqueleto carbonado de la flavona. En efecto, el vo

cablo flavonoide evoca tanto los pigmentos flavdnicos, como



la estructura de la flavona (2 fenil-cromona), englobando to
dos los compuestos C6—C3-C6 formados por dos ciclos bencéni-
cos unidos por una cadena de tres adtomos de carbono, lo que

permite incorporar los antocianos y las catequinas entre los

flavonoides.

Swain reafirma que el esqueleto base de los flavo-
noides es el del flavano (2 fenil-cromano), donde el hetero-
ciclo estd saturado. Las chalconas, dihidrochalconas, iso--
flavonas, isoflavanonas y auronas no poseen tampoco la estru
tura del flavano, pero las consideraciones biogenéticas per-

miten su admisidn entre los flavonoides.

Ya, en 1.959, Venkataraman habia previsto esta ano

malia, e incorpora las estructuras de tipo 3 fenil.

Primando el criterio biogenético sobre las conside
raciones quimicas, se han visto incorporados a los flavonoi-
des moléculas cada vez mas heterogenéas, tales como cumari--
nas, ac. clorogénico o, incluso, moléculas de sintesis. En
medio de este conjunto, un grupo de sustancias debfa indivi-
dualizarse, a medida que sus caracteres quimicos y farmaco-
l6gicos se precisaban: las catequinas y sus derivados que po

seen la estructura flavano 3-o0l (11).

Haslam demostrd que las reacciones de condensacidn
caracterizan a los flavanos 3-0l, y las catequinas, aunque mo

némeros, participan en el proceso de polimerizacién. En



razén de este comportamiento, Masquelier y col. proponen la

denominacidén de picnogenoles (etimoldgicamente “que engendran
productos condensados); no sélo criterios quimicos si no tam
bién farmacoldgicos abogan en favor de esta nueva terminolo-
gia, ya que los picnogenoles se caracterizan por su biodispo

nilidad y su inocuidad.

En la figura (1), presentamos la estructura gene--
ral de los principales tipos, de los cuales derivan los nume
rosos flavonoides naturales, diferencidndose unos de otros -
por el nimero y posicidén de los diversos agrupamientos qui--
micos que entran como sustituyentes en diferentes carbonos,

preferentemente en posiciones 5,7,3',4', asi como 6 y 8.
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IT.2.2.- LOCALIZACION

Los flavonoides, pigmentos naturales abundantemen
te repartidos por toda naturaleza, limitan su localizacidn
al mundo vegetal. La aparicidn de estos pigmentos en algu-
nos animales (en alas de ciertas mariposas, en capullos de
gusanos de seda) se debe a la ingesta de material vegetal -

por parte de dichos insectos (12).

Dentro de los compuestos fendlicos,es el grupo -
méds ampliamente distribuido en el reino vegetal, encontrdn-

dose bien en forma de geninas o como heterdsidos.

En Criptdgamas vasculares soﬁ poco frecuentes, --
aunque se han localizado en ciertas algas y helechos (13).
En Fanerdgamas son muy abundantes, predominando en dicotile
déneas (14). Como familias méds ricas podemos destacar Poli

gonaceas, Rutéaceas, Umbeliferas, Asteréaceas etc.

Un mismo pigmento puede encontrarse en las fami--
lias mas dispares , pero lo normal es que existan familias
donde se da con preferencia un determinado tipo de estructu
ra. De todos los principios flavénicos, flavonas y flavo--

noles son los méds extendidos.

Organogréaficamente, se encuentran distribuidos en
todas las partes del vegetal: raices, tallos, hojas, flores

frutos y semillas; sin embargo, ciertas clases de compuestos
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son més caracteristicos de algunos tejidos (15). Asi los
flavonoles se aislan méds frecuentemente de los drganos aé-
reos jévenes (hojas, botones florales) y chalconas y auro-

nas de flores.

A nivel celular se localizan, preferentemente, en
el zumo vacuolar , citoplasma, cloroplastos y, a veces,en -

las membranas (16,17).
IT.2.3.- PAPEL EN EL VEGETAL

La amplia ditribucidn de estos compuestos y las
variaciones que sufren en el curso de la vegetacidén, incli-
na a pensar que su funcidén en la planta no sélo se limita a
colorear las partes aéreas, sino que también intervienen en
sus procesos fisiolégicos. A este respecto se han formula-
do varias hipdtesis. Debido a su localizacién en las par--
tes méds externas (epidermis) se les ha asignado un papel --

protector frente a las radiaciones ultra-violeta.

Probablemente intervienen en procesos de oxido-
reduccidén. Son facilmente oxidables por tanto de gran po-
der reductor; ademés, dado su poder de quelacidén de metales,
pueden formar complejos con los oligo-elementos necesarios
para determinados sistemas enzimdticos (18), de aqui su po-

der antioxidante en la planta.
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Actlan también como reguladores del crecimiento y

como protectores frente a la infeccidm microbiana (19).

IT.2.4.- BIOGENESIS

El proceso de formacidén de estos cmpuestos en los
vegetales ha sido objeto de numerosas investigaciones (20,
21,22), de las que se deduce que todos ellos estdn relacio-
nados biogenéticamente. De manera experimental se demues--
tra que el nucleo A, segmento de seis carbonos del esquele-
to C6—CS—C6, tiene su origen en una policondensacidén de --
unidades acéticas. La porcidn restante de nueve carbonos --
tiene como precursor una unidad C_,-C

3 76’

partir de osas por la via de siquimico-prefénico.

formada a su vez. a

La luz no es un factor esencial para su formacién,

pero influye cuantitativamente(23).

A continuacién presentamos un esquema de formacidn

de diferentes tipos de flavonoides (Grisebach, 1.965). Figu-

ra (2).
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II.2.5.- ACCIONES FARMACOLOGICAS

Accidn vitaminica

Las primeras investigaciones farmacodindmicas de -
los flavonoides se realizaron en el afio 1.913, alcanzando -
su mayor auge cuando en 1,936 Rusznyak y Szent-Gyorgy (24),
estudiando un complejo extraido de ciertos frutos citricos
denominado '"citrina'", descubrieron su accidén vitaminica. La
citrina resultd ser una mezcla de dos flavonoides: hesperi-

dina y eriodictiol.

En 1.968, De Eds (25) concluyd que los flavonoi--
des con hidroxtlos libres en las posiciones 3,4' ejercen un
efecto beneficioso sobre los capilares a través del siguien
te mecanismo de accidn:

-Quelatando metales y,de este modq{luchando con

tra la oxidacidn del A&cido ascorbico.

e

~Prolongando la accién de la epinefrina por la -
inhibicién de la O-metil-transferasa. Parece
ser que compiten con la adrenalina por la COMT,
por consiguiente, disminuyen indirectamente la
permeabilidad capilar por un efecto sobre el =-
metabolismo de la adrenalina, responsable del
mantenimiento del tono vascular.

-Estimulando el eje pituitaria-adrenal.
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Srinivasan (1.971) y Robbins (1.973) demostraron
que los flavonoides juegan un importante papel en los siste
mas circulatorios por activacidén de la agregacidén de eritro

tos.

Flavonas, flavanoles, flavanonas, y flavandioles
poseen entre otras acciones, la capacidad para disminuir la
permeabilidad capilar y elevar su indice de resistencia (26,
27) .

Entre los flavonoides con actividad vitaminica P.
destaca,sobre todo, la rutina. y,en menor grado, quercetina
y hesperidina, asi como la diosmina (7-ramnoglucésido 5,7,3"
trihidroxi-4 metoxiflavona), que resulta particularmente efi

caz en el tratamiento de la retinitis diabética (28,29).

Accidn antimicrobiana

Descrita y estudiada por: diversos investigadores.
Power (1964) (30,31) estudid los efectos de algunos flavo-

noides sobre Salmonella typhosa, S.enteritidis, Shigella

paradysenteriae, Staphylococcus aureus, Aerobacter aeroge-

nes, Proteus vulgaris, Escherichia coli, Lactobacillus ca-

sei L. y acidophilus; la mayoria de ellos inhibieron la res

piracidén y reproduccidn a dosis de 1 o 2/umoles si la glu-
cosa estaba presente en el medio; en ausencia de glucosa,

los flavonoides fueron metabolizados.
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Weller y cols.(30) aislaron de la Primula malacoi-

des una flavona capaz de inhibir el crecimiento del Mycobac-

terium tuberculosis. Uri-Szabo (1941) comprobaron la accidn

bacteriostitica de la ramnetina y quercetina.

Los flavonoides aislados del Tribulus alatus, kan-

ferol y quercetina, se han mostrado inhibidores frente a --

E.coli, S.aureus y Candida albicans (32), y la 5-hidroxi,7,4'

dimetoxiflavona de Jatropa podagrica posee propiedad antimi-

crobiana y antifingica, aunque no significativa si se com--
para con sulfato de Estreptomicina, Griseofulvina o Cloran-

fenicol (33).

Frente a los autores que obtienen resultados po--
sitivos en sus investigaciones (34), existen otros con re--
sultados negativos (35). Asi,en un reciente estudio sobre
el mecanismo de la accidn bacteriostatica de los flavonoi-
des sobre S.aureus, se puso de manifiesto la capacidad inhi
bidora de dos flavanonas naturales: la 5,7-dihidroxiflavano
na, y la 7-hidroxiflavanona, a dosis de 100/ag /ml y 220
Pg4/ml respectivamente, frente a ia 4-hidroxiflavanona y la
flavanona, obtenidas por sintesis, que dieron resultados ne

gativos (36).

El mecanismo de la accidn bacteriostatica puede --
ser:
- por modificacidén de membranas celulares

- acomplejando metales esenciales
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- alterando la cara interna de la membrana celular

El estudio de la relacidén estructura-actividad de
63 flavonoides, probados por su accidén antibacteriana fren-

te a las bacterias patdgenas Pseudomonas maltophilia y En-

terobacter cloacae (37), ha puesto de manifiesto una mas --

alta actividad cuando el numero de grupos hidroxilo aumenta.
La inhibicidn del crecimiento de ambas especies fue observa
do para geninas de flavonas y flavonoles con grupos ortodi-
hidroxi. La metilacidén generalmente baja la actividad. Los

¢

3-0-glucdsidos ensayados inhibian a P.maltophilia, pero sé-

lo el correspondiente ramndésido inhibidé a E.cloacae. Entre
los 7-0-glicdsidos ninguno inhibid E.cloacae y sdlo aque--

llos en posicidén 3 fueron activos contra P.maltophilia.

Accidn antivirésica

Algunos flavonoides son efectivos contra infeccio

nes producidas por virus. El Herpesvirus hominis es inhibl

do por la quercetina a dosis de SOO/ug/ml, pero no por ruti

na o dihidroquercetina (31).

Por otra parte, se ha demostrado la eficacia de -
la quercetina contra virus encapsulados; sin embargo, virus
sin envoltura se muestran moderada o completamente resis-

tentes.
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Crisofenol B y ¢risofenol C aislados de Chrysosplenium, y -
axillarina muestran una potente actividad antiviral especi-

fica contra rhinovirus humano (picornavirus). Entre los --

flavonoides probados tan sélo las 3-metoxiflavonas poseen
actividad. Los grupos 3 metoxil y 5 hidroxil del esqueleto
de la flavona son necesarios para la actividad contra rino-
virus, pudiendo verse ésta afectada por varios grupos en --
otras posiciones. Asi, el sustituyente en posicidédn 6, no
parece afectar a la actividad directamente pero afecta a su

citotoxicidad (38).

En general, los flavonoides tienen poca o ninguna

actividad antiviral contra el virus de Herpes simple HFS --

(ADN virus) y virus de la influenza (ARN virus) in vitro(38).

Accidén antihelmintica

También ha sido demostrada para -algunos --

flavonoides, siendo las chalconas generalmente efectivas --
contra la lombriz intestinal en ratones, especialmente aque

llas con grupos hidroxilos como sustituyentes (31).

Accidn citostatica

Algunos flavonoides son conocidos por sus propieda

des mutégenas, pudiendo igualmente‘presehtérzactividad cito-
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téxica sobre sistemas celulares normales y tumorales.

Asi, ramnetina, galantina, fisetina y quercetina,
tienen una marcada actividad citostética (39,31). Eupatina,
eupatoretina y cualquier centauridina son moderadamente --
efectivos frente a determinados carcinomas (31), mostrando-
se también con una mediana potencia rutina, dihidrofisetina

y dihidroquecetina (39)40).

Las bioflavonas son generalmente mas activas que

los mondmeros correspondientes.

El esqueleto flavonico es probablemente el princi
pal responsable de la actividad citostdtica; el ntmero, la
naturaleza (OH libres) y la posicidén (dos OH en 3'y 4') de
los sustituyentes podrian tener un papel en la biodisponibi

lidad de la sustancia considerada (39).

Accidén estrogénica y antifertilizante

Concierne casi exclusivamente a isoflavonas --—

(41,42,43),detecténdose por primera vez en la genisteina.

La quercetina, el kanferol-3-ramnosilgalactésido-
7-ramnésido y la tricina, han demostrado poca actividad. La
hesperidina y morina administradas junto con progesterona, -

bloquean los efectos de ésta (44).
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Sin embargo, los flavonoides son suaves agentes -
estrogénicos en comparacidén con el 17—ﬁlestradiol, y admi-
nistrados con él1 muestran un efecto antiestrdgenico por in-
hibicidén competitiva con el sitio del receptor en Gtero; po
seen a su vez actividad uterotrépica (aumentan el peso del
Utero), e inhiben la implantacidén, produciendo una interrup

cibén del embarazo (45).

Por otra parte, los flavonoides provocan una inte
rrupcidén de la espermatogénesis, sin afectar a la morfolo--~
g{a y funcién de la células de Liedig; disminuyen el diéme-
tro de los tUbulos seminiferos. y alteran la funcidn epidi-
dimal, estructuras todas ellas dependientes de los andrége-
nos (46). Reducen la concentracién de Aacido sidlico, de --
proteinas y ARN, lo que se traduce en un bajo nivel de an-

drogenos.

Ademas, provocan un incremento del contenido de
colesterol, asi como de la actividad fosfatasa, que puede -
ser debido a la degeneracidén del epitelio seminal. Similar
acumulacién de colesterol se observa en machos tratados con
estrégenos, asi como una elevacidédn de enzimas hidroliticas,

lo que demuestra la alteracidén de la funcidén epididimal.
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Accién espasmolitica

Luteolina, apigenina, cirsilineol, 8-metoxi-cirsi

lineol y timonina, aislados del Thymus vulgaris L., poseen

una marcada actividad antiespasmédica, inhibiendo la res--
puesta a agonistas que estimulan especificamente los recep-
tores (acetil-colina, histamina, L-noradrenalina), asi como
a agentes cuyas acciones no son mediadas por la via especi-
fica del receptor (BaClz) (47,48,49). Van Den Broucke y col

(48) sefialan que las flavonas del Thymus vulgaris L. actdan

como antagonistas no competitivos y no especificos; son an-
tagonistas de . Ca++,originando una espasmolisis musculotré-
pica. Parece ser, sin embargo, que los flavonoides actdan
de forma competitiva a bajas concentraciones, y no competi-

tivamente a altas concentraciones.,.

Torck y col.(50) atribuyen a los flavonoides de

Melilotus alba Desr., un efecto espasmdolitico de naturale-

za neurotropa y, sobre todo, antihistaminica.

Otros flavonoides que también poseen ésta accidn
son el flavoxato, tetrahidroisoquinolil-alcoxiflavona

y DN—(7—f1avoniloxi)—acetil]—tetrahidropapaverina (51).

Algunos autores sefialan que existe una correla---
: A / rd . . . s T4 .
cidén entre la acclon espasmolitica y la inhibicidén del enzi

ma AMPC fosfodiesterasa, lo que revierte en un aumento de -
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los niveles de AMPC, proponiéndolo como posible mecanismo -

de accidn (52).

Se ha comprobado una cierta relacidén estructura-

accidén en estos compuestos, habiendose demostrado que:

- las geninas poseen un efecto mds potente que los gli
césidos.

- una sustitucidén del grupo hidroxilo en el anillo de
la cromona refuerza el efecto espasmolitico.

- grupos OH adicionales en el resto fenilico no tienen

influencia marcada.

Accidn antinflamatoria

En 1977 Gabor y Blazsd sefialaron la influencia de
la O—@rhidroxietil—rutina sobre la formacidén del edema indu

cido por carragenina y prostaglandina E asi mismo, la ta-

17

xifolina, flavonoide obtenido de Madhuca butyranca, mostrd

una significativa actividad similar a la hidrocortisona (51).

Entre los flavonoides activos destacan la hesperi
din-metilchalcona, gosipina, podoverinas A,B y C de Podophy-

lum versipelle (61), nepritina de Nepeta hindostana usado -

como agente antinflamatorio y antiartritico, e hipoletin—r-

8-glicdsido aislado de Sideritis mugronensis (53).

Della Logia y col. (54) manifiestan esta accidn --

Pl
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para un gran numero de derivados de la benzo(})pirona.

Apigenina y luteolina aisladas de Chamomilla recu-

fita han demostrado tener una potencia similar a la indome-
tacina; sin embargo, quercetina, apigenina-7-glicésido y ru
tina son menos activas. Apigenina y luteolina, ademéds de in
hibir el desarrollo del edema, inhiben la filtracidn granu

lécitica.

En general, los flavonoides actuan inhibiendo la -
sintesis de prostaglandinas pertenecientes a ias series E2
y Fgm.(SSL que Jjuegan un papel importante en el desarrollo
de la fase secundaria del edema, mediante la inhibicidn de
la fosfolipasa A2 (principal enzima involucrado en la sintg
sis de las mismas), de manera semejante al mecanismo funda-

mental de la accidn antinflamatoria de los corticoides (56).

Accidn antiulcerosa

Existen numerosos flavonoides con efectos antiul-
cerosos entre los que podemos citar: la O-@—hidroxietil-ru—
tina, aesculina, 3-0O-metil(+)catequina, cianidol, apigeni-
na-7,4'-di-O-metileter, SU-88 (2'—carboximetoxi-4,4'—bis(3-
metil-2-beteniloxi)chalcona),naringenina, e hipoletin-8-

glicésido (51).

Estos compuestos reducen la incidencia de Glceras
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asi como 1la intensidad de marcas de la mucosa dafiada (57).

La actividad antiulcerosa parece ser debida a:

-la inhibicidén del enzima histidina descarboxilasa,
-inhibicién de la desgranulacidén de mastocitos o -
celulas cebadas.

-el directo antagonismo de los efectos de la hista-
mina sobre los capilares de la mucosa gastrica.
-cambios en la neurotrasmisidn histaminérgica.

-combinacién de més de uno de estos mecanismos.

Accidén antihepatotdxica

El estudio de los efectos antihepatotdxicos de si
limarina y (+)cianidol-3, significd un nuevo rumbo, en la

investigacidén de los derivados de la benzo(}¥)pirona (51).

Silimarina, actGa sobre higado dafiado de rata, an-
tagonizando los efectos de la intoxicacidn con faloidina,
X-amanitina, praseodimio, Cl4C y D-galactosamina, e inhibi-
do la alteracidn cirrdtica del parenquima hepatico produci-

da por tiocacetamida.

A su vez, el cianidol ejerce un efecto protector
sobre los desérdenes del higado inducidos por el etancl;
eleva el nivel hepatico de ATP durante la esteatosis e peri

mental, proteje de la intoxicacidén con Cl,C, faloidina y ga

4
lactosamina, y estabiliza la membrana lisosomal.
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Accidn colerética

La accidn de los derivados flavdénicos sobre la co

leresis parece variable.

No se ha observado aumento de la secreciédn biliar
bajo la influencia del apidsido, mientras que el rutdsido,
luteolésido, quercetdsido, miricitrdsido, capilarisina, y -

los citroflavonoides se han mostrado coleréticos (50,51)

Accidén antihipercolesterolémica

Numerosos estudios han demostrado el efecto protec

tor de los flavonoides contra la arteriosclerosis.

Savel en 1972 demostrd la accidén antihipercoleste
rolémica de quercetina, epicatequina y dietilflavona-5,7,
bis/oxiacetato, mostrandose esta Gltima ademids como vasodi-

latador y capilarotrdépico.

Mas tarde, Basaker y Hatvalne (1975) demostraron
que la epicatequina produce una bajada de las tasas de co-
lesterol en suero e higado, mientras que la quercetina sé-

lo baja los niveles en higado (51).

Biochanina A, formononetina y pratenseina reducen

el colesterol y los triglecéridos en suero.
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Accidbn antitrombdtica

La interaccidén de las plaquetas con los componen-
tes de las paredes de los vasos, es unb de los primeros pa-
sos en trombosis y arteriosclerosis. La inhibicidén de la -
agregacidn plaquétaria puede realizarse por muchos mecanis-
mos, entre los cuales el incremento de los niveles de AMPC

en plaquetas es uno de los mas potentes.

Los flavonoides actlian como antitrombdticos inhi-
biendo la AMPc fosfodiestarasa, destacando por su actividad

quercetina y fisetina (58)

Asi mismo, los flavonoides inhiben la cicloxigena
sa y lipoxigenasa, impidiendo de este modo la sintesis de -
tromboxanos y prostaglandinas; rutina, quercetina, metil--

quercetina y cirsilineol actiian de este modo (59).

Por otro lado, el agrupamiento catecol puede inte
racionar con los receptores adrenérgicos de las plaquetas,
ejerciendo un posible antagonismo competitivo con la adrena
lina, que pudiera prevenir las consecuencias de una hipera-

gregabilidad plaquetaria.

Los citroflavonoides ejercen un efecto protector
antitrombdtico frente al ADP, el cual es un potente induc--
tor de la agregacidn plaquetaria; cabe suponer, que los ci-

troflavonoides se oponen a su efecto por inhibir dicha
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actividad antiagregante (60).

En 1985, se demostrd el efecto inhibidor de la a-
gregacidén plaquetaria de los citroflavonoides del Citrus

limonum Risso eriodictidsido y hesperioddésido; el distinto

comportamiento de ambos flavonoides puso en evidencia una -
posible influencia de sus diferencias estructurales sobre
su actividad. Parece ser que la actividad inhibidora radi-
ca en los sustituyentes del anillo fendlico que esta unido
al nicleo de la cromona; si estos sustituyentes son hidroxi
los libres se manifiesta la actividad, la cual se ve reduci

da por:

~ OH subtituido en el C,2
- saturacidn del doble enlace C,2-C,3
- ausencia del carbonilo en el C,4

- un grupo azucarado en el C,3

Accidn antihemdélitica

Descrita y estudiada por diversos investigadores,
se demostrd la capacidad de los flavonoides para estabili-
zar las membranas del eritrdécito humano (HRBC), manteniendo
su integridad y conformacidén contra la hipotonicidad que in

duce su lisis.



29

El mecanismo de accidén fue atribuido al hecho de
que estos compuestos incrementan el "Volumen Hemolitico Cri
tico" (VC) de los eritrocitos, debido a un aumento del &rea
de la membrana o a un cambio en la visco-elasticidad de 1la

misma (56).

Los flavonoides inhiben la fosfolipasa A (princi

2

pal enzima involucrado en la sintesis de prostaglandinas) y

previenen la formacidén de lisolecitina.

La fosfolipasa A actla sobre la lecitina para -

2!
producir lisolecitina, que tiene la propiedad de lisar mem-

branas eritrociticas humanas.

Otras acciones a nivel del sistema cardiovascular

son estimuiantes de la funcidn cardiaca (62,63,64) (posiblg
mente por aumentar el flujo por las arterias coronarias),
vasodilatadora  (48,59), hipotensora (65,66,67) y antiangino

sa.

La actividad antianginosa ha sido demostrada para
oxiflavil (flavona 7-etiloxiacetato) que causa vasodilata--
cidén coronaria; ipriflavona (51) vy puerarina aislada de

Radix pueraria, usada en china como remedio a los sintomas

de hipertensidén y angina de pecho (68).
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Accidn diurética

Manifiestan dicha accién diferentes compuestos -
flavonoides: flavonoles y sus correspondientes glicdsidos
(quercetina, rutina y quercetrina), flavonas (luteolina, --
apigenina), flavononas (hesperidina, naringenina) y otros

flavonoides de estructura no precisada (69,70,71).

Otras acciones atribuidas a estos compuestos son:

bloqueante @;adrenérgico (derivados del propanolol-tipo-fla

vona); expectorante (farnesol, aislado de Rhodedendron dau-

ricum L. y usado en el tratamiento de la bronquitis crénica),
antialérgicos (baicaleina, que muestra una inhibicidén inme-
diata de las reacciones de hipersensibilizacién) y analgési

ca, como la gosipina. (51).

IT.2.6.-EXTRACCION

Los heterdsidos flavbénicos son generalmente solu-
bles en agua y alcohol e insolubles en éter, cloroformo y
benceno; las geninas son, por el contrario, solubles en éter

e insolubles en agua (28).

Un método preliminar de separacién, es la extraec-

216n con distintos solventes de varias polaridades, que
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puede permitir la separacidn de glicdsidos flavdnicos de a-

gliconas (72).

Existen numerosos métodos para la extraccidén de -
flavonoides, entre los que destacan el de Netien-Lebreton
(73} y el de Charaux-Paris (74), que utilizan cambios de di

solventes de distinta polaridad.

La extraccidén de las geninas flavénicas se reali-
za segin la técnica de Bate-Smith, modificada por Lebreton
(75); las principales etapas consisten en la hidrélisis --
clorhidrica en caliente del material vegetal y en agota-
miento sucesivo de la fase acuosa hidrolizada por éter eti-
lico (flavonoles, flavonas, etc.) y por n-butanol (C-glico-’

flavonas, antocianidinas, etc.).

IT1.2.7.- AISLAMIENTO E IDENTIFICACION

Para la separacidn y aislamiento se recurre gene-

ralmente a métodos cromatograficos.

En la croamatografia en papel, el Whatman n@%l es
el més utilizado para la separacidén de los flavonoides. La
cromatografia preparativa permite aislar una cantidad de -
sustancia apreciable, utilizando papel de mayor espesor --
(Whatman ne3 y 3MM), que tiene una gran capacidad de adsor-

cidén (78).
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La cromatografia en capa fina posee la fineza de
separacidén de la cromatografia en papel; como adsorbentes -
suelen . utilizarse silicagel, celulosa, ) leiamida;gla
técHi&a es mds rapida, pero la reproductibilidad ae ios

Rf no es tan buena.

La deteccidén de los componentes, se hace en las -
mismas condiciones para la cromatografia en papel y capa fi
na. Algunos flavonoides se detectan directamente por su co
loracidn propia a la luz U.V.; sin embargo, otros no pueden
ser puestos en evidencia méds que después de la pulverizacidn
con un reactivo apropiado. En ciertos casos, los heterdési--
dos pueden tener una reaccidén diferente de las de sus geni-

nas.

Entre los reveladores mas utilizados se pueden ci
tar: potasa alcohdlica (coloracidén amarilla), cloruro férri
co, reactivos de diazotacidn, cloruro de aluminio (fluores-
cencia con los flavonoles), borohidruro de potasio (manchas

rojo-violaceas con las flavononas), etc. (28).

La cromatografia en columna tiene una misidén do--
ble: perfeccionar la selectividad y conseguir la pureza cro

matografica de los productos aislados.

Otras técnicas menos utilizadas son la cromatogra
fia Gas-Liquido, electroforesis en papel y cromatografia 1i

quida de alta resolucidn (77).
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La identificacidn preliminar del flavonoide se --
realiza mediante cromatografia en capa fina o en papel (76),
por sus valores de Rf y coloracidén a la luz U.V. o tras el

empleo de reveladores.

Para el édnalisis estructural de los flavonoides -
se utilizan las técnicas de: espectrofotometria U.V.(78,79,
80,82), IR, RMN (78), espectrometria de masas (83,84,85,86,

87, 115,116), y el sistema acoplado CG-EM (88).
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II.3.- FLAVONOIDES EN EL GENERO ERICA

Se puede afirmar que los compuestos fendlicos se
encuentran en todos los vegetales superiores. El estudio -
de su presencia en especies vegetales (89) ha adquirido un
gran interés por sus implicaciones taxondmicas y por su in-

fluencia en la fisiologia de la planta.

Cabe destacar el gran papel de los flavonoides
en quimiotaxonomia vegetal; en efecto, estos compuestos son
particularmente interesantes como '"marcadores taxéndémicos"
debido a su estabilidad, fdcil identificacién y amplia dis-

tribucidén en el reino vegetal (90).

En la tabla I, que incluimos en la pagina siguie-
te, intentamos ofrecer una visidén de los flavonoides exis-
tentes en las diversas especies del género Erica (91,92,93,

94).



Flavonoides presentes en Ericas.

TABLA (1)
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Seglin Fraga .Vila (93), los compuestos fendliccs -

identificados en las Ericas se pueden reunir en dos grupos.

En uno de ellos se incluyen todos aquellos que --
por estar universalmente distribuidos no tienen valor taxo-
némico (ac.p-hidroxibenzoico, ac.siringico, ac.vanillico,
ac.protocatéquico, ac. cafeico, ac.sinédpico, ac.p-cumédrico,

ac.ferdlico, ac.clorogénico).

El otro grupo comprende los compuestos que, por -
estar su presencia restringida a determinadas especies, son

considerados de interés taxondmico.

Dentro de este segundo grupo hay sustancias, como
quercetina y taxifolina, que presentan valor taxondémico a -
nivel de famitia, pero no son buenos taxones a nivel de es-

pecies por estar presentes en muchas de ellas.

Entre los compuestos identificados con valor taxo
némico a nivel especifico, podemos citar: kanferol y mirice

tina.

Segun Harbone (95), dentro del género Erica, la -
miricetina parece estar presente en las plantas con mayor -
grado de lignificacidn, mientras que el predominio de kanfe
rol y ausencia de miricetina, generalmente se da en las me-

nos lignificadas.
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Por el contrario Fraga Vila (93) indica que en --

E.mackaiana Bab., que no es una de las especies con mayor -

grado de lignificacidn, existe un predominio de miricetina,

mientras que el kanferol estad ausente.



IIT1- PARTE

EXPERIMENTAL
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IIT.1.- MUESTRA

La especie fue recolectada en Nerva (Huelva) a
principio de Noviembre de 1986 en periodo de floraciédn, de
secédndose a temperatura ambiente (15-252C) con abundante ai

reacién y conservandose al abrigo de la luz y la humedad.

En nuestras experiencias hemos utilizado la sumi-

dad florida, eliminando los tallos méas lefiosos.

ITI.2.-OBTENCION DEL EXTRACTO A ESTUDIAR

Al estudiar con anterioridad la fraccidn corres--

pondiente a los &cidos fenoles de Erica andevalensis (96,97)

comprobamos una pérdida de la actividad farmacolédgica en la

purificacién de los mismos.

Es por ello que hemés abordado el estudio del ex-
tracto etéreo resultante del primer paso de dicho proceso,
segin el método de Lescao modificado (98), cuyo esquema re-

presentamos en la figura (3).



Erica andevalensis C-R
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Fig. (3)
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Partimos de las sumidades floridas que fueron ex-
traidas con agua acidulada con ClH hasta pH &cido (apro-
ximadamente 1), manteniéndolas previamente en maceracidn du
rante 15 minutos; el rendimiento ‘de la eXtraccidén fue del

11,4 %.

El extracto acuoso asi obtenido se trato con etér

etilico hasta agotamiento, dando lugar al extracto etéreo -

objeto de nuestro estudio y cuyo residuo seco es del --

0,27 %.
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ITI.3.- ESTUDIO DEL EXTRACTO ETEREO POR CROMATOGRAFIA EN

COLUMNA

La separacidén de los diferentes componentes del -
extracto etéreo se realizd por cromatografia en columna de

gel de silice.

Previamente, se hizo un estudio cromatogréfico en
capa fina con soporte de silicagel y diversas fases méviles,
para establecer un criterio de seleccidn de los eluyentes a
emplear en la cromatografia’en columna, con las mejores po-

sibilidades de sSeparacidén de los componentes de la mezcla.

Partimos de 1,0075 g de residuo seco que, una vez
disuelto en metanol, fue mezclado con gel de silice 0,2-0,5
mm formando una cabeza que se montdé en una columna de gel -
de silice 0,063-0,2 mm previamente humedecida con n-hexano,
solvente con el que se inicid la elucidn, para continuar --
con mezcla acetato de etilo/n-hexano (8:1) y acetato de --

etilo/metanol de polaridad creciente.

Se recogieron 267 fracciones de, aproximadamente,
15 ml cada una, que se agruparon de acuerdo con su comporta-
miento en cromatografia en capa fina. Esta cromatografia

general se resume en la tabla (II).



FRACIONES
1
2
3
4-5
6
7-10
11-22
23-31
32-37
38-51
52-97
98-127
128-174
175-179
180-231
232-261
262-267

TABLA (II)

ELUYENTE

AcOEt/n-hexano (8:1)

AcOEt/MeQH (6:4)

AcOEt/MeOH/H20 (80:5:5)

MeOH

OBSERVACIONES

A + B + Mezclas
C + Mezclas
C+ D

D + Trazas
Mezclas

E + Mezclas
Mezclas
Mezclas
Mezclas
Mezclas

F + Mezclas
Mezclas
Mezclas
Mezclas
Trazas
Trazas

Trazas
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ITT.3.1.- IDENTIFICACION DEL COMPUESTO "C"

Realizamos la identificacidén del compuesto C por
medio de reacciones coloreadas, métodos cromatograficos y -

espectrofotometria U.V., I.R.y RMN.

ITI.3.1.A~ REACCIONES COLOREADAS

Los patrones y el compuesto, en solucién metandli
ca, se observaron sobre papel cromatografico (luz visible y
U.V.-350 nm) sin revelar, revelados con C13Al (sol. alcohd-
lica 3 %) (28) y después de expuestos a vapores de amoniaco

(99).

Las coloraciones observadas figuran en la tabla

(111).

Los resultados obtenidos nos orientan hacia un -

flavonol 3-hidroxi-libre, con o sin OH libre en S.



TABLA (III): COLORACIONES OBTENIDAS

OBS. DIRECTA ClsAl(sol.alcohol.B%) VAPORES NH3
COMPUESTOS VISIBLE U.v. VISIBLE U.V. VISIBLE U.v.
Luteolina ..¢¢ee.s. Amarillo Purpura Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo
Quercetina cerenne " Amarillo " Amarillo- " "
fluorescente
RUtiNG ceveeoooscns " POGrpura " Amarillo " "
C ceesescsssasae " Amarillo " Amarillo- " "

fluorescente
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III.3.1.B.- METODOS CROMATOGRAFICOS: CROMATOGRA-

FIA EN PAPEL

Se ha utilizado el método descendente y se han se
leccionado fases méviles que nos permitan distinguir si se
trata de una genina o de un heterdsido. Las condiciones --

cromatograficas son las siguientes:

soporte ® 0 9 0 5 0000050008000 0 000 papel mlatman ngl

Estado de saturacidn de
la Cé-mara ® 08 00 0000000000000 1h

Método ..ieciieiievececesas.. monodimensional descen

dente

Fases méviles:

(a) n-butanol/ac.acético/agua (4:1:5:V/V)
(75,91,95)

(b) ac.acético 60 % (75)
(caracteristica de geninas)

(¢) ac.acético 15 % (100)
(caracteristica de heterdsidos)

(d) ac.acético/Hzo/ClH (30:10:3 v/V) (75,
91,95,100) (caractéristica de -
geninas)
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Reveladores:

-luz U.V. (350 nm)

—Cl3Al (sol. alcohdlica 3 %)

Temperatura ..iieeeeecccessccessasess 202C

Los RflOO , Segln la fase mévil empleada, se en-

cuentran en la tabla (IV).



TABLA (IV): VALORES MEDIOS DE RF

100

LuteOlina ® e 8 00 00 0% 0000

Querceting .eceeeeraccas

Rutina ® 8 8 6 060 0 00 008000 00

C ® 8 9 0 905 060 000000000

(a) (b) (c¢) (d)
77 47 5,4 65
66 30 2,7 45
51 68 54 85
63 29 2,9 41

(a)
(b)
(c)
(d)

n-butanol/ac.acético/agua (4:1:5 V/V)

ac.acético 60 %

ac.acético 15 %

Forestal
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ITI.3.1.C.- ESPECTROFOTOMETRIA U.V.

Los espectros se realizaron en un espectrofétome-
tro Lambda 3 Perkin Elmer, con registrador incorporado, uti
lizando cubetas de cuarzo de 1 cm de espesor y de 3 ml de .-
capacidad. El disolvente empleado fué metanol de méximo --

grado de pureza,

Los compuestos flavonoides presentan unos maximos
de absorcidn caracteristicos; estas absorciones pueden ser
modificadas por la adicidn de diferentes reactivos, debido
a la presencia de sustituyentes en posiciones determinadas

en su estructura (81).

El espectro en metanol (fig.4), y particularmente
la posicidén de la banda I, nos da informacidén acerca del ti
po de flavonoide y del estado de oxigenacidén. E1l espectro
del compuesto "C", presenta miximos de absorcidn a X\ maxima
de 370 nm (banda I) y 252 nm (banda II), asi como un sobre-
hombro a 290 nm; estas absorciones se corresponden con un -

flavonol 3-hidroxi libre (banda I entre 352-385 nm).

Los cambios espectrales con diferentes reactivos

se exponen en la tabla (V), pagina 52.

La medida realizada después de la adicidn de =--
MeONa, reactivo caracteristico para la determinacién de gru

pos OH en posiciones 3 y/o 4' (81), nos muestra un desplaza
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miento batocrdémico de 62 nm en la banda I, ()\méx. 432 nm).
La repeticidn del espectro a intervalos diferentes de tiem-
po, presentaba una disminucién en la intensidad de dicho -
méximo de absorcidn, lo que nos indica la presencia del sis

tema 3,4' hidroxilos libres o bién 3,3',4' tri-hidroxilo.

La presencia de un grupo orto-dihidroxi en el --
anillo B de flavonas y flavonoles, puede ser detectada por
comparacién del espectro del flavonoide en presencia de --
ClsAl .con el obtenido en C13A1/HCl. La desviacidén hipso-
crémica de 30 nm en la banda I sugiere la existencia de es-

te grupo. Se observa asi mismo, un desplazamiento batocré-
mico de 55 nm con respecto al espectro en metanol, indica-

tivo de un sistema 3,5 dihidroxiflavonol.

La adicidén de AcONa anhidro provoca un desplaza-

miento batocrdémico de 20 nm en la banda II, que nos permite

deducir la existencia de un grupo OH libre en posicidn 7.

El reactivo AcONa/BOSH es indicativo para detec-

3
tar grupos orto-dihidroxi; en nuestro caso, la aparicién de

un salto batocrémico de 14 nm en la banda I, identifica to-

talmente este grupo.



Z& )\= incremento en la longitud de onda
A -

|
[x\k==desplazamiento de la banda I del espectro del flavonoide en -

presencia de ClBAl con el obtenido en ClBAl/HCl.

desplazamiento de la banda I con respecto al espectro en MeOH

ZX Xuz desplazamiento de la banda II con respecto al espectro en MeOH



TABLA ( v ): ESPECTROS U.V. EN MEOH

A méx., nm
REACTIVOS ANADIDOS BANDA 1 BANDA II AN CONCLUSIONES
370 252 -Flavonol 3-hidroxi
libre
MEONE +evevveonssns 432 245 AA=62 nm -3 y 4'dihidroxilos
libres, o 3,3',4"
trihidroxilos libres
AlCl3 ;oo e s s 00200 e 455 269
. '3 . I
ALCLG/HCL +eveuve.. 425 265 AN=-30 nm -grupo orto-dihidroxi
A )\ =55 nm en el anillo B
3,5 dihidroxiflavonol
NaOAC 8 6 0 8 ¢ 8 000 0 080 390 272 AAI=2O nm _OH libl‘e en 7
NaOAc/B03H3......... 384 247 ZlA,— 14 nm - agrupamiento orto-

dihidroxi
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IT1.3.1.D.-ESPECTROFOTOMENTRIA I.R.

Para la determinacién de los espectros I.R. utili-
zamos un aparato Perkin Elmer 1310, con registrador incorpo-

rado. Se emplearon comprimidos de BrkK.

Las absorciones del compuesto "C" son las corres--

pondientes a la estructura flavonoide (benzo-¥-pirona).

3.420 cm-l............. (OH) absorcibén de grupos

OH; esta banda es amplia
por estar asociados intra
molecularmente.

1.660 cm e unnnnnnnn.. (C=0) absorcién caracteris

tica de grupos ceténicos.

1.610 em™ !

1.560 cm ™+
1.115 Cm-l............. (C=C) absorcidén debida a =

la tesidén de los dobles en
laces del anillo aromético.
1.380 em™ Y....uuvvee... vibracién de flexién de OH
fendélico.
1.260 cm Y......0vvv... vibracién de tensién asimé

trica de grupos Ar-C-0-C-,
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10170 Cm‘l........o.... VibraCién de tenSién Si—

métrica C=C-0-C-.
1.020 cm—l............. vibracién de tensién si=:

métrica de éteres.



TR
i ! .
BE =
I
[J =
S B
2
3.
po. 37
3 =%
s (R
2
3 x|
3 x |
: = |
Q] s
ot >
-t N
hd
3 >
I -
B 183
o
o i |
o
;
-
S
Y
N
s <
; =z
) o
g x
P U
<

18N

MICRONY

2000

K 8+

Won

Compueéfo

vz

: ®]

-

<

x
L EETy
1z 2«2
: o
W.,M 23
1 od — A
‘GO RmT
; P U U=
4 PR

- ey
<

. [

4 L

12
e
P

NI L T IWONY M1

11

Fig.



ITT.3.1.E-

Los espectros de

- 63

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

lH-—RMN se realizaron en un apara-

to Varian XL-200 (200MHz), utilizando como disolvente dimetil

sulfdéxido deuterizado (DMSO—d6) y con patrdn interno de te--

trametilsilano (TMS).

Analizados los datos obtenidos del espectro (figu-

ra 12) se obtienen las siguientes sefiales de resonancia para

el compuesto "C",.

1
§ 6,21
6,44
6,90
7,55

7,69

Corresponden

H-RMN (200 MHz,

(1H, sa,
(1H, sa,
(1H, dd,
(1H, d4,
(1H, dd,

DMS0-d,. )

H-6)

H-8)

Jg1_61=8:73 Jgi_5%0, H-5")
Jg1-51=8:7; Jgi_5.=0, H-6"')
Joi_g1305 Ty, _gi=0, H-2')

a los cinco protones aromadticos en las

posiciones 2',5',6',6 y 8 del flavonoide.



7,69(H-2")

7,55(H-6")

6,90(H-5")

6,44(H-8)

6,21(H-6)

W

1.5

Fig. 12
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ITI.3.1.F.~- DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos para el compuesto "C"
con las reacciones coloreadas, nos orientan hacia un flavo-

nol-3-hidroxi 1libre, con o sin OH libre en 5.

En su estudio cromatografico se pone de manifies-
to que se trata de una genina, cuyos Rfs y coloraciones coin

ciden con los obtenidos para la Quercetina.

La espectrometria U.V. nos confirma su naturaleza
flavonoide, presentando el compuesto OH libres en las posi-

ciones 3,5,7,3' y 4',.

El examen espectofotométrico I.R. nos revela la -
presencia de OH fendlicos unidos intramolecularmente y la -

de un agrupamiento carbonilo.

Las sefiales de TH-RMN obtenidas comprueban la exis

tencia de cinco protones arométicos en 6,8,2',5' y 6'.

Por todo lo expuesto podemos asignar al compuesto
"C"' la siguiente estructura, que se identifica con la QUER-

CETINA.

7 N on

HO ‘

OH
OH C
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ITI.3.2.—~ IDENTIFICACION DEL COMPUESTQ "D"

Comc en el caso del compuesto "C", la identifica=
cién se ha llevado a cabo por medio de reacciones coloreadas,

métodos cromatogrificos y espectrometria U.V., I.R., y RMN.

Compuesto "D" cristalizado ( fraccidén 4-5 de la columna)
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ITI.3.2.A.- REACCIONES COLOREADAS

La solucidén metandlica del compuesto "D" y de los
patrones, se observaron sobre papel cromatografico a la luz

visible y U.V. (350 nm) sin revelar, reveladas con Cl.Al y

3
después de ser expuestes a vapores de amoniaco, presentando

las coloraciones que figuran en la tabla (VI),

Los resultados obtenidos nos orientan hacia un --

flavonol 3-hidroxi-libre y con o sin OH libre en 5.



TABLA. ( VI.): COLORACIONES OBTENIDAS

0BS. DIRECTA 013A1(s01.a1coh61.3%) VAPORES NH,
'COMPUESTOS VISIBLE U.v. VISIBLE u.v. . VISIBLE U.v.
Luteolina ..e¢e¢.... Amarillo PUrpura Amarillo Amarillo Amarillo Amarillo
Quercetina creesoe " Amarillo " Amarillo— " v
fluorescente
RUEING +eeceeeonens " Parpura " Amarillo " "
" Amarillo " Amarillo- " "

D RN

fluorescente
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IT1.3.2.B.- METODOS CROMATOGRAFICOS: CROMATOGRA-

FIA EN PAPEL

Las experiencias se llevaron a cabo en las condi-
ciones cromatograficas detalladas en la pagina 48, para el

estudio del compuesto "C".

Los Rfloo , Segin la fase mbévil empleada, se en--

cuentran en la tabla (VII).

De los resultados obtenidos podemos observar el
distinto comportamiento cromatografico que muestra el com--
puesto en estudio en las cuatro fases méviles ensayadas, con

respecto a los patrones utilizados .

Sin embargo, los Rf del compuesto "D", coinciden
con los encontrados en la bibliografia consultada (75,91,95)

para la miricetina.



TABLA (VII): VALORES MEDIOS RF

100
(a) (b) (c) (d)
Luteolina .....eveuens 77 47 5,4 65
Quercetina  ....iveeenn 66 30 2,7 45
Rutina * & & 5 & 5 0 0 s S s 00 00 51 68 54 85
D e & & 0 5 & 5 0 0 8 00 8 N OO 00 42 20 2,9 29

(a) n-butanol/ac.acético/agua (4:1:5 V/V)
(b) ac.acético 60 %

(¢c) ac.acético 15 %

(d) Forestal
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I1T.3.2.C.~ ESPECTROFOTOMETRIA U.V.

Se realizd en solucidn metandlica y en las mismas

condiciones que la determinacidén del compuesto "C".

El espectro en metanol (fig 13), presenta maximos
de absorcidn a X méax, de 374 nm (banda I) y 252 nm (banda II);
dichas absorciones se corresponden con un flavonol 3-hidro-=

Xi-libre.

En la tabla(VIII) se exponen los cambios espectra-

les con diferentes reactivos.

Con la adicidén de MeONa, la banda I sufre un des-
plazamiento batocrémico de 63 nm, que degenera en pocos mi-
nutos; esto nos indica la presencia del sistema 3,3',4' tri

hidroxilo.

En presencia de Cl_Al y unas gotas de ClH al 10 %

3
se produce un desplazamiento hipsocrémico de 17 nm en la -

banda I, que nos permite deducir la existencia de tres gru—.
pos OH adyacentes en el anillo B; ademés, se observa una -
desviacidén batocrdémica de 54 nm, con respecto al espectro -
obtenido en metanol, indicativo de un sistema 3,5-dihidroxi

flavonol.

El AcONa anhidro es el reactivo diagnéstico Gtil

para la deteccidén de OH libre en posicidén 73 la aparicidn
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de un salto batocrdémico de 17 nm en la longitud de onda de

la banda II, identifica eSte grupo.

La presencia de AcONa/B03H3 produce un desplaza-

miento batocrdémico de 18 nm en la banda I, que denota la --

presencia de agrupamiento orto-dihidroxi en el anillo B.



A -
A -
A N\

A

incremento en la longitud de onda
desplazamiento de la banda I con respecto al espectro en MeOH

desplazamiento de la banda I del espectro del flavonoide en -

presencia de ClBAl con el obtenido en ClBAl/HCl.

desplazamiento de la banda II con respecto al espectro en MeOH



TABLA (VIII):ESPECTROS U.V. EN MEOH

)\max. ,nm
REACTIVOS ANADIDOS BANDA I BANDA II AN CONCLUSIONES
374 252 - Flavonol 3-hidro-
Xi libre
MEONA soeoennnonns 437 400 285 A)\I‘=63 m 3 y 4'dihidroxilos
libres o 3,3',4',
thidroxilos libres
A1C13 ® ® & © & o & 5 5 6 0 8 445 268
AIC1,/HCL +evennen. 428 266 AN =17 3 OH adyacentes en
A )\,:54 nm el anillo B.
3,5, dihidroxiflavonol
NaOAC ® 9 06 0608 060 08060000 334 269 A/\.‘1=17 nm OH libI‘e en pOSiCién 7
NaOAc/BOgHg  +oveens 392 256 AN, -18 rm Agrupamientos orto-
e

dihidroxi en el anillo B
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ITII.3.2.D.~- ESPECTROFOTOMETRIA I.R.

Se realizd en las mismas condiciones que la deter-

minacidén del compuesto '"C".

Las absorciones del compuesto "D" son las corres-

pondientes a la estructura flavonoide (benzo-¥-pirona).

1

30420 Cm— 00'0.00010000‘

10660 cm—lnoonooo-oo.".

1
1

1.585 cm~

10510 Cm- ® 8 5 ¢80 000000000 .

1.370 Cm_lo.colloolcotoo

10230 Cm—l.coooln.ooooo.

(OH) absorcidén de grupos
OH; esta banda es amplia
por estar asociados intra

molecularmente.

(C=0) absorcidén caracte--—
ristica de grupos cetdéni-

cos.

(C=C) absorcidén debida a
la tensidén de los .dobles
enlaces del anillo aroma-

tico.

vibracién de flexidn de -
OH fendélico.

absorcién de tensidén asi-
métrica de grupos Ar-C-0O-
C—c
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1.165 cM Tuvuuveeeeer.. vibracidn de tensién simé

trica de C=C-0-C-.

1.025 em Y. .uuuuueu... vibracién de tensidn simé
trica de éteres.

825 cm™1

855/cm—1.....‘.’....... anillo aromé—tiCO 1’2,3’5

tetrasustituido.
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III.3.1.E.- RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

Los espectros de 1

H-RMN del compuesto "D'" se rea-
lizaron en las mismas condiciones que para el compuesto '"C",
se utilizd igualmente patrén interno de tetrametilsilano -

(TMS) y dimetilsulfdxido deuterado (DMSO-d6) como disolven-

te.

Analizados los datos del espectro (figura 22) se

obtienen las siguientes sefiales de resonancia:

ly-RMN (200 MHz, DMSO-d,)
S 6,18 (1H, d, J=1,95, H-6)
6,37 (14, d, J=1,95, H-8)

7,24 (2H, s, H-2' y H-6")

Corresponden a los cuatro protones aromdticos en

las posiciones 2',6',6 y 8 del flavonoide.



7,24(H-2"',H-6")

6,37 (H-8)

6,18(H-6)

1.3

|

b1

bl

.

Fig.

22
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ITII.3.2.F~ DISCUSION DE RESULTADOS

Las reacciones coloreadas practicadas al compues-
to "D" nos orienta hacia un flavonol-3-hidroxi libre con o

sin OH libre en 5.

El comportamiento cromatogradfico es anélogo al re

cogido en Bibliografia para la Miricetina.

Los resultados obtenidos con la espectrofotometria
U.V. nos informa que se trata de un flavonoide con OH libres

en posiciones 3,5,7,3',4' y 5'.

La espectrofotometria I.R. pone de manifiesto la
presencia de OH fendlicos unidos intramolecularmente y un -

agrupamiento carbonilo.

Con los espectros de 1H—RMN se obtienen sefiales -

correspondientes a 4 protones ardmaticos en 6,8,2' y 6'.

De todos los datos obtenidos podemos deducir que
la estructura de este compuesto se corresponde con la MIRI-

CETINA.
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ITI.4.- ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Experimentamos diferentes dosis, sobre distintos
microorganismos y observamos la presencia o no de halos de
inhibicién, determinando la concentracidén minima inhibitoria
(C.M.I.) definida como la menor concentracién de producto -
que inhibe el desarrollo "in vivo" de los microorganismos

(101,102).

En nuestro trabajo hemos seguido la técnica de --

Bauer-Kirby (103).

IIT.4.1.- CONDICIONES GENERALES DE LA EXPERIENCIA

IIT.4.1.1.-Medio de cultivo

Se ha seleccionado como medio de .cultivo sténdar
el agar de Mueller-Hinton, debido a que promueve el desarro
llo de la mayoria de los aislamientos bacterianos, clinica-

mente significativos (103).

Para la preparacidén del mismo, se rehidrata sus--
pendiendo 38 g de éste en 1000 ml de agua destilada y se ca
lienta hasta temperatura de ebullicidén para disolver el me-

dio por completo.
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Se esteriliza en autoclave durante 15 minutos a -

121 °C (104).

La reaccidn final del medio seréd de un pH de 7,4

a una temperatura de 25 2C.

Una vez preparado, se vierte en placas estériles;
es importante que el medio alcance un espesor uniforme de
4 mm; si es mas fino, los antibidticos tienden a difundir -
més en direccidén lateral, aumentando el tamafio de las zonas
de inhibicidén; un agar de méds de 4 mm de espesor produce --
una mayor difusidén del antibidtico hacia abajo, con tenden-

cia a estrechar artificialmente las zonas de inhibicidn.

III.4.1.2.- Preparacién del indculo

El indéculo se ha preparado hasta conseguir que la
turbidez del medio sea equivalente al sténdar n? 0,5 de 1la
escala de McFarland. Esto equivale a una concentracién de

lO8 microorganismos/ml aproximadamente.

IIIQ4¢1.3.- Siembra

Una vez lograda la turbidez adecuada, se sumerge

un hisopo estéril y seco en la suspensidén bacteriana, --
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eliminando el exceso de liquido antes de retirarlo; para -
ello, se hace rotar el escobilldn contra la pared interna -

del tubo.

Sembramos con este hisopo la superficie de una -
placa de agar de Mueller-Hinton, dejando previamente que la
placa tome la temperatura ambiente y manteniendo la tapa -
entreabierta para permitir la evaporacién de cualquier exce

so de humedad de la superficie del agar.

A fin de cubrir uniformemente toda la superficie
de la placa, se estria con el hisopo en tres direcciones, -
dando vueltas sucesivamente a la placa en éngulos de aproxi

madamente 60¢,

Una vez seca, la placa estd lista para la coloca-

cidén de los discos impregnados con las muestras a ensayar.

ITI.4.1.4- Impregnacién y colocacién de los dis-

cOS
Estudios realizados en nuestro Departamento sobre
la influencia de distintos disolventes en el crecimiento mi
crobiano, pusieron de manifiesto una inhibicién por los mis
mos en el desarrollo de los microorganismos, lo cual era pa

liado por la eliminacién del liquido extractivo (98).
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Por ello en nuestras experiencias, los discos im-
pregnados con los extractos se llevaron a estufa a 602C du
rante 30 minutos, con el fin de evaporar el disolvente. An

tes de ser colocados deben estar a temperatura ambiente.

El didmetro de los discos ha sido en todos los ca

sos de 5 mm.

La colocacién se ha hecho manualmente con una pin
za estéril, separéndolos al menos 22 mm uno de otro y a --
14 mm del borde de la placa, para evitar que las zonas de -

inhibicidén se superpongan o se extiendan hasta el margen.

Los discos se presionan suavemente sobre la super
ficie con la punta de la pinza para asegurar un contacto -
firme con el agar, cuidando de no moverlos una vez colocados

en su lugar.

I1II.4.1.5.- Incubacidn

Una vez preparadas convenientemente las placas pa
ra la prueba de la susceptibilidad, se colocan en una incu-
badora a 379C durante 18h; éste es el periodo en el que la
reactividad entre los microorganismos en desarrollo y los -
efectos inhibidores de la sustancia son dptimos, siendo los

bordes de las zonas de inhibicidén més nitidos.
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I1I.4.1.6.- Determinacidén de los halos de inhibi-

cidn

Después de 18h de incubacidn, aparecen las zonas
de inhibicidn alrededor de los discos impregnados con las -

muestras.

Los didmetros de estas zonas se miden cuidadosa--
mente por la parte posterior de la placa, utilizando una -
fuente de luz brillante transmitida. Se pueden utilizar ca
libres méviles y graduados, reglas marcadas en milimetros o

plantillas especialmente preparadas.

Todas las mediciones se realizan con la aproxima-

cién de 1 mm.

ITI.4.1.7.- Microorganismos ensayados

Bacillus subtilis ATCC 6633

Bacillus megaterium ATCC 33085

Gram (+) eeeeoeesocs

Bacillus cereus ATCC 14579

Staphylococcus aureus ATCC 25923
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Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Escherichia coli CCM 100

Gram (=) ceeeocecsos

Serratia marcenscens ATCC 8100

Proteus vulgaris ATCC 13315

Hongos eceecceensns Candida albicans S.Q. 1580

III.4.2.- MUESTRAS A ENSAYAR

Hemos estudiado la actividad antimicrobiana del

extracto etéreo de Erica andevalensis C-R, as{ como del --

principio activo mayoritario aislado de él, miricetina.

I11.4.2.1.- Extracto etéreo

Hemos operado con el residuo seco correspondiente
al extracto etéreo objeto de nuestro estudio (aptdo. III.2),

realizando a partir de é1 distintas diluciones, con el fin
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de ensayar diferentes dosis del mismo,

 Extracto ()) Residuo seco (mg) Droga (mg)
5 0,125 4,49
10 0,25 89,83
20 0,5 179,6
40 1 359,32
80 2 718,6

IIT.4.2.2- Miricetina

Para los ensayos realizados con miricetina, compo
nente aislado del estracto etéreo, se selecciondé un microor

ganismo de cada grupo: Bacillus subtilis (Gram(+)), Esche-

richia coli (Gram(-)) y Candida albicans (hongo).

Las dosis ensayadas fueron las siguientes:

Soluéién(k) Residuo seco (mg)
5 0,025 ‘
10 0,05
20 0,1

40 0,2
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IIT.4.3- RESULTADOS

Los halos de inhibicién, tanto del extracto etéreo
como de la miricetina aislada, se muestran en las tablas(IX)
y (X),recogiendose las concentraciones minimas inhibitorias

en las tablas (XI) y (XII).

Cada determimacidén se efectud en tres placas, pro

medidndose aritmeticamente  los resultados antes de inter-

pretar las medicienes.

El estudio de la relacidn dosis-efecto 1o hemos
llevado a cabo mediante el cilculo de la recta de regresién
Y su correspondiente coeficiente de correlacidén, siendo el

método utilizado el de los minimos cuadrados (105), figura

23 y figura 24.



Actividad antimicrobiana del Ext? etéreo a distintas concen

traciones ensayadas.



TABLA (IX): halos de inhibicidn (mm) del EXTRACTO ETEREO

Residuo seco

0,125 mg 0,25 mg 0,5 mg 1 mg 2 mg
BACTERIAS GRAM (+)
B. Subtilis ® 8 060002 00800 00 - 6,3 9 9,6 11
Bo megaterium o6 a8 0000000 - 5’5 9 10 12,3
B. cereus ® ¢ ¢ 0000 00000000 bt 5,6 9 10 11 ,3
S. aureus e 5 0 060000000800 - 5,5 8,3 9,6 11
BACTERIAS GRAM (-)
PO aeruginosa e e s 08 e 00000 - o= - 5,5 6,3
E' 0011 ® 65 0000000080000 - V 5,6 . 6 7 8
Po VulgaPiS S o 85 06 ¢ 8 00000 - - 5,5 693 7’3
S. MArcesCens ...ceeees. - - - - 6

HONGOS

Candida albicans ¢ 0080000 - 5,5 6 8 9,6




TABLA (X ): halos de inhibiéidén (mm) de MIRICETINA

Residuo seco

0,025 mg 0,05 mg 0,1 mg 0,2 mg
BACTERIAS GRAM (+)
B. SUbtiliS ¢ o8 0 00 000 0 - - 5’5 7’5
BACTERIAS GRAM (-)
Eo COli 0 060 0600060000800 - - 5,5 8

HONGOS

Candida albicans e.eecee -

mn
m
©
o
(s
o
o




TABLA (XI)

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) DEL EXTRACTO

ETEREO
MICROORGANISMO ENSAYADO mg de r.s.

BacilluS SUDtiliS eeseceeceoessssceas 0,25

Bacillus megaterium ..eeeesescecececsecs 0,25

Gram(+)
Bacillus Cereus ..e.eeeecescsseccsssss 0,25
StaphyloCOCCUS AUr€US ssssesssesssse 0,25
Pseudomonas aeruginoSa ..eccececccecess 1
Escherichia Coli ® 5 6 0 & 0 0 0 0 0 0 00 8 st 00O 0’25
Gram (=)

Proteus Vulgaris oo.noooooa'oc-lo.o;OyS

Serratia marceSCensS eccecososcssoscsss 2

Hongos Candida 2albicansS ..icesecesccessecass 0,25




TABLA (XII)

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) DE MIRICETINA

MICROORGANISMO ENSAYADO mg de r.s.
Gram(+) Bacillus subtilis .eoveseens 0,1
Gram(") ESCheriChia COli e ( &8 065 0 0600 00 O,l

Hongo Candida albicCansS ceeeesecces 0,25




RECTA DE REGRESION DEL EXTRACTO ETEREO

DE Erica andevalensis

Bacillus .subtilis . y=5,98+2,84 c=0,878
—_—— Bacillus megaterium y=5,45+3,74x c=0,925
— Bacillus cereus y=5,70+3,19x c=0,882

seereneas Staphylococcus aureus y=5,47+8,10x ¢=0,913

—_— Pseudomonas aeruginosa y=4,79+0,73x c=0,988
—_—— Escherichia coli y=5,14+1,52x ¢=0,975
S———— Proteus vulgaris y=4,83+1,28x c=0,991
e Serratia marcescens y=4,79+0,52x c=0,898

————— Candida albicans y=4,89+2,48x c=0,982




Diadmetro de halos (mm)

12

11

10

RECTA DE REGRESION DEL EXTRACTO ETEREO

DE Erica andevalensis

Fig.23

2

mg de Extracto etereo
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RECTA DE REGRESION DE LA MIRICETINA AISLADA

DE Erica andevalensis

Bacillus subtilis

Escherichia coli

Candida albicans

y=4,34+14,9x

y=4,19+17,9x

y=4,53+33, 5%

c=0,972

c=0,965

c=0,914



Didmetro de halos {(mm)

11

10

RECTA DE REGRESION DE LA MIRICETINA AISLADA

DE Erica andevalensis

i

0,025 0,05 0,1 0,2

mg de miricetina

Fig.24
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IIT.4.4.- DISCUSION DE RESULTADOS

A la vista de los resultados obtenidos podemos -
observar que el extracto etéreo presenta accidn antimicro--
biana, especialmente con las bacterias Gram (+), mostrdndo-
se algo menos activo frente al hongo ensayado y viéndose -
esta actividad disminuida en el caso de las bacterias ---

Gram (-).

De todos los microorganismos ensayados, Serratia

marcescens se muestra como el mas resistente, presentando -

halo de inhibicidn sdlo a la dosis méxima ensayada.

El comportamiento del compuesto "D", aislado del
extracto etéreo e identificado como miricetina, nos induce
a pensar que, si bien contribuye a la actividad antibacte--
riané de dicho extracto, no es el principal responsable de

la misma.

Cabe destacar, sin embargo, el papel que juega --

este flavonol en su actividad antifingica.
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III.5.- ACTIVIDAD DIURETICA

El haber emprendido el estudio de la actividad --

diurética de E.andevalensis se debe a que otras especies -

de este género han sido utilizadas tradicionalmente con es-

tos fines en medicina popular (5,6).

Las técnicas que suelen emplearse en esta determi
nacién son muy variadas; desde las que precisan una inter--
vencidén en el animal, utilizdndose normalmente perros y co-
nejos, a.las méds sencillas que no precisan cirugia y en las
que se suele utilizar el perro (su sistema renal se asemeja
al del hombre mé&s que el de otras especies), o la rata (por

la facilidad de su manejo) (106,107,108).

El aumento del volumen hidrico urinario. no es --
mds que el primer elemento que caracteriza el poder diuréti

co. La orina recogida debe ser analizada:

~ desde el punto de vista fisico: pH, osmola
ridad, densidad (109).

- especialmente, desde el punto de vista qui
mico: determinacidén de los principales ca-
tiones y aniones, asi como de algunos cons

tituyentes orgénicos (110,111).
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ITI.5.1.- CONDICIONES GENERALES DE LA EXPERIENCIA

La técnica seleccionada para nuestra experiencia
es la de Lipschitz y col. (112), uno de los métodos més clé

sicos y frecuentes.

Los animales de experimentacidn son ratas Wistar
macho de un peso medio de 250250 g, mantenidas en ayuna to-

tal de comida . y agua 18h antes de iniciar la experiencia.

Los productos a estudiar se administran por via -
oral mediaﬁte sonda intragastrica, recibiendo por la misma -
via Una sobrecarga hidrica de 50 ml/Kg animal de solucién -
salina fisioldgica. El grupo control sblo recibe dicha so-

lucidn.

Tras la administracién, se introducen los anima-

les en jaulas de metabolismo.

En todos los casos se ha determinado:

- Volumen de orina excretada cada hora, du-
rante 6 horas.

- volumen total de orina excretada en 6h

- excrecidén urinaria volumétrica (E.U.V.)

- densidad

- pH

: +
- iones Na” y K
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La excrecidn urinaria volumétrica se ha calculado

segun la formula:

Volumen recogido
E.U.V.= X 100 (113)
Volumen administrado

El balance de Na' y K™ se realizd en un fotdmetro
de llama Elvi-655. Las soluciones patrones se prepararon -
con agua desionizada a concentraciones de 1-10 ppm para el

Na* y de 1-5 ppm para el K*.

ITI.5.2- DESARROLLO DE LA EXPERIENCIA

Los animales, agrupados en lotes de 10, fueron tra

-tados con las siguientes dosis:

- Lote I (control): 50 ml1 de solucidén fisioldgi-

ca/kg animal

- Lote II (patrdn): 20 mg de furosemida/kg ani-
mal

- Lote III (problema): 250 mg de r.s. de ext? acuoso

E.andevalensis/Kg animal

- Lote IV (problema): 500 mg de r.s. de ext? acuoso

E.andevalensis/Kg animal

- Lote V (problema): 200 mg de cenizas/Kg animal
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La dosis de cenizas empleada en nuestras experien
cias, es la equivalente a la misma cantidad de droga que se
corresponde con 500 mg de residuo seco del ext? acuoso ensa

yado.

ITI.5.3.- RESULTADOS

Las tablas (XIII) y (XIV) reflejan los valores me

dios de los datos obtenidos.

El volumen total de orina, E.U.V. y concentracio-
nes de Na™* y K+, se exponen en forma de diagramas de barra

en las figyras 25,26,27,28.

Los parédmetros estadisticos que se determinaron a

los datos obtenidos en la experiencia fueron los siguientes:

L%

n

Media: X=

. § (x,-%)°

n-1

Desviacidn standar:

Error tipicoﬁ E=

I
™
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Diferentes valores de la variable: x

Numero de individuos: n

Para determinar el nivel de significacién de los -

datos obtenidos se aplicd el " test de student" (114).

£e 172
(n,-1)5 2 + (n,-1)0 2
1 1 2 2 1,1
n n
nl+ n2—2 1 2

Donde 12 y 6—22 son las varianzas obtenidas pa

ra cada una de las muestras a comparar.

El estudio de la relacidén dosis-efecto lo hemos -
llevado a cabo mediante el cdlculo de la recta de regresidn
y su correspondiente coeficiente de correlacidén,; siendo el -

método empleado el de los minimos cuadrados (105)

La recta de regresidn correspondiente al volumen
de orina excretada respecto al tiempo aparece en la figura

29.



TABLA (XIII):

VoliUmenes de orina excretada

(ml) y valores de E.U.V.

1h °h 3h 4h 5h 6h E.U.V.
Lote control
50 ml sol.fis./Kg | 0,26%0,14 | 0,90%0,22 | 1,70%0,35 | 2,27%0,31 | 2,28%0,31 | 2,88%0,48 23,64%3,92
Lote patrdn
(furosemida) 4,02%0,43 | 10,7%0,84 | 12,7%1,00 | 14,1%1,12 | 14,5%1,19 | 14,7%1,21 | 130,7%9,86
20 mg/Kg LZ X X3 3* 33 ¢
Lote problema
: + + + + + + +
250 mg r.s. Exte | 0,25%0,12| 1,38%0,12| 2,15%0,27| 2,63%0,39| 2,93%0,37 | 3,1870,40 | 25,7972,53
ac./Kg n.s. n.s.
Lote problema'
500 mg r.s. Ext® | 0,70%0,27| 2,04%0,24] 3,75%0,30| 4,56%0,41 | 5,38%0,38 | 6,00%0,41 | 48,15%3,68
ac. /Kg 9 3 ¥ 3* 3
Léte problema
200 mg cenizas/Kg| 1,45%0,25]| 2,43%0,34| 3,43%0,31| 4,16%0,42]| 4,72%0,27{ 4,87%0,36 34,10%2,35
3 % *
*»#xx  P< 0,001 * pL 0,05
** P< 0,01 n.s. no significativo




TABLA (XIV):

Valores de densidad, pH, Na*t y K"

Densidad pH meq. Na'/6h/Kg meq- K1 /6h/K
lote control
50 ml sol.fis./Kg 1,028%1,23.107% | 6,12%0,07| 2,25%0,36 | 0,57%0,13
Lote patrén
. + -3 + + L+
(furosemida) 1,017-1,14.10 5,37-0,06 12,2-0,80 1,98-0,10
20 mg/Kg #* W * * 93 * LA L2
Lote probléema
250 mg r.s. Exte® 1,029%,32.10"%| s5,85%0,07| 4,90%0,34 | 1,27%0,13
ac./Kg n.s. * * * % %
Lote problema N N N
500 mg r.s. Exte 1.027%1,38.10"3 | 5+7870,07| 5,2770,35 | 1,76%0,13
ac./Kg n.s. * CoRER * %% ¥
Lote problema
200 mg cenizas/Kg 1,027%1,76.10"°| s5,82%0,11| 4,24%0,31 | 0,97%0,11
n.s. * *** *
*xx% PL 0,001 * PL 0,05
¥¥% P 0,005 n.s. no significativo

¥** P<L 0,01




VOLUMEN DE ORINA (ml). TECNICA DE LIPSCHITZ

50 ml solucion fisioldgica/Kg animal

20 mg furosemida/Kg animal

250 mg residuo seco del Extracto acuoso/Kg animal

500 mg residuo seco del Extracto acuoso/Kg animal
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EXCRECION URINARIA VOLUMETRICA (E.U.V.)

50 ml solucion fisiologica/Kg animal

20 mg furosemida/Kg animal

250 mg residuo seco del Extracto acuoso/Kg animal

¥* ¥
*x 500 mg residuo seco del Extracto acuoso/Kg animal
#* %

i
| 200 mg cenizas/Kg animal




EXCRECION URINARIA VOLUMETRICA (E.U.V.)
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BALANCE DE Na'

50 ml solucidn fisioldgica/Kg animal

20 mg furosemida/Kg animal

250 mg residuo seco del Extracto acuoso/Kg animal
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RECTA DE REGRESION DEL EXTRACTO ACUOSO

50 ml sol. fis./Kg
20 mg furosemida/Kg
250 mg r.s. Ext? ac./Kg
500 mg r.s. Ext? ac./Kg

200 mg cenizas/Kg

y=-0,06+0,51x
y=5,17+1,89x
y=0,10+0,56x

3

y=5,33.10" “+1,06x

y=1,04+40,70x

c=0,975
c=0,865
c=0,959
c=0,983

¢=0,975



Voiumen de orina (ml)

15
14
13
12
11

10

RECTA DE REGRESION DEL EXTRACTO ACUOSO

Fig.29
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ITT.5.4.- DISCUSION DE RESULTADOS

Con la dosis de 500 mg de residuo seco del coci-

miento acido de Erica andevalensis se origina un aumento de

la excrecidn urinaria volumétrica (E.U.V.) del 50,9 % con
respecto al lote control. Este incremento no parece ser de
bido exclusivamente a los componentes minerales, ya que en

las cenizas, éste es sélo del 30,6 %.

La densidad urinaria no sufre cambios significati
vos con las preparaciones administradas; sin embargo, el -

pH se ve ligeramente modificado en todos los lotes tratados.

Con respecto a la actividad natriurética y kaliu-
rética, observamos un aumento significativo en todas las --
muestras analizadas, especialmente en las procedentes de 1la
dosis de 500 mg de residuo seco/Kg del cocimiento, hecho que

coincide con los resultados obtenidos para la E.U.V,
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18- Basandonos en los resultados obtenidos por reacciones -
coloreadas, métodos cromatograficos y espectrofotometria
Jg.v., I.R. ¥y 1H-RMN, el compuesto "C", aislado del ex-—--

~tracto etéreo procedente de las sumidades floridas de -

*Erica andevalensis C-R, se identifica como QUERCETINA.

22- E1 compuesto "D'", aislado del mismo extracto, ha sido -
identificado como MIRICETINA, segin los datos obtenidos

utilizando las técnicas anteriormente expuestas.

32~ El extracto etéreo presenta accidn antimicrobiana espe-

cialmente frente a Bacterias Gram(+).

42~ El1 compuesto "D", principio mayoritario de dicho extrac-
to, contribuye sdlo en parte a la accidn antimicrobiana
del mismo; sin embargo, cabe destacar su importancia en

la actividad antifdngica.

52— Los ensayos de accidn diurética de distintas preparacio-
nes de la especie estudiada, nos permite deducir que, de
las dosis ensayadas, es la de 500 mg la que muestra ma-
yor actividad, lo cual no parece deberse exclusivamente

a los compuestos minerales.
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