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I. OBJETDO




I.- OBJETO

En 1974 Cabezudo y Ribera, miembros del Departa--
mento de Boténica de la Facultad de Ciencias tioldgicas de
Sevilla, llevaron a cabo la recoleccién en la comarca del
Andévalo (Huelva), de unas plantas de Erica que no recorda
ban a ninguna de las especies resefiladas para la provincia;
su estudio detallado demostrd que se trataba de una nueva

especie: Erica andevalensis Cabezudo-Ribera (1), restringi

da exclusivamente a la citada comarca y,més concretamente,
circunscrita a las cercanias de las minas de pirita de di-

cha regidn.

En diversas ocasiones ha sido puesta de manifies
to la actividad antibacteriana de algunas especies del gé-
nero Erica sobre diferentes microorganismos (2,3), asi co-
mo su capacidad inhibitoria sobre el crecimiento de deter-

minadas células (4,5).

En un trabajo preliminar realizado en nuestro De

partamento sobre Erica andevalensis Cabezudo-Ribera, detec

tamos la actividad antibacteriana y cistostética de esta
especie, siendo portadores de dicha actividad los extractos

acuosos (6),

Habiendo comprobado que, a excepcidén del citado
trabajo, no ha sido publicado ningun otro sobre la especie

objeto de nuestro estudio, endémica en la regidén andaluza,



hemos creido interesante profundizar en su conocimiento.

Dado que el 'screening" fitoquimico puso de mani--
fiesto la presencia en estos extractos de compuestos polife-
nélicos como principios mayoritarios y teniendo en cuenta la
complejidad de los mismos (ac. fenoles, taninos, flavonoides,
cumarinas, etc...), hemos abordado en el presente trabajo la
fraccidén de los &cidos fenoles, estudiando su actividad anti
bacteriana sobre diversos microorganismos, y su actividad ci

tostatica sobre cultivos de células vegetales.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA




G

IT.1.~ BOTANICA

ITT.1.1.~ SITUACION TAXCOWOIICA

Claseé ..ieessessesas .iagnoliopsicda
Subclase ....0440... Dillenidae
Ordén  ..svevesesesse. Ericales
Familia ....¢¢¢e.... Ericaceae
Género ....ceeeee... BEBrica

E£SPECLe .iesesesssees E.,andevalensis

La familia Ericaceas abarca alrededor de 1.500 es-
pecies, de las cuales una tercera parte pertenece al género

Erica, que da nombre a la familia (7).

E1 género estéd constituido por arbustos perennifo
lios, dé pequerio a mediano tamafio. Hojas verticiladas, cor-
tamente pecioladas, a menudo lineares o aparentemente linea
res debido a los margenes revolutos (8), capaces de reple--
garse en mayor o menor grado dependiendo de la humedad. Es-
te caracter, comin a otras familias (Franqueniaceas), se co
noce botanicamente como hojas ericoides (9). Flores visto--
sas, rojas, verdes o blanquecinas dispuestas en umbelas, ra
cimos terminales, racimos axilares o umbelas mds o menos -
reunidas en paniculas o intercaladas entre las hojas no sen
tadas, con pedicelos de longitud variable, provistos de dos

o méds bracteolas. Sépalos libres, verdes o rosiceos, mas cor



tos que la corola. Corola cilindrica, campanulada o urceola
da, con lébulos de un disco (nectario discoidal); anteras -
con o sin apéndice. El fruto es una cépsula loculicida (8 ).

II.1.2.~ DESCRIPCION DE LA ESPECIE

Erica andevalensis Cabezudo-Ribera es un arbusto

de 20 a 180 cm, perenne, ramificacidén densa y ascendente, -
al menos las ramas jévenes con indumento puberulento y con
pelos glandulares cortos de 0,2 - 0,3 mm. Hojas de 2-5 mm
en verticilos de 4, muy densos en las ramas jovenes u laxo —
en el resto, las superiores lineares totalmente revolutas,
las inferiores ovaladas con la base truncada y debilmente -
revolutas, dejando el envés claramente visible; al menos --
las jévenes laxamente puberulentas y todas con pelos glandu
lares de 0,2 - 0,3 mm. Flores en umbela terminal; pedicelo
puberulento de 4-5 mm; bracteolas préximaé al cédliz. Sépa--
los de 1,5 mm, puberulentos, pelos glandulares marginales,
con 4 1débulos revolutos. Anteras incluidas, apendiculadas.
Ovario glabro, estigma capitado exerto. Fruto cépsula polis-

perma; semillas de 4mm y muy numerosas.

Brezo es el nombre vulgar con que se conoce las -
Ericas, aunque con este nombre suelen designarse tambien es
pecies de otros géneros (Calluna y Daboecia), muy similares

a las Ericas en aspecto y necesidades (10).



IT.1.3.- ECOLOGIA

La familia es practicamente cosmopolita teniendo
dos &4reas disyuntas con un maximo de representantes, uno en
Eurasia y parte de América del Norte y otro en la regidén --

del Cabo (S. Africa) y Madagascar (9 ).

El género Erica es importante en el S.W. de Euro-
pa, siendo algunas de sus especies componentes destacados
de los matorrales de la Peninsula Ibérica conocidos como --
brezales (11), principalmente localizados sobre sustrato a-

cido y clima atléantico.

Erica andevalensis Cabezudo-Ribera se encuentra

restringida a las escombreras y cercanias de las minas de -
pirita (12) de la comdrca del Andévalo (Huelva), posiblemen
te por la necesidad de crecer en medios &cidos-turbosos, --

(pH 6ptimo 5,6 - 6) (10).

Todas las especies europeas de la familia Erica--
ceas que han sido investigadas, son micorrizales ( 8,13 ,14
15); es decir, sus raices viven en asociacidén con los hongos

del suelo, lo que supone un beneficio para ambos (15).

En el caso de las Ericédceas se trata de micorri--
zas endotréficas, viviendo el hongo en el interior de las
células de la raiz huesped, por lo que las hifas no tienen

contacto directo con el suelo (16). Esta asociacidén favore-



ce a las Ericéceas la supervivencia en hédbitat bastante in-
héspito, al aumentar por efecto de las micorrizas la permea

bilidad de sus raices.

En general, los seres asociados a hongos necesi--
tan condiciones de acidez, de ahi, como hemos comentado an-
teriormente, casi todas las especies de Ericas requieren pa
ra vivir un suelo &cido-turboso (17). Si el suelo no es 1lo
bastante &acido, el crecimiento serd escaso y las hojas su-

friran decoloracidén (18).

La mayoria de las especies de esta familia son cal
cifugas (8 ), si bien algunos hibridos y cultivares pueden
crecer en suelos que contengan cal en forma libre, pero no

caliza sdélida (10).

La relacidén Ca/K suele ser baja en las plantas --
calcifugas, sin embargo existen algunas especies de Ericéa--

ceas (19) donde dicha relacidn es elevada.

No son demasiado exigentes en-1lo que a suelo se
refiere, debido principalmente a su enorme capacidad de eva
poracién, 1o que le permite movilizar grandes cantidades de
agua y obtener de esta manera, a partir de suelos muy oligo

trdfos los nutrientes necesarios.

Este es uno de los factores que condiciona la su-

pervivencia de los brezales en el clima atlantico y sobre -



suelos paupérrimos, evitando la competencia con otras plan

tas de mayores necesidades.
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ITOQUIMICA DEL GENERO ERICA
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1.- VISION GENERAL
Dentro del género Erica, se han encontrado una -

ersidad de compuestos quimicos (20).

En algunas especies es comin la presencia de resi
ites de olor muy desagradable (20); identificédndose
len (21) de muchas de ellas, hidratos de carbono,

y aminodcidos (serina, histidina y cistidina).

Asi mismo se ha detectado tanto en polen como en

e, Ca, lg, K, Na, y P, siendo relativamente eleva-
ntenido en Mn (21,22).

Por el contrario en las Ericaceas es muy rara la
a de alcaloides (23), no obstante en E.lusiténica
, se encuentra presente la 4 metoxi-etil-amina en

orcién del 0,015%.

Los compuestos quimicos mayoritarios encontrados
nero Erica, son principios fenbélicos, entre ellos
flavonoides, ac. fenoles y cumarinas (25,26,27,28)

estado libre como formando unién heterosidica.




IT.2.2.-

COMPUESTOS FENOLICOS

Se puede afirmar que los compuestos fendlicos se

encuentran en todos los vegetales superiores (25). El estu

dio de su
gran inte

por su in

intentamo
ble, de 1

especies

presencia en especies vegetales, ha adquirido un
rés (25) por sus implicaciones quimiotaxondmicas y

fluencia en la fisiologia de la planta.

En el cuadro que incluimos en la pégina siguiente,
s ofrecer una visidn, lo mds amplia y completa posi
os compuestos fendlicos existentes en las diversas

del género Erica (25,26,27,28,29,30,31,32,33,34,35).




TABLA (I): Compuestos fendlicos presentes
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Orcinol creerr e + + 4+ + + +
Hidroquinona ...... + + o+ + o+ + o+ o+ +
Ac.gentisico ...... + 4+ + +F 4+ o+ 4+ o+ o+ + o+ + o+
Ac .PHB c e s e ases e + + o+ + 4+
Ac.potocatéquico .. + o+ o+ + 4+
Ac.vanillico ...... + + 4+ o+ o+
Ac.siringico ...... + + o+ + o+
Ac.p-cumdrico ..... + o+ o+ 4+ o+
Ac.caféico ...ev... + o+ + o+
Ac.ferdlico ....... + + o+ 4+ o+
Ac.sinédpico ....... + +
Ac.o0-pirocatéquico . + +
Ac.salicilico ..... +
p-Hidroxibenzaldehido +
O-~Hidroxifenilacético + + +
2-Hidroxifenilacético +
2,4~-Dihidroxifenilacé. +
Resorcinol P +
4-lletilresorcinol . +
2-Metilresorcinol . +
Catecol e e s eseesens +
Aesculetina ....... + 4+ o+ o+ o+ 4+ o+ o+ o+ o+
Escopoletina ...... + + + + o+ o+ 4+ o+ o+
Arbutina s i s e es e + + + 4+ 4+ + + + o+ +
Kanferol e e e se s s e + + + o+ + o+ + + + + + + + +
Cosipetina .00 + +
Quercetina ..ceeeen + + o+ + o+ + + 4+ o+ o+
Dihidroquercetina .. + + + +
Miricetina. et e e e + + + + + + + + 4+ 4+ + + + o+ + o+ + + 4 +
Tacifolina ...eeee. + + + + o+ + o+ + o+ o+
Heterdsido .de orcinol + +
Heterdésido de o-hi--
droxifenilacético . + + +
Heterdsido de escopo. +
Heterdsido de gentis. + + + + + + + + + +
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Los compuestos fenélicos identificados en las Eri

cas se pueden reunir en dos grupos (29).

En uno de ellos se incluyen todos agquellos que --
por estar universalmente distribuidos no tienen valor taxo-
némico (ac.p-hidroxibenzoico, ac.siringico, ac.vanillico,ac.
protocatéquico, ac.caféico, ac.sinépico, ac.p-cumlrico, ac.

ferGlico, ac.clorogénico).

E1l p-hidroxibenzoico se ha encontrado ampliamente

distribuido en las plantas vasculares (25).

El otro grupo (29) comprende los compuestos fend
licos que, por estar su presencia restringida a determina--

das especies, son considerados de interés taxonémico.

Dentro de este segundo grupo, hay sustancias como
el gentisico, hidroquinona, esculetina, escopoletina, arbu-
tina, quercetina y taxifolina, que presentan valor taxond--
mico a nivel de familia, pero no son buenos taxones a nivel

de especies por estar presentes en muchas de ellas.

Entre los compuestos fenbdlicos identificados con
valor taxondémico a nivel especifico, podemos citar: orcinol,
ac.6—hidroxifenil—acético, kanferol , miricetina y los he-
terésidos de orcinol, ac.o-hidroxifenil-acético y escopole-

tina.
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£l orcinol, de acuerdo con HARBONE y WILLIANS (31),

s . . 4 . .
estd restringido a un numero reducido de especies.

De forma andloga, el ac.o-hidroxifenil-acético sé
lo estéd presente en E.scoparia L., E.vagans L. y E.umbella-

ta L. (31).

Dentro de las geninas de flavonoides, la querceti
na no es un buen caracter taxondémico especifico, pero si lo

son el kanferol y la miricetina.

Se ha detectado la presencia de kanferol en E.-
arbbérea L., E.umbellata L., E.australis L. y E.tetralix L.
y de miricetina en E.australis L., E.mackaiana Bab., E.va--

gans L., E.scoparia L., E.erigena R.Ross y en E.australis L..

Segin HARBONE (36), dentro del género Erica, la -
miricetina parece estar presente en las plantas con mayor -
grado de lignificacidn, mientras que el predominio de kan-
ferol y ausencia de miricetina, generalmente se da en las -

menos lignificadas.

Por el contrario, FRAGA VILA (29) indica que en E.
mackaiana Bab., que no es una de las especies con mayor gra
do de lignificacidén, existe un predominio de miricetina, ==

mientras que el Kkanferol estad ausente.

El heterdésido de escopoletina, sdlo aparece rese-

flado en el caso de E. cinerea L., destacando en esta espe--
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cie su elevado contenido en escopoletina libre con respecto

a otras del mismo género.

También pueden ser buenos caracteres taxondmicos
los posibles heterdsidos cianogenéticos presentes en E.va-
gans L., E.scoparia L. y probablemente en E.umbellata L.(29).
Asi mismo se ha detectado uﬁ compuesto resultante de la hi
drolisis alcalina de los extractos acuosos de estas especies
que parece estar relacionado con el &cido o-hidroxifenil-acé

tico y que puede ser importante como taxdn.

E.erigena R.Ross presenta ademds de los compues-
tos que son comunes en todas estas especies, miricetina co
mo Unico compuesto fendlico identificado con valor taxond-

mico a nivel especifico.
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IT.3.- ALELOPATIA

E1l fenémeno de alelopatia fué definido por MOLISCH
en 1.917, como el proceso por el cual una planta desprende -
al medio uno o més compuestos quimicos que inhiben el creci-
miento de otras plantas que viven en el mismo hdbitat o en -

habitat cercano (37).

RICE (38) encuentra inhibidores del crecimiento y ger-
minacién en raices, tallos, hojas, flores, frutos y semillas
de plantas que a ellos no les afecta, pero si cuando actdan
sobre otras especies vegetales. Es posible, que los inhibi-
dores producidos por una especie, no actien sobre otras di-
rectamente, sino sobre los microorganismos encargados de --
mantener en condiciones 6ptimas el suelo, empobreciéndolo y

dificultando de esta forma el desarrollo vegetal (39).

Aparentemente, existen cuatro caminos diferentes
(40) para que las plantas liberen al medio ambiente algin -
compuesto:
- Lixiviacidén por 1lluvia
- Eliminacién como componentes volatiles
- Acumulacidén de residuos vegetales en el suelo
y posterior liberacién de compuestos quimicos

- Exudacidn por las raices

Pero el hecho de que un compuesto sea liberado al

wedio ambiente no lleva implicito que produzca el fendmeno
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de la alelopatia . Existe una serie de condicionamientos sin
los cuales la alelopatia no tiene lugar. De acuerdo con HORS
LEY (41), el paso de una toxina desde una planta dadora has-
ta la receptora (que finalmente ser& inhibida) deberéd reali-
zarse sin ruptura. Es decir , para que sea activa, la toxina
no deberé ser absorbida por el suelo, no deberd fijarse a los
dcidos humicos, ni deberéd ser metabolizada microbiologicamen

te.

Los productos orgénicos que producen estas inhibi-
ciones son normalmente sustancias del metabolismo secundario
de las plantas, y estan representados por (37) una gran va--
riedad de grupos orgaénicos; que RICE los clasifica de la for
ma siguiente (41) : acidos organicos sencillos solubles en a
gua,; lactonas sencillas no saturadas; écidos'grasos de cade-
na larga; naftoquinonas, antraquinonas y quinonas complejas;
terpenoides y esteroidés; fenoles sencillos, acidos fendli--
cos, cindmicos y derivados; cumarinas; flavonoides y cianhi-

drinas.

Estudios realizados (42,43) sobre distintas espe--
cies de 1la familia‘Ericéceas, han puesto de manifiesto la e-
Xistencia de inhibidores de la germinacidén en todas las espe
cies examinadas, a excepciédn de E.arbdérea L. (43). Posterio-
res trabajos han evidenciado el hecho de que dicho poder in-
hibidor pueden ser imputable a su contenido en compuestos de

naturaleza fendlica (26,32,41).
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Los &4cidos fenoles pueden ser activadores del cre

4 8

cimiento a concentraciones bajas de (10 ' a 10 "I) o inhibi

dores a concentraciones altas (mayor de 10_3M).

Se ha ensayado con varias semillas en presencia -
de 4cidos fendlicos (43) y comprobado que inhiben la germi

nacidn y crecimiento,

El p-hidroxibenzoico act@a como inhibidor a partir

de ZOO/Ag/ml.

Los &4cidos ferGlico y p-cumérico producen méxima
inhibicién; también hay que considerar los éacidos caféico y

vanillico.

Extractos de E.arbdérea L. (32) y E.australis L.(13,
30), han demostrado tener actividad inhibitoria sobre la --
germinacidén de semillas de Phleum pratense y Trifolium re--

pens.

Los extractos de flores y hojas son los de mas al
to poder fitotéxico, donde se encuentra el &cido salicilico

y gentisico (32).

También se han identificado como inhibidores ale-
lopdticos 1la esculetina (44) y la escopoletina (33,41). Es
ta Gltima actla como inhibidor de la germinacidén de las se-

millas de fleo incluso a concentraciones muy bajas.
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Se ha demostrado que los inhibidores alelopéticos
producen inhibicidén del crecimiento y la divisién celular,
forman células con nlcleos tetraploides o células binuclea-
das, impiden la toma de minerales, retrasan la fotosintesis,
inhiben la respiracidén o la apertura estomatica, produce --
cambios en la permeabilidad de las membranas o inhiben la -
sintesis de proteinas o de enzimas especificos; es decir ac
than como auténticos herbicidas naturales. Asi algunos auto
res, ante el uso indiscriminado de herbicidas sintéticos y
en su mayoria téxicos para el hombre, en un intento de imi-
tar a la naturaleza, indican la conveniencia de investigar
herbicidas naturales o recolectar especies vegetales que -~

sean capaces de producirlos.

Este efecto de accidén alelopética ha tenido una -
gran repercusidén en agricultura y, en la actualidad, dunque
no desarrolladas técnicamente, existen numerosas formas en
gue esta accidn alelopdtica podria ser manipuladas por el -
hombre para su beneficio en cosechas, bosques y ecosistemas

acudticos (40),
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II.4.- ACCIONES FARMACOLOGICAS DE LOS FENOLES

IT.4.1,- VISION GENERAL

Los fenoles tienen una marcada y variada actividad

farmacoldbgica.

El fenol se ha usado como antiséptico desde hace
afios. En concentraciones muy bajas (0,2 - 1%), se ha utiliza

do como colutorio, pero esta aplicacidn estéd en decadencia.

En la actualidad se emplea ocasionalmente en la de

sinfeccidén de excrementos y como antipruritico (45).

Los alcoholes y 4Acidos fenoles son fundamentalmen-
te antisépticos (46,47), aunque algunos de ellos muestran o-
tras acciones farmacoldgicas; asi, el &4cido salicilico es a-
demas antipirético, analgésico y antirreumdtico; el gélico
astringente; el caféico y clorogénico, colagogos; el siringi

co (48) analgésico, etc....

Las cumarinas y las drogas que las contienen, son
generalmente aromatizantes. Algunas de ellas tienen propieda
des fotosensibilizantes, siendo responsables de fendémenos de

de alergias y dermatosis.

Sin embargo, las cumarinas también son portado
ras de interesantes actividades farmacolégicas (49,50), el

dicumarol y la warfarina (51) son anticoagulantes, el escu-
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letol tiene propiedades vitaminica P, mientras que otras cu-
marinas a dosis elevadas, son capaces de aumentar la fragili
dad capilar; algunos poseen actividad uricosurica, las fura-
nocumarinas son ictiotdxicas, las piranocumarinas antiespas-

mdédicas, etc...

Los flavonoides, normalmente desprovistos de toxi-
cidad para el hombre, presentan acciones interesantes. Po--
seen accidén vitaminica P, por lo que algunos derivados flavo
nbéicos, se utilizan con frecuencia en terapéutica vascular;
asi, la diosmina, debido a esta actividad, resulta un trata-

miento muy eficaz en la retinitis diabética (52,53).

Los flavonoides del género Chondrodendron tienen
actividad antihemolitica (54), y los del Citrum limonum Risso

(55) actian inhibiendo la agregacidén plaquetaria.

Son numerosos también los flavonoides con actividad
diurética y antiespasmédica; asi mismo, ciertas flavonas pre

sentan accidn estrogénica,

Las drogas con taninos tienen interés en terapelti
ca sobre todo por sus propiedades astringentes en uso exter-

no y antidiarréicas en usoc interno (56).

Sobre la piel y las mucosas provocan una especie
de curtido, produciendo capas superficiales menos permeables
y protegiendo asi las capas subyacentes. A esto se une una

accién vasoconstrictora de los pequefios vasos, de ahi su em-
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pleo contra las hemorroides y las heridas superficiales. Los
extractos tanicos son tambien antiinflamatorios en las que-

maduras.

Al interior las drogas con taninos son empleadas
como antidiarreicas ya que, a la accidn ralentizante del pe

ristaltismo intestinal, se une la accidén antiséptica.

Se ha constatado que ciertos extractos ténicos co-
mo los de los Acer, inhiben el crecimiento de hongos, bacte

rias y virus.

Esto puede justificar el empleo de los taninos co-
mo antisépticos, especialmente en las enfermedades pulmona-

res.

en algunas especies (57), los taninos se han mos--
trado activos frente a gonorrea, hematuria y abscesos febri

les.

IT1.4.2.~- ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Waksman en 1947 definid los antibidticos como
"Sustancias quimicas derivadas o producidas por microorga--
nismos que, a bajas concentraciones tienen la propiedad de

inhibir o destruir bacterias y otros microorganismos" (58).

En la actualidad este concepto debe ampliarse pa-

ra poder incluir sustancias similares obtenidas sintetica--
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mente o procedentes de plantas superiores.

La utilizacidén de materias de origen vegetal para
el tratamiento de infecciones data de la antiguedad; asi --
Dioscérides (siglo I d.c.), en su Tratado sobre Plantas Me-
dicinales hace alusidn a diversas especies con esta activi-
dad (59), y refiriéndose a las Ericéiceas, cita entre otras
a Arbutus unedo L. y Arctostaphylus uva ursi como antisépti
cos de vias urinarias, prescribiéndose ademds la primera en

P Vg
disenteria.

Desde el empleo del fenol a partir de 1867 por -
Lister, han sido muchos los derivados fendlicos utilizados

como antisépticos y desinfectantes (45).

Los compuestos fendlicos generalmente se compor--
tan como germistaticos, actuando sobre bacterias, micobacte
rias y hongos. No suelen tener accidn sobre 1las esporas ni

los virus.

La accidén se debe a la formacidn de complejos es-

tables con las proteinas a las que desnaturalizan.

En general, la actividad de los compuestos fendli
cos es favorecida por un pH acido, soluciones salinas, clo-
ruros ferrosos y férricos, detergentes anidnicos y catidni-

cos y alcoholes.

Sin embargo, es desfavorable la presencia de mate-
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ria orgénica (leche, suero, pus...), jabones no idnicos y

lipidos.

Son las familias Compuestas, Ericéceas, Labiadas,
Leguminosas, iyrtéceas, Roséceas, Rutlceas y Solaniceas, las
que presentan un mayor numero de especies con compuestos fe

nélicos, lo que les confiere actividad antiséptica.

El resumen de la revisidén bibliogréfica que hemos
realizado se encuentra expuesto en la tabla de la pagina si

guiente.



TABLA (II) Revisién Bibliografica de especies con Actividad Antimicroblana
Familia Especie P.a. con Actividad Antimicrobiana

Anacardiidceas  ..... ceen Rhus coriaria ....... Esteres gélico (60)

Rhus continus ....... " "
Annonéaceas cheeen Annona cherimolia .... Alcaloides (61)
Campanuliceas  ....... ce Campanula tridentata Cetonas y alcaloides (62)
Cannabinaceas st eses e Cannabis sativa ..... Cannabinol,cannabidiol, tetrahidro-

cannabinol (63)

Compuestas e Achilea salicifolia .. Aceites esenciales (64)

Artemisa nova ....... " " (65)

Artemisa tridentata .. " " (65,66)

Inula grandis ....... " " (67)
Curcubitaceas cee e Bryonia alba ......... Aceites esenciales (68)

Cupreséaceas
Enoteréaceas

Ericéceas

Gutipheréaceas
Hypericaceas

Iridéceas

Labiadas

Lamiaceas

Leguminosas

Litraceas

Myrtaceas

Poligonaceas

Roséaceas

Rutéceas

Solanéaceas

Valerianaceas

Zingiberaceas

Cupresus turula ....
Godetia whitneyi ...

Arbutus unedo
Arbutus menciesii

Rhododendron aurium
Garcinia morella ...
Hypericum perforatum
Kniphofia uvaria ...
Melissa officinalis

Mentha piperita
Thymus vulgaris ....

DR )

Sideritis spp. ...
Lupinus luteo .....
Ononis natrix .....
Sophora japénica ...

Lawsonia inermis ...

Eucaliptus globolus
" laevopinea
" wilkinsoniana
Myrtus communis ...

Rheum officinalis

Pyrus communis ....

Canarium euphylum ..
Citrus auriantum ...

Solanum dulcémara ..
Solanum tuberosum ..

Fragaria spp. ......

.o Valeriana spp. e
......... Alpinia galanga .....
Curcuma caesia ..... .

® o 0 0 0 0 0 0

LI I

Arctostaphylus uva-ursi

Aceites esenciales, d-limoneno (69)

Quercetina (70)

Flavonoides (71)

Madronina (72)

Arbutina y quercetina (73)
Rododendrina y quercetina (70)

Alfa y Beta gutiferina (74)
(75,76)

Imanina, novoimanina

Ac.1-8 dihidroxi-3 antraquinona (77)
carbox{lico

Taninos (78)

Aceites esenciales (79)
" 1" (80)
Flavonoides (81)
Luteona (82)
Acidos fenoles (83)
Flavonoides (84)
Ac.gdlico, lausona, 1-4 nafto- (85)
quinona
Aceites esenciales (69)
11 " (86)
" 1] (86)
2] " (86)
Hidroxiantraquinona (87)
Acidos fenoles (88)
Polifenoles (89)

Aceites esenciales (90)
" " (91,92)
Saponinas, alcaloides (93)
Alcaloides estero{dicos (94,95)
escopoletina y risitina

Aceites esenciales (96)

Aceltes esenciales (97)
(98)

1" H
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IT.4.3.~ ACTIVIDAD ANTIMITOTICA

Si bien en la mayoria de los casos las infecciones
microbianas tienen un tratamiento etiolégico, no ocurre lo
mismo con las proliferaciones cancerosas, donde aln se igno-

ra su causa exacta (99).

Debido a que el cancer es hoy por hoy un enigma
practicamente indescifrable, es necesario luchar con todos
los medios a nuestro alcance para encontrar el fundamento de

su mecanismo: Las plantas pueden tener un importante papel

en esta labor.

Es por ello que se estd realizando un gran esfuer-
zo en las investigaciones, no sdlo en la quimica de sintesis

sino también en el campo de los productos naturales.

En 1950 en el National Cancer Institute (N.C.I.)
HARTWEL, comenzd a inventariar plantas, a publicar durante
una veintena de afios listas impresionantes de especies con
posible actividad anticancerosa. Esta tarea tan extensa se
convirtié en ingrata; de los millares de productos ihvestigg
dos con test positivo, sdlo se podrian ensayar clinicamente
una decena de ellos, para obtener finalmente sbélo uno utili-

zable (99).

La naturaleza quimica de los principios con activi

dad citostatica es muy diversa. Podemos encontrar: lignanos
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terpenoides, esteroides, pigmentos de distintos tipos, hete-

rdsidos, prétidos, alcaloides, etc... (100,101).

Entre los componentes fendélicos con actividad anti
mitética cabe destacar los flavonoides (102,103) gue han si-
do objeto de muchas revisiones en cuanto al poder antineoplé
sico se refiere con consideracibn especial de las flavonas

propiamente dichas y de las chalconas.

Entre las familias con actividad antimitdética don-
de los responsables son flavonas destacan: Annonéceas_(Uva»—
ria),,Compuestaé (Brinckellia y: Pluchea), Clorantéceas (Chlg
ranthus), Cupuliferas (Fagus), Clusidceas (Mammea y Psorosper
mum), Zriciceas (Kalmia), Euforbidceas (Micandra), Grami--
neas (Spartina), Leguminosas (Tephrosia y Psoralea), Terebin
ticeas (Anacardium), Timeldceas (Wikstroemia y Wilestroe--

mia) y Rutéceas (Merrillia y Micromelum), entre otras.

Las cumarinas también han sido objeto de estudio
como posibles agentes citostéticos (104), mostrandose poten
cialmente activos como tales las de Cloranticeas (Chloran--
thus), Euforbidceas (Micandra), Rutédceas (Micromelum) y Time

ldceas (Wikstroemia).

Los catecoles de las Terebintdceas (Anacardium),
los taninos de diversas especies (105) y el Acido galico se
encuentran también entre los compuestos fendlicos con activi

dad antineopléasica.
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IT.5.- ACCIONES FARMACOLOGICAS Y EMPLEOS TERAPEUTICOS DE

ERICACEAS

Desde tiempo inmemorial se han atribuido a algu--
nas especies del género Erica la propiedad de romper los -
cédlculos urinarios; el vocablo erica significa '"romper", ha

ciendo alusidn a dicha propiedad (20).

Sus constituyentes quimicos le confieren propieda
des antisépticas, especialmente de vias urinarias, y diuré-
ticas (20,106,107), prescribiéndose ademds como antidiarrei
cos. Dioscdrides (107) sefiala también su utilidad contra --

las mordeduras de serpientes.

En algunas especies se le atribuyen a la arbutina
las acciones antisépticas y diuréticas, siendo reforzada es
ta Gltima por la quercetina (73), a la cual también se le

imputa actividad evacuante intestinal.

La arbutina en el organismo pasa a hidroquinona,
. . . s 2 . ’
que se elimina rapidamente por el rifién, comunicandole a la

orina una coloracidén verde oliva.

Las propiedades astringentes de las Ericas (73,

106,108,109) se deben a su alto contenido en taninos.

Estudios realizados sobre la actividad que presen
tan las Ericéceas frente a microorganismos y fibroblastos,

demuestran su eficaz accién inhibitoria (4).
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Los extractos de algunas Ericaceas han mostrado

accidén antibacteriana frente a Bacilus subtilis, Escheri--

chia coli, Staphylococcus aureus y Mycobacterium tuberculo-

sis (2). Se seflala también una actividad fungicida contra

Candida albicans y Trichophyton mentagrophytes, siendo tam-

bién activa frente al crecimiento de Trichomonas vaginalis

(11Q).

Asi mismo, se ha comprobado que extractos obteni-
dos de polen de E.arborea L. (3) son activos frente a cepas

de Proteus y Salmonellas.

También se encuentran datos que sefialan a las Eri

cédceas como plantas con actividad antimitética (5).

E.cinerea se prescribe como antidiarreico (109) y
en infecciones renales y de vias urinarias (20,109), Habién
dose observado en casos de cistitis que cursaban con piuria,
resultados idénticos e incluso superiores a los obtenidos -
con ciertas especies pertenecientes a otros géneros de esta

familia.

£n enfermedades que cursan con enteritis y cisti-
tis de origen bacteriano, el cocimiento de la planta ejerce
una accidén neta: las orinas turbias y fétidas recuperan su
aspecto, olor y volumen normales, produciendo ademds una se
dacién del tenesmo que acompafia a las micciones (20). Se -
suelen asociar con otros diuréticos y se recomienda efec --

tuar tratamientos discontinuos (109).



ITI. PARTE EXPERIMENTATL




IIT1.1.- MUESTRA

La especie fue recolectada en Nerva (Huelva) a fi
nales de Octubre de 1985, en periodo de floracidn, desecéan-
dose a temperatura ambiente (15-259C) con abundante zirea--

cidén, y conservandose al abrigo de la luz y la humedad.

En nuestras experiencias hemos utilizado la sumi-

dad florida, eliminando los tallos més lefiosos.

IIT.2.- "SCREEWING" FITOQUIMICO

A partir de las sumidades floridas de E.andevalen-

sis C-R, hemos llevado a cabo extracciones por maceracidn
con tres disolventes de distintas polaridades: éter de pe--

tréleo, alcohol etilico y agua (extractos A).

Asf mismo hemos realizado extracciones en calien-

te (al bafio maria) con alcohol y con agua (extractos B).

En céda uno de los extractos obtenidos, se ha in-
vestigado la presencia de diversos grupos de compuestos de
acuerdo con la solubilidad de los mismos. Para ello hemos
utilizado técnicas sencillas (generalmente reacciones de --
precipitacidén o coloracidn), premisa importante en la reali

zacidén de cualquier '"screening®.
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IIT.2.1.~ ESTEROLES Y TRITERPENOS

Hemos empleado la reaccidén de Lieberman-Burchard,
(111). Se mezcla 1ml de anhidrido acético, con iml de cloro
formo, se enfria a 0¢C y se le afilade I gota de sulfirico --
concentrado. E1l reactivo asi preparado se adicciona a los
extractns, apareciendo coloracidn violeta que pasa a azul y

por Ultimo a verde si el ensayo es positivo.

Resultados
A B
Ext?. en éter de
petrdleo ..iienenen +
Ext?. alcohdlico ... + ++
EXT2, aCUOSO .teeeewe + ++

ITT.2.2.- QUINONAS LIBRES

Tras agitacidén con NH,OH al 50% y posterior repo-

4
so, debe aparecer una coloracidén rosa, roja o violeta en ca

so de existir quinonas libres (112,113)

Resultados

Ext?, en éter de
petréleo s 8 8 0 0 00000 -

Exte, alcohdbdlico ... - -



III.2.3.- QUINONAS COMBINADAS

Tratados los extractos con sulfirico 0,1k, se lle

van a ebullicién, agiténdolos con benceno una vez enfriados.

Separada la capa orgédnica, debe dar coloracién ro

ja al tratarla con NH,OH al 50% (112).

4

Resultados

Ext?., en éter de
petrdleo .. iieeeen.. -

Zxte, alcohdblico ... - -

xt?, acuoso ... ia.. - -

t=i

III.2.4.- LACTONAS PENTAGONALES INSATURADAS

Hemos ensayado la reaccidén de Baljet (114), espe-

cifica de esta estructura.

Reactivo:
Acido picrico (solucidén acuosa 1%).. 95 ml

;anH al lo% ® & & 0 9 ¢ 5 0 5 8 S " P G eSS s e B S Sml

Afiadir a los extractos III 6 IV gotas del reacti-

vo; en caso positivo deberd aparecer coloracién roja.



Resultados
A B
Exte, en éter de
petrdleo .iiieieanns -
Exte, alcohdlico .... - +
EXte, acuoSO .sseesen + +

ITI.2.5.- PIGMENTOS ANTOCIANICOS

Se adiciona ClH al 20% a los eXxtractos y se agita
con alcohol isocamilico, apareciendo una coloracidén rosa-a-

naranjada en caso positivo (112,115)

Eesultados
A B
Ext?. en éter de
petroleo .t.iieieenen -
Ext®, alcondbélico ... + +
Ext?. acuoso ...... + +

ITI.2.6.- PIGMENTOS LEUCOANTOCIANICOS

Tratados los extractos con ClH en caliente, dan

coloracidén rojo-violéceo intensa por la formacién de una an
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tocianina (116).

Resultados
A B
Ext?. en éter de
petrdleo ...i.ieeenn +
Ext?. alcohdlico ... + +
Ext?. acuoso ....... + +

ITT.2.7.~- PRINCIPIOS POLIFENOLICOS
Hemos utilizado la reaccidén con cloruro férrico,
tipica de estos compuestos (117).

Se adicionan unas gotas de reactivos a los dife--
rentes extractos, originandose coloraciones azul o negra con

los polifenoles.

Resultados

Exte, alcohdlico ... ++ +++

EXt?2. acuosSo ceeeoe. +4 +++
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I11.2.7.1.- Taninos

Taninos Catéquicos

Se adicciona unas cuantas gotas de ClH concentra
do y 1 ml de solucidén de formaldehido al extracto ténico,
sometiéndolo a ebullicidén varios minutos. Los taninos caté

quicos precipitan en caliente.

Al extracto tédnico se le adiccionan unas gotas
de acético y, gota a gota, agua de bromo; los taninos caté

guicos precipitan rapidamente.

Resultados
A B
Ext?., alcohdlico .... +4+ +4+4+
EXt2, aCUo0SO ceoesson ++ +++

Taninos Pirogélicos

En los filtrados procedentes de la experiencia
anterior, tras separar los precipitados, se ha investigado
la presencia de taninos pirogdlicos por adicidn de C13Fe

(118).
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Resultados

Bl

Ext?, alcohdlico ..... - -

EXT?, acuoso ..eeeeees - -

I11I1.2.7.2.- Flavonoides

Para la investigacidén de flavonoides, hemos reali

zado la reaccidén de la cianidina (120).

Se adiccionan a los extractos unas gotas de C1lH
al 10% y cinta de magnesio. La aparicidén de un color rosa,

que lentamente pasa a rojo, indica resultado positivo,.

Resultados
A B
Exte. alcohdlico ..... ++ +++
EXt2, acuosS0 .veecoees + +++

I1IT.2.7.3.- Cumarinas

Al depositar los extractos en una tira de papel
de filtro, la observacidén de fluorescencia a la luz ultra-

violeta, indica la presencia de cumarinas (121).
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Resultados
A B
Exte, en éter de
petrdleo ...ieun, . -
Zxte. alcohdblico .. - -
£Xt?, acuosS0 ciesen + +

ITT.2.8.- COMPUESTOS NITROGENADOS

Hdemos ensayado una serie de reactivos de precipi-
tacién especificos de estas sustancias (122,123), tales
como Bouchardat, Dragendorff, Mayer y acido picrico. En pre-
sencia de compuestos nitrogenacos se formardn precipitados

pardo, rojizo, blanco y amarillo respectivamente.

Resultados
Exte?. Etéreo Alcohélico Acuoso
(£)  (c) (£)  (c) (£)  (c)
Bouchardat .. - - + + - -
Dragendorff . - - + + - -

I\"{ayer s e 0 ¢ 0 0 @ bt - - - - -

Ac. picrico . - - - - - -

(f): extraccidén en frio

(¢c): extraccidn en caliente.
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iIT.2.8,1.- Alcaloides

Se ha realizado el iétodo de Cabo Torres (116).

Se trata de una reaccidén muy sensible que da posi-
tiva con la casi totalidad de los alcaloides. Entre las ex--
cepciones podemos citar las bases xédnticas y los derivados

bencil-alquilaminas.

Se deposita el extracto en una tira de papel de
filtro con ayuda de un capilar y en concentraciones crecien-
tes; tras evaporar el disolvente, se sumerge la tira en el
reactivo de Dragendorff en la modificacidén de Munier-Mache--

boeuf, secé&ndola después al aire.

Si los extractos contienen alcaloides, apareceré
en los lugares donde se depositaron, unas manchas rojizas so

ore fondo amarillo claro.

Resultados

Ext?. en éter de
petréleo ® 8 0 00 0 000060 -

Ext?, alcohdlico .... - -

EXt?2, aCUO0S0O .teeeense - -



TABLA (III): Resultados del "Screening" Fitoquimico.

MACERACION EXTRACCION EN CALIENTE
Ext?.Eter Exte. Exte. Exte. Ext?.
petrdleo Alcohdélico Acuoso Alcohdélico Acuoso
ESTEROLES Y TRITERPENOS + + + ++ ++
QUINONAS LIBRES - - -
QUINONAS COMBINADAS - - - - -
LACTONAS PENTAGONALES
INSATURADAS - - + + +
PIGMENTOS ANTOCIANICOS - + +
PIGMENTOS LEUCOANTOCIANICOS + + + +
TANINOS ++ ++ +++ +++
FLAVONOIDES ++ + ot it
CUMARINAS - - + - +
ALCALOIDES - - - - -

(+++): reaccidén fuertemente positiva,

(+

(+): reaccidn debilmente positiva, (-):

+): reaccidn positiva,

reaccidén negativa
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IT.2.9.- DISCUSION DE RESULTADOS

De los resultados obtenidos en el '"screening" fi-
toquimico, se deduce la ausencia en la muestra en estudio

de quinonas y alcaloides.

Hemos puesto de manifiesto: esteroles, triterpe-—-
nos, lactonas pentagonales insaturadas, pigmentos antociéni

cos y leucoantociénicos, flavonoides, cumarinas y taninos.
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ITTI.3.- EXTRACCION DE ACIDOS FENOLES

Se ha llevado a cabo por el método de Lescao y

col. ligeramente modificado (124).

Las sumidades floridas fueron extraidas al 10%
con agua acidulada con ClH hasta pH é&cido (aproximadamente
1), manteniéndolas en maceracién durante 15 minutos. El ren

dimiento de la extraccidén fué del 9,76%.

El extracto acuoso as{ obtenido se sometidé a un
proceso de purificacidén, para lo cual, fue tratado con una
solucidn acuosa de CO3HNa al 2% con lo que los &acidos feno-
les libres son solubilizados al estado de sales de sodio.
Despues de la posterior acidificacidn, son liberados de su
combinacién y pueden ser de nuevo extraidos por el éter(125)

obteniéndose finalmente un residuo de acidos fenoles, que

representa el 0,097% al cual solubilizamos en etanol.
‘ y ;

En realidad esta purificacidén no es tan simple
como pudiera parecernos ya que, si la solucién de bicarbo-
nato no alcaliniza suficientemente, los &cidos no se ex-=~
traen en su totalidad; si por el contrario el pH es excesi

vamente elevado, los fenoles que tienen un caracter acido

dépil, pasan al medio acuoso.

El proceso esguematizado, se encuentra represen-

tado en la figura (1)de la pégina siguiente.



Erica andevalensis C-R

coccidn Acida 10%

v
ExXxtracto acuoso

éter etilico

|

solucidn acuosa (a)

'

Extracto etéreo

CO3HNa (2%)

r

solucidn etérea (b)

'

Extracto acuocso

l C1H

éter etilico

!

solucidn acuosa (c)

Fig.

(1)

'

Extracto etéreo

Concentrado a

Presidén Reducida

Residuo Seco

etanol

Extracto etandlico
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III.4.- IDENTIFICACION DE ACIDOS FENOLES POR CROMATOGRAFIA

La identificacidn la hemos llevado a cabo utili--

zando productos puros como patrones internos, realizando

las experiencias en diversas fases mbéviles para evitar coin

cidencias de Rf de productos distintos.

Ademés de los valores de Rf, nos hemos servido pa

ra la identificacidén de las coloraciones obtenidas tras un

primer revelado con p-Nitroanilina diazotada, seguida de una

segunda pulverizacidn con una solucidén de CO_,Na, al 15%.

3772

Hemos desarrollado nuestras experiencias en las

siguientes condiciones cromatogré&ficas generales:

FASES MOVILES:

(a) Acido fdérmico al 2% (126)
(b) Acido acético al 2% (126,127,128,129,130)
(¢) Acido acético al 15% (131)
(d) Acido clorhidrico O,1N (126,128)
~(e) Benceno/acético/agua 60:22:12 (132)
REVELADORES:

Luz U.V,

p-Nitroanilina diazotada + CosNa 15% (133)

2
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IIT.4.1.- CROMATOGRAFIA EN PAPEL

Soporte ........ papel Whatman ntl

Método ..+...... monodimensional descendente

FASES MOVILES:

(a) Acido férmico al 2% (126)
(b) Acido acético al 2% (126,127,128,129,130)
REVELADORES
Luz U.V.

p-Nitroanilina diazotada+C03Na2 15% (133)

Los resultados de la cromatografia en papel se re

cogen en las tablas IV y V de las péginas siguientes.



TABLA (IV): Valores medios de Rf y coloraciones obtenidas con los

distintos patrones en las fases mbviles (a) y (b)

p-Nitroanilina diazotada

Patrones Rf + COgNa, al 15%
(a) (b)

Ac.gentisico ... c0000ee. 0,55 0,80 amarillo - palido
Ac.pirogdlico ...ceeve.s. 0,68 0,70 pardo - marrdn
Ac.m-hidroxibenzoico .... 0,62 0,68 rosa
Ac.p-hidroxibenzoico .... 0,64 - rosa
Ac.m-cumdrico .....s..... 0,44 0,63 rosa
Ac.vanillico ..veeeeeeee. 0,54 0,53 morado
AC.gAlICO vieeesnssaeneess 0,40 0,40 pardo - naranja
AC.pP-CUMAriCoO .veeeeseess 0,39 0,10 azul

(a) Acido férmico al 2%

(b) Acido acético al 2%



TABLA (V): Valores medios de Rf y coloraciones obtenidas con el extracto

de acidos fenoles en las fases méviles (a) y (b).

RT

p-Nitroanilina diazotada

+ COSNa2 al 15%

Extracto de &4cidos

fenoles de E.ande-

Valensis. ..ceececcconses

(a)

0,40

0,31

(b)

rosa
amarillo - pé&lido
morado
azul - violeta
amarillo
naranja

pardo

(a) Acido férmico al 2%

(b) Acido acético al 2%
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ITI.4.2.- CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Soporte ...... celulosa microcristalina de Merck

(250)4 )

FASES MOVILES:
(a) Acido férmico al 2% (126)
(b) Acido acético al 2% (126,127,128,129,130)
(c) Acido acético al 15% (131)
(d) Acido clorhidrico 0,1N (126,128)

(e) Benceno/acético/agua 60:22:12 (132)

REVELADORES:
Luz U.V.

p-Nitroanilina diazotada + COSNa2 15% (133)

En la tabla VI de la pagina siguiente, se exponen
los Rf de los distintos compuestos puros utilizados como pa
trones internos, asi como las coloraciones obtenidas tras

revelar con p-Nitroanilina diazotada =+ C03Na2 al 15%.

Asi mismo, la tabla VII de la pAgina 47, expresa

los mismos pardmetros para los componentes de nuestro extrac

to.



TABLA (VI):

Valores medios de Rf y coloraciones obtenidas con los distintos

patrones ensayados en las fases méviles (a),(b),(c),(d),(e).

p-Nitroanilina diazo-

Patrones Rf :
tada + COaNa2 al 15%
(a) (b) (c) (d) (e)

Ac.pirogdlico ....... - 0,67 - - 0,02 pardo - marrdn
Ac.salicilico ...eeen - 0,66 0,75 - 0,73 amarillo
Ac.p-hidroxibenzoico 0,61 0,65 0,78 - 0,23 rosa
Ac.m-hidroxibenzoico - 0,63 0,74 - - rosa
Ac.gentisico ..eeeenn 0,54 0,56 0,67 - 0,08 amarillo-palido
Ac.vanillico .ceeeen. 0,47 0,49 0,73 0,47 0,54 morado
Ac.siringico .ceeeess 0,46 0,44 0,65 0,41 0,48 azul
Ac.clorogénico ...... 0,45 - - - - pardo
Ac.protocatéquico ... - 0,44 - 0,41 0,03 parpura
Ac.isovanillico ..... - 0,44 - 0,46 0,42 morado
AC.p-CUMAricCo ...s0.. 0,27 0,27 0,46 - 0,29 azul
Ac.M-CUumricCo ceeeeee 0,28 0,33 - - 0,24 rosa
Ac.caféico .eeeeeoens 0,20 - - - 0,03 celeste
Ac.ferilico ..eeeeeen 0,17 - 0,47 - 0,54 azul
Ac.g8liCO .iivsennnne - 0,33 0,47 - - pardo-naranja
Orcinol ..ceesnsececes - - - - 0,15 naranja

(a) Acido férmico 2%
(b} Acido acético 2%

(c) Acido acético 15%

(d) Acido clorhidrico O,1N

(e) Benceno/acético/agua

60:22:12



TABLA (VII): Valores medios de Rf y coloraciones obtenidas con el extracto

de Acidos fenoles en las fases mbéviles (a),(b),(c),(d),(e).

p-Nitroanilina diazo-

RE tada + CO Na, al 15%
(a) (b) (c) (d) (e)
Extracto de &acidos
fenoles de E.ande-
valensisS, c.oeeessssses 0,61 0,54 0,70 0,51 0,23 rosa
0,54 0,53 0,69 0,48 0,08 amarillo-pélido
- - 0,66 - - verde
0,47 0,48 0,62 0,46 0,54 morado
0,46 0,47 - 0,45 - amarillo
0,44 0,43 - 0,40 0,50 azul-violeta
- - 0,59 - 0,03 pUirpura
0,36 0,35 0,54 0,36 0,06 naranja
- - 0,47 - 0,28 azul
- - - - 0,17 violeta
(a) Acido férmico 2% (c) Acido acético 15% (e) Benceno/acético/agua
(b) Acido acético 2% (d) Acido clorhidrico 0,1N 60:22:12
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Exponemos a continuacidén algunas de las imégenes

cromatograficas obtenidas en los distintos ensayos.



CROMATOGRAMA I: F.M.= Benceno/acético/agua (60:22:12)

Rev.= p-Nitroanilina diazotada + COBNa2 al 15%
P= Protocatéquico, M+P= Ext?.enriquecido con protocatéquico, il= Ext?.4cido fenoles
PHB= p-Hidroxiben. M+PHB= Ext?.enriquecido con p-nidroxiven. = Lxt?.acido fenoles
S= Siringico, M+S= Ext?.enriquecido con siringico, l= Ext?.4cido fenoles
V= Vanillico, M+V= Ext?.enriquecido con vanillico, M= Ext?.acido fenoles
G= Gentisico, M+G= Ext?.enriquecido con gentisico, = Ext?.acido fenoles

Iv= Isovanillico

CROMATOGRAMA II: F.M.= Benceno/acético/apua (60:22:12)

Rev.= p-Nitroanilina diazotada + COBNa2 al 15%

Pc= p-Cumérico, M+Pc= Ext?.enriquecido con p-cumirico, M= Ext?.4cido fenoles
C= Caféico, M+C= Ext?.enriquecido con cafeico, iM=g£xt?.4cido fenoles
P= Pirogélico, M+P= Ext?.enriquecido con pirogalico, = Exte.4cido fenoles

O= Orcinol, M+0= Ext?.enriquecido con orcinol, = Ext?.4cido fenoles

CROMATOGRAMA III: F.M.= Ac.acético al 2%
Rev.= p-Nitroanilina diazotada + COSNa2 al 15%

5= Siringico, M+3= Ext?.enriquecido con siringico, M= Lxt?.a4cido fenoles
P= Protocatéquico, [M+P= Ext?.enriquecido con protocatéquico, ii= ixte.acido fenoles
V= Vanillico, M+V= Ext?.enriquecido con vanillico, M= Ext?.4cido fenoles

CROMATOGRAMA IV: F.M.= Ac.acético al 2%
Rev.= Luz U.V.

G= Gentisico, M+G= Ext?.enriquecido con gentisico, = Ext?.&cido fenoles



' CHOMATOGRAMA I CROMATOGRAMA I1

s o T .

L CHROMATOGRAMA IV

M

SROMATQGRAI




IIT.4.3.- DISCUSION DE RESULTADOS

Zntre las fases mdviles ensayadas se seleccionaron
cinco: ac.fdrmico 2%, ac.acético 2%, ac.acético 15%, ac.clor

nidrico 0,1N y benceno/acético/agua (60:22:12), por naberse

obtenido con ellos una nayor separacidn de los componentes.

sn todas las fases mbéviles se ha podido comprobar
la coincidencia, tanto de color como de Rf, de algunos de 1los
componentes de nuestro extracto problema con patrones puros

del mercado.

Los resultados cbnseguidos con las cuatro primeras
fases méviles indicadas son muy similares, solapéndose en
todas ellas p-nidroxibenzoico con gentisico y siringico con

protocatéquico.

Sin embargo, con benceno/acético/agua (60:22:12)
se obtiene una buena resolucidén para todos los &cidos feno--

les presentes en la muestra en estudio.

Con los reveladores seleccionados, todos los compo
nentes son facilmente identificables, exceptuando el ac.gen-
tisico que con p-nitroanilina diazotada + COSNa2 al 15% da u
na coloracién amarillo - pé&lido que no destaca sobre el fon

do del cromatograma; sin embargo, este componente presenta u

na fuerte fluorescencia a la luz U.V..

Zste hecho nos permite deducir la presencia en la
muestra problema de los siguientes &cidos: p-hidroxibenzoico,

gentisico, vanillico, siringico, p-cumdrico y protocatéquico.
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III.5.- AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE ACIDOS FENOLES POR

ESPECTROFOTOMETRIA DE U,V,-VISIBLE.

III.5.1.- AISLAMIENTO

Para el aislamiento de los distintos &acidos feno--
les hemos utilizado la cromatografia preparativa en las si--

guientes condiciones:

Soporte ..... celulosa microcristalina de Merck

(250/“)

FASES MOVILES:

(a) Acido férmico al 2% (126)

(b) Acido acético al 2% (126,127,128,129,130)

(¢) Acido acético al 15% (131)
(d) Acido clorhidrico 0,1N (126,128)

(e) Benceno/acético/agua 60:22:12 (132)

REVELADORES:

Luz U.V.

p-Nitroanilina diazotada + CO3Na2 15% (133)

Las bandas correspondientes a los componentes a es
tudiar, son eluidas con etanol de 962, consiguiéndose asi so
luciones alcohdlicas que fueron sometidas a un estudio croma
tografico en capa fina, lo que nos confirmé la existencia de

un solo compuesto en cada eluato.
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III.5.2.- IDENTIFICACION

Para contribuir a la identificacidén de estos com--
puestos realizamos un estudio espectrofotométrico al U.V. de
cada uno de los eluatos obtenidos, operando frente a solucio
nes en etanol de 962 de los patrones correspondientes a los
dcidos fenoles identificados previamente por cromatografia

en papel y capa fina (aptdo. III.4).

Este estudio se ha llevado a cabo en un espectrofo
témetro PERKIN-ELMER U.V./  VIS. de doble haz, modelo Lamb-
da-3, con registrador incorporado, utilizando cubetas de --

cuarzo de 1 cm de espesor.

En la tabla VIII se indican las bandas de absore+s
cidén a las distintas X médximas de los diferentes compuestos

(problemas y patrones).

Los espectros correspondientes aparecen en las fi-

guras 2,3,4,5 y 6,



TABLA (VIII): %yméx. correspondientes a los Eluatos problemas y Soluciones patrones

Espectros al U.V.

en alcohol de 962

Ac.

Ac.

Ac.

Ac.

Ac.

p-hidroxibenzoico

vanillico .....

protocatéquico

siringico .....

p-cumarico ....

N méximas (nm)

Soluciones Patrones

Eluatos Problemas

252

255

289

259

294

271

220

282

306

méximo

méaximo

méximo

méaximo

maximo

méximo

sobrehombro

maximo

sobrehombro

méaximo

maximo

méximo

maximo

maximo

maximo

sobrehombro
maximo

sobrehombro




Abs

COOH
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/\ OH
\
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\
: !
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1\
/I ‘
] \ —— Ac.p-hidroxibenzoico
! \
I \ ~—-~ Problema
J \
-1' {
\
\
\
\
\
\
\
LA L Ls
230 3%0 270 290

310 330 nm

Fig. (2)

Espectro del Ac. P-HIDROXIBENZOICO



Abs

255

H,CO

COOH

Ac. vanillico

----- Problema

L] A Ll v  §

230 250 270 290 310 330 nm

Fig.

Espectro del Ac.

(3)

VANILLICO

OH



Ab

259

COOH

OH

OH

—— ac. protocatéquico

--~ Problema

) )
380 nm

30 260 290 320 350
Fig. (4

Fspectro del Ac,

)
PROTOCATEQUICO



Abs

271

230

270

310 350

Fig.

Espectro del Ac.

390 nm

(5)

SIRINGICO

COOH

OCH
OH

—— ac. siringico

~--- Problema



CH=CH-COOH
Abs

OH

—— ac. p-cumarico

--=- Problema

200 240 280 320 360 nm

Espectro del Ac. p-CUMARICO



III.5.3.- DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados obtenidos mediante el estudio espec
trofotométrico U.V./ VIS. , nos ponen de manifiesto que los
principios aislados por cromatografia preparativa, muestran
el mismo comportamiento que los &cidos p-hidroxibenzoico, va
nillico, protocatéquico, siringico y p-cumérico, lo que con-

firma los datos ‘obtenidos en el estudio cromatogréafico.

La presencia de &cido gentisico en E.andevalensis
no pudo ser ratificada por espectrofotometria U.V. dada la

gran dificultad para aislar este compuesto.
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ITI.6.- ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

Para ensayar la actividad antimicrobiana, se han
determinado los halos de inhibicidén (134) que provocan los
extractos de la droga en el crecimiento de los microorganis

mos investigados.

En nuestro trabajo hemos seguido la técnica de -

Kirby-Bauer (134).

Experimentamos diferentes dosis de extractos, so-
bre distintos microorganismos y observamos la presencia o

no de halos de inhibiciédn.

ITI.6.1.- CONDICIONES GENERALES DE LA EXPERIENCIA

II1.6.1.1.- Medio de Cultivo

El medio de cultivo utilizado para realizar el en

sayo de actividad antimicrobiana, es el de Mieller-Hinton.

Para la preparacibén del mismo, se rehidrata sus--
pendiendo 38g de éste en 1.000 ml de agua destilada y se ca
lienta hasta temperatura de ebullicidén para disolver el me-
dio por completo. Se esteriliza en autoclave durante 15 min

a 121eC (135).



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

a una temperatura de 25°C.

Una vez preparado se vierte en placas estériles.
Es importante que el medio alcance en la placa un espesor u=-
niforme de 4 mm. Si es mé&s fino, los antibidticos tienden a
difundir méds en direccidén lateral, aumentando el tamafio de

las zonas de innhibicién.

IITI.6.1.2.- Preparacidén del Inbculo

£l inoculo se ha preparado hasta conseguir que
la turbidez del medio sea equivalente al standar n? 0,5 de
la escala de McFarland. Esto equivale a una concentracién

de 1o8 microorganismos/ml aproximadamente.

Si no se controla la concentracidn bacteriana -
del inéculo (135) se pueden producir significativas varia-

ciones en el tamafio de las zonas de inhibicidn.

1171.6.1.3.- Siembra

Una vez lograda la turbidez adecuada, se sumerge

un hisopo estéril y seco en la suspensidn bacteriana, eli-

minando el exceso de liquido antes de retirarlo; para ello



se hace rotar el escobilldn contra la pared interna del tu

bo.

Sembramos con este hisopo la superficie de una -
placa de agar de ilieller-Hinton; a fin de cubrir uniforme-
mente toda su superficie, se estria con el hisopo al menos
en tres direcciones (137), girando la placa sucesivamente

en angulos de, aproximadamente, 609,

Una vez seca, la placa estéd lista para la coloca
cidén de los discos impregnados con nuestros extractos a en

sayar.

Estudios realizados en nuestro Departamento so--
bre la influencia de distintos disolventes en el crecimien
to microbiano, pusieron de manifiesto una inhibicidén en el
desarrollo de los microorganismos, lo cual era paliado por

la eliminacidén del 1{iquido extractivo.

Por ello, en nuestras experiencias los discos im
pregnados con los extractos, se llevaron a estufa a 602 du

rante 30 min. con el fin de evaporar el disolvente.

El didmetro de los discos ha sido en todos los

casos de Smm.

La colocacidén se ha hecho manualmente con una -
pinza estéril. Los discos se presionan suavemente sobre la

superficie con la punta de la pinza, para asegurar un con-



tacto firme con el agar, cuidando de no moverlos una vez

colocados en su lugar.

I11.6.1.4.- Incubacién

Una vez preparadas convenientemente las placas
para la prueba de susceptibilidad, se colocan en una incu-

badora a 37¢C de 18 a 24 h.

I11.6.1.5.- Determinacién de los halos de inhibiciébn

Tras el conveniente periodo de incubacidn, apare
cen las zonas de inhibicidn alrededor de los discos impreg

nados con nuestros extractos.

Los diémetros de estas zonas se deben medir cui-
dadosamente (135) por la parte posterior de la placa, uti-

lizadndose una fuente de luz transmitida.

Se pueden emplear calibres méviles y graduados,
reglas marcadas en milimetros o plantillas especialmente

preparadas.
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II1.6.1.6.~- Microorganismos ensayados

GRAM (+) .....

GRAM (=) .....

HONGOS .....

Bacillus subtilis ATCC6633

Bacillus megaterium ATCC 33085

Bacillus cereus ATCC 14579

Staphylococcus epidermidis

(aislado clinicamente)

Staphylococcus aureus

(aislado clinicamente)

Pseudomonas aeruginosa

(aislado clinicamente)

Proteus mirabilis

(aislado clinicamente)

Proteus morganii

(aislado clinicamente)

Serratia marcescens

(aislado clinicamente)

Escherichia coli

(aislado clinicamente)

Candida albicans

(aislado clinicamente)



ITIT.6.2.- EXTRACTOS A ENSAYAR

III1.6.2.1.- Extracto acuoso

Hemos operado con el extracto acuoso acido ini--
cial de la extraccidén de 4cidos fenoles (aptdo. III.3), en

las siguientes dosis:

Extracto Residuo seco(mg) Droga(mg)
5 A 0,5 4,5
10 A 1 9
15 A 1,5 13,5
20 A 2 18

I11.6,2.2.- Extracto de &cidos fenoles

Extracto etandlico de &cidos fenoles obtenido

por el método de Lescao modificado (aptdo. III.3)(124).

En los ensayos realizados con este extracto he--
mos utilizado unas concentraciones de residuo seco inferio
res a las del extracto acuoso acido, ya que su equivalen--

cia en droga es muy superior.

Extracto Residuo seco(mg) Droga{(mg)
10 A 0,25 260
20 A 0,5 520
30 A 0,75 780

40 A 1 1.040



TABLA (IX): Halos de inhibicidén (mm) del EXTRACTO ACUOSO ACIDO

GRAM (+)

. subtilis .o

megaterium

epidermidis

n n W o o

aureus e s e

GRAM (=)

U

aeruginosa

mirabilis

U ‘u

morganii .

S. marcescens

=

Coli e o & » 8 0

HOHEOS

Candida albicans

Residuo seco

cereus c e e

0,5 mg 1 mg 1,5 mg 2 mg
10,6 13,06 16,3 18,6
10,3 12,3 13 15

7,6 9,6 10,6 11
10,6 12 12 12

8 10,3 13 14

- 6,5 9 10

5] 6,6 8 9,6

o 6 7

- 5,9 §] 6,2




TABLA (X): Halos de inhibicién (mm) del EXTRACTO ETANOLICO DE ACIDOS FENOLES

Residuo seco

0,25 mg 0,50 mg 0,75 mg 1 mg
GRAM (+)
B. subtilis cessssaens 6 7,3 9 9,3
B. megaterium cesesens 6,3 7 7,6 8
B. cereus cessescaanns 6 6,5 7 8
S. epidermidis cresens - 6,0 8,6 9,6
S. aureus ceerseasnsns - 6 6,5 7
GRAM (-)
Po aeruginosa s o % & 00 0 o - 6’3 7
P. mirabilis ceessss e 6 6,5 7 7
Po morganii e ® 5 86 0 5 0 0 s o - - 6,5 7,1
S. marcescens cesans s - - 6 7
E. COli M EEEREEEEEE N NN - - - -
HONGOS

Candida albicans cs e - - 6 6
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ITI.6.4.- DISCUSION DE RESULTADOS

A la vista de los resultados obtenidos, podemos
Oobservar que ambos extractos presentan actividad antimicro

biana, especialmente frente a organismos Gram (+).

La menor actividad del extracto de &cidos feno--
les nos induce a pensar que, si bien contribuyen a dicha

actividad, no son los Gnicos responsables de la misma.

Cabe destacar, sin embargo, que S, marcescens se

muestra sensible solamente a las concentraciones més altas

ensayadas de Acidos fenoles.

Para detectar en que estadio del proceso de puri
ficacidén de &cidos fenoles se han perdido otros componen--
tes coﬁ actividad antimicrobiana, hemos llevado a cabo un
ensayo con los distintos extractos desechados en dicho pro
ceso:

- Solucidn acuosa (a)

- Solucidén etérea (b)

- Solucidn acuosa (c)

La experiencia se ha realizado frente a B, subti
lis, por haberse mostrado como uno de los microorganismos

més sensibles a los principios activos de nuestra droga.

Hemos podido comprobar que las soluciones (a) y



(b) muestran actividad, mientras que en la (c) no se detec

ta.
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III.7.- ACTIVIDAD ANTIHITOTICA

51 proceso de la replicacidn celular es esencial-
mente ciclico (138). Se denomina ciclo mitdético o celular
al conjunto de eventos que dan lugar a la divisidén celular

o mitosis (139).

La mitosis es un proceso continuo, pero se suele

dividir en fases: profase, metafase, anafase y telofase.

Las fases previas a las mitosis se denominan In--
terfase y es el periodo durante el cual tienen lugar diver-
sas actividades sintéticas (140) que son esenciales para re

cobrar la capacidad mitdtica, (fig.7).

La complejidad de estos procesos pueden verse in-
terrumpida por causas muy heterogéneas, denominéndose "anti
mitdéticos" o '"citostaticos", a todas las sustancias que im-

posibilitan esta divisidn.

Las plantas han sido usadas en el tratamiento -
del cancer desde hace unos 3.500 afios, pero es sélo desde
1.959 cuando se ha realizado un esfuerzo sistémico llevéndo
se a cabo un "screening'" de estos extractos de plantas(141)
para estudiar la actividad inhibitoria de éstos sobre el -

crecimiento celular.



Anafase Telofase

Fig.(7): Zsguema de las distintas fases de la mitosis
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Las drogas citotdxicas wctlGan fundamentalmente -
sobre la biosintesis de los &cidos nucleicos (13%) y en re-
lacidén con el ciclo mitdético o celular, interfiriendo en su
mayor parte los procesos de reproduccidn y crecimiento, por
lo que su actividad tendréd lugar unicamente sobre las célu-

las que se encuentran en periodo proliferativo.

Dependiendo del mecanismo de accidn, las diferen-
tes drogas afectardn a distintas fases del ciclo celular;
existen compuestos que actdan sobre las células en cualquier
momento del ciclo, mientras que otros actdan sdlo en una fa

se determinada,

ITI.7.1.- CONDICIONES GENERALES

LEVAN y LOTFY (142) introdujeron el empleo de rai

ces obtenidas de los bulbos de Allium cepa L., para el estu

dio de los efectos producidos por diferentes sustancias so-

bre el ciclo celular.

ifjosotros hemos utilizado los meristemos apicales

radicales de Allium cepa L. var. denominada "“"francesa'", de-

bido a su facil manejo y su gran produccidén de raices.

Las preparaciones microscépicas se realizaron a
partir del é&4pice de la raiz de la cebolla. Este consta de

una cofia, un meristemo y una zona diferenciada (143), -

(£fig.8).



Células adultas l[diferenciadas)

v

f: O:
38 e

!
LAY,

‘lz AW 7.‘.'

s Wy
: .\‘ ""h.n..'.:

AR L 2 Menistemo (zona de caecimiento)

A §

Fig.(8): Corte longitudinal de la raiz de Allium cepa L.




74

El meristemo radical es un é&rea de crecimiento ré
pido; en él1, las divisiones celulares se suceden con gran
celeridad, de aqui que sea un material excelente para estu-

dio de la mitosis.

Los bulbos sobre los que se realizaron las prue--
bas fueron seleccionadas de un tamafio medio y peso compren-

dido entre 20-40 g.

I7TI.7.1.1.- Cultivo Celular

Se colocaron los bulbos sobre tubos de vidrios de
aproximadamente 70 ml de capacidad, utilizando como medio
de cultivo agua filtrada, renovada cada 24 h..Se hizo burbu
jear aire por medio de una bomba Rena 101, con el fin de --
mantener el medio a un nivel constante de oxigeno y en per-

manente agitacién.

Hay que cuidar que sdlo la porcidén inferior del
bulbo, el disco, se mantenga en contacto permanente con el

nivel del agua, manteniendo éste para evitar la desecacidn.

Todo el sistema de cultivo se aisld dentro de una
cédmara a temperatura comprendida entre 20-259C, consiguién-
dose ademds la oscuridad necesaria para el desarrollo de -
las raices que, en estas condiciones, alcanzan a los dos o

tres dfas unos tres centimetros de longitud.
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II1.7.1.2.- Tratamiento

Una vez desarrolladas las raices, los bulbos fue--
ron trasladados a otros recipientes de cultivo conteniendo
las soluciones acuosas a ensayar. Este momento se considerd

"tiempo cero' o tiempo de iniciacidn de la prueba.

Las condiciones en las que se realizaron estas ex
periencias, fueron idénticas a las que hablamos mantenido

durante el desarrollo de las raices.

III.7.1.3.- Fijacidn y Tincidn

Cuando las raices han alcanzado el tamario adecuado
(prueba control), o transcurrido los tiempos de tratamiento
establecidos en cada caso (prueba problema), tomamos median-
te pinzas, 3-4 raices de cada bulbo, fijéndose inmediatamen-
te en solucidn Carnoy (etanol absoluto/acético 3:1),(144).
Se procurd siempre elegir raices bien desarrolladas, que no
presentasen anomalfas morfolégicas visibles, y de un tamafio

medio.

Todas las pruebas se realizaron con un minimo de
3 bulbos, fijéndose al menos 6 raices (2 de cada bulbo) a ca

da uno de los tiempos indicados.

La tincidén fué efectuada mediante la técnica con
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orceina/acético/clornidrico de Tjio y Levan (145).

orceina (Merck) ....... 2 g
acético glacial ....... 45 ml
agua dest, C.S.Pv +teo.. 100 ml

Para preparar el colorante, la orceina n?7091 se
adicciona al acético glacial y se lleva a ebullicién a re--

flujo durante 10 min.

Dejamos enfriar a temperatura ambiente y afiadimos
agua destilacda hasta completar 100 ml, después de 12 h. de
reposo, se filtra. La solucién de orceina asi obtenida tie-

ne una concentracidn del 2%.

La "solucidn de trabajo' se obtiene afiadiendo una
parte de ClE 1l por cada 9 de la solucidén descrita anterior

mente.

Las raices, previamente fijadas, se colocan en un
vidrio de reloj con solucién colorante hasta cubrirlas to--
talmente; a continuacién se calienta a la llama de un meche
ro de alcohol, sujeté&ndolo con unas pinzas espatuladas y ha
ciéndolo girar suavemente alrededor de la llama, hasta que

la temperatura alcance unos 502C aproximadamente.

Dejamos enfriar durante 5 min.,repitiéndose poste
riormente esta operacidén al menos dos veces méas. Finalmente

se deja en reposo a temperatura ambiente durante 15-20 min.,
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antes de proceder al aplastamiento.

I11.7.1.4.- dMontaje de Preparaciones

Una vez tefiildas las raices, se colocan una de -—-
ellas sobre un portaobjetos y con una lanceta, se separa la
zona correspondiente a2l nmneristemo apical radical, desechan-
do el resto de raiz (cofia y zona de diferenciacidn tisular).
A continuacidn se afiaden unas gotas de la solucidén coloran-
te, y con la lanceta efectuamos un ligero '"troceado" con el

fin de facilitar la extensidn del material.

En todo momento hay que operar rapidamente a fin

de evitar que se desequen los tejidos.

Se deposita encima del fragmento de raiz un cubre

objetos y se somete a presidn.

El extremo de la raiz estéd formado por tejidos --
blandos; la presidn ejercida sobre el cubreobjetos debe ser

suave al principio, aumenté&ndola lentamente.

Hay que evitar que el cubreobjetos se deslice en
el curso de la presidn. La finalidad perseguida es aplastar
los tejidos a fin de conseguir una monocapa de células me--

risteméticas.

Las preparaciones fueron observadas con un micros
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copio Olimpus BH y las fotografias realizadas con un foto

microscopio Olimpus.

III.7.1.5.~ Determinacidn de los Indices Mitdticos

(1) y de Fases (IF)

El Indice iitdético (IlM) se define como el porcen
taje de células meristemdticas que en un instante dado es-
ten en divisidn; es decir,cursan algunas de las etapas de

la mitosis (146).

Viene expresado por la siguiente relaciédn:

. n? células divisidn 100

n? células totales

]

Entendiéndose por n? de células totales, el de

células en interfase més el de células en divisidn.

E1l Indice de Fases (IF), expresa el numero de
células observadas en cada una de las fases mitdéticas, por

cada 100 células meristemdticas en curso de divisidn.

células en fase determinada
IF . 100

n? células en divisién

o)
10
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ITI.7.2.- EXTRACTOS A ENSAYAR

ITI.7.2.1.- Extracto acuoso

Realizamos diversas experiencias utilizando pesos
variables del residuo seco procedente del cocimiento acuoso
dcido, operando a diferentes tiempos de tratamiento y recu-

peracidn.

A partir del residuo seco se prepararon solucio--
nes en agua filtrada a una concentracidén de 0,5 y 1% equiva

lentes a 4,56 y 9,12 g de droga respectivamente.

Las fijaciones se realizaron a las 2, 4, 8, 24, -

48 y 72 h. de tratamiento.

A las 48 y 72 h. existe una gran proliferacidn de
sustancia extrafia en la base del bulbo, que provoca un endu
recimiento de las raices, impidiendo el aplastamiento nor--

mal de las mismas, lo cual hace poco fiable el contaje.

Antes de iniciar el tratamiento, se recogieron -

raices que fueron fijadas como prueba control,



Tiempo de

tratamiento

totales| divisién | Mitdtico|

Ne Cél.| N¢ Cél. | Indice | Fases Mitdéticas

I Indice de fases

| Prof. |Metaf | Anaf.

T

elof| IFp | IFm | IFa | IFt

Control 2.702 | 240 | 8,88 | 127 | 47 | 21 | 55 |48,75|19,58| 8,75]/22,90
2 h. 2.371 | 129 | 5,44 | 68 | 23 | 8 | 30 |[s2,71}17,82| 6,20]23,25
4 h, 1.956 | 64 | 3,27 | 28 | 12 | 4 | 20 }43,75|18,75]| 6,25(31,25
8 h. 2.007 | 43 | 2,14 | 32| 2 | - | 9 [|74,42]| 4,65 - 20,93

24 h. 2.062 | 22 | 1,07 | 1s | - | - | 7 |es8,18] - | - 31,81

48 nh. = I I B SR R L A R

72 h. T L O e R T R R
TABLA XI : Variacidén de IM e IF, a diferentes tiempos de tratamiento correspondientes

al extracto acuoso ( 0,5 g r.s.).



Tiempo de Ne Cél. Ne Cél. |

Indice
tratamiento totales| divisidén | Mitdticol

i Fases Mitdticas

| Indice de fases

|Prof. |Metaf|Anaf,|Telof| IFp IFm IFa IFt
Control 1.616 | 123 | 7,79 | 66 18 9 | 33 |52,33|14,28} 7,14]|26,19
2 h. ' 2.361 | 102 | 4,32 | 51 34 5 | 12 |50,00|33,33| 4,90|11,76
4 h, 2.475 | 76 | 3,07 | 38 14 8 | 16 |£0,00|18,42]10,53]21,05
8 h. 1.889 | 41 I 2,17 | 28 4 - | 9 |68,29| 9,75 - |21,95
24 h, 2.236 | 26 | 1,16 | 12 4 3 | 7 146,15|15,38]|11,50]|26,92
48 h. - - | - I - - - -0 -1 -1 -1 -
72 h. - - | - I - - - -1 -1 -1 -1 -

TABLA XII:Valores de IM e IF,

a diferentes tiempos de tratamiento, correspondientes

al extracto acuoso (1 g r.s.).
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Tiempo(horas)
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Y

=

- O

IM

gd

L

Fig.(9)- Variacién del IM en funcién del tiempo de tratamiento.



Ext2. acuoso (0,5 g r.s.) 88%h, trat.

B

Ext?, acuoso (0,5 g r.s,) 24%h, trat,
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ITI.7.2.2.- Extracto de acidos fenoles

A partir del residuo seco procedente de la purifi
cacibén de &cidos fenoles, (apartado III.3), se obtuvieron
soluciones en agua filtrada a una concentracidén de 4,42 y
8,85 mg/100ml, correspondientes a 4,56 y 9,12 g de droga -
respectivamente, y por tanto, equivalentes a la misma canti
dad ae droga que los 0,5 y 1 g de residuo seco utilizados

en los ensayos con el extracto acuoso &cido.

Con dichas soluciones llevamos a cabo los trata--
mientos realizando las fijaciones, de igual manera que con

el extracto acuoso, a las 2, 4, 8, 24, 48 y 72 h,



Tiempo de e Ccél.| N¢ Cél. | 1Indice | Fases iitdéticas I Indice de fases
tratamiento totales| divisién | Mitético!
iProf. liletaf|Anaf. |Telof| IFp 1Fm IFa IFt
Control 1.754 | 154 | 8,78 | 81 | 24 | 10 39 |52,59|15,58| 6,50]|25,32
2 h. 1.825 | 145 | 7,94 | 78 | 19 | 8 40 |53,79113,10] 5,52127,58
4 nh. 1.556 | 106 | 6,81 | 63 | 14 | 11 18 |5%,43]13,21]10,38|16,98
8 h. 1.699 | 112 | 6,59 | 70 | 12 | 9 21 |62,50]10,70] 8,04118,75
24 h. 2.111 | 119 | 5,63 | 75 | 38 | & 35 |63,02127,731 5,04|29,41
48 h. 2,102 | 112 | 5,32 | 50 | 22 | 8 32 |44,64]119,64| 7,14|28,57
72 h. 1.520 | 80 | 5,26 | 44 | 14 | 5 17 |s55,00|17,50| 6,25]21,25

TABLA XIII:Valores de IM e IF, a diferentes tiempos de tratamiento correspondientes

al extracto de &acidos fenoles ( 4,42 mg r.s.).



| Indice de fases

Tiempo de Ne Cél. Ne¢ Cél. | Indice | Fases iMitdticas
tratamiento totales| divisidén | Mitdtico|
|Prof. Metaf Anaf,|Telof]| IFp IFm IFa IFt
Control 1.870 | 165 | 8,82 | 91 | 29 11 34 |55,15|17,57| 6,66|20,60
2 h. 2.171 | 144 I 6,63 | 88 | 16 11 29 l61,10]11,11] 7,64|20,14
4 h, 2.264 | 146 | 6,45 | 97 | 19 8 22 |66,44]13,01] 5,48[15,06
8 h. 1.597 | 99 | 6,19 | 55 | 19 6} 19 |55,55}19,19| 6,06]19,19
24 h. 1.232 | 68 'l 5,52 | 24 | 14 10 20 |35,29|26,58|14,70]29,41
48 h. 1.879 | 96 | 5,11 | 44 | 19 9 24 |45,8319,79| 9,37]25,00
72 h. 2.174 | 110 | 5,06 | 53 | 24 6 27 |48,18]21,81| 5,45|24,54

TABLA XIV : Valores de IM e IF,

al extracto de &4cidos fenoles ( 8,85 mg r.s.).

a diferentes tiempos de tratamiento, correspondientes
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Fig.(10)-Varjiacién del IM en funcién del tiempo de tratamiento
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II1.7.3.- RECUPERACION DEL INDICE MITOTICO (IM)

La recuperacidn del Ii, prueba necesaria en caso
positivo para comprobar la reversibilidad del efecto nocivo
ejercido sobre las raices, se determind a continuacidén del
tratamiento de 8 h.. Para ello, una vez transcurrido los --
tiempos de tratamiento, se pusieron los bulbos en contacto
con el medio normal de cultivo (agua filtrada), en el cual
se mantuvieron 10, 12, 14 y 16 h. El tiempo se eligid basén
conos en las experiencias de LOPEZ-SAEZ y Colbs (147) que

fijan la duracidn del ciclo celular entre 13-14 h.

Nuestros ensayos de recuperacién se han realizado
sOlo con las dosis superiores ensayadas tanto en el extrac-
to acuoso como en el de &cidos fenoles, por ser 1los que pu-

sieron de manifiesto una mayor disminucién del IM.

En todas las experiencias se realizaron la corres

pondientes pruebas controles,



Tiempo de Ne Cél.| N2 Cél. | 1Indice | Fases ilitdticas | Indice de fases

tratamiento totales| divisién | Mitéticol
|Prof. |Metaf]Anaf.|Telof| IFp IFm 1Fa IFt

Extracto acuoso (1 g r.s.)

Control 1.828 | 155 | 8,48 | 78 | 30 | 12 | 35 |50,32}19,35| 7,74|22,58
8 h. trat. 1.944 | 35 | 1,95 | 30 | 3 | - | 5 |s7,71| 8,57 - |14,28
10 h.recup. 1.808 | 8 | 0,44 | 6 | - | - | 2 75,001 - | - 25,00
12 h.recup. 1.920 | 5 | 0,26 | s | - | - | - Jw0 | - | - | -
14 h.recup. 1.900 | 2 | 0,20 | 2 | - | - | - Jwoo | - | - | -
16 h.recup. 2.101 | 1 | 0,04 | 1 | - | - | - tiw0o | - | - | -
Extracto de &cidos fenoles (8,85 mg r.s.

Control 2.198 | 177 | 8,05 | e1 | 37 | 3 | 46 |51,41]20,90| 1,69|25,98
8 h., trat. 1.879 | 112 | 5,96 | 60 | 21 | 9 | 22 |53,57]|18,75| 8,03|19,64
10 h.recup. 1.531 | 78 | 5,09 l 35 | 13 | 9 | 21 |44,87|16,66|11,53|26,92
12 h.recup. 2.084 | 104 | 4,99 | 54 | 20 | 8 | 22 |51,92|19,23} 7,69]21,15
14 h.recup. 2.097 | 99 | 4,72 | 52 | 12 | 5 | 24 |52,52|12,12| 5,05|24,24
16 h.recup. 1.626 | 75 | 4,61 | 48 | 6 | 2 | 19 |e64,00| 8,00| 2,66]|25,33

TABLA XV: Valores de IM e IF, a distintos tiempos de tratamiento y recuperacién

correspondientes al extracto acuoso (1g) y &acidos fenoles (8,85 mg).
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Fig.(11)- variacién del IM después de 8h de tratamiento y posterior recuperacién.
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ITI.7.4.- DISCUSION DE RESULTADOS

A medida que avanza el tiempo de tratamiento pue-
de observarse una disminucidén del IM con las dosis ensaya--

das,

Con el extracto acuoso a4cido este descenso es muy
marcado, nasta la 4% hora de tratamiento para ambas dosis
(0,5 y 1 g r.s.), continuando la disminucidén de forma menos
acusada hasta las 24 horas, a partir de las cuales conside-
ramos el contaje poco fiable debido al endurecimiento de -
las raices, aunque podfa observarse un bajo nimero de célu-

las en divisiédn.

En el caso del extracto de &cidos fenoles, los re
sultados obtenidos fueron practicamente paralelos con las
dosis utilizadas (4,42 y 8,85 mg r.s.), si bien, el descen-
so del IM no fué tan brusco hasta la 42 hora de tratamiento

como ocurria en el caso del extracto acuoso éacido.

Este ensayo se pudo llevar a cabo hasta las 72 ho
ras ya que las raices no alcanzaron el mismo grado de endu-

recimiento que con el extracto acuoso Aacido.

El estudio comparativo muestra una mayor activi--
dad del extracto acuoso acido respecto al de acidos fenoles,
obteniéndose para las dosis menores ensayadas de ambos ex--

tractos (equivalente a 4,56 g de droga), una disminucién --
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del IM de 87,95% y 35,88% y de 85,11% y 37,42% para las ma-

yores (9,12 g de droga).

Estos resultados nos hacen pensar que los &cidos
fenoles, si bien contribuyen a la actividad antimitdética de

Erica andevalensis, no son los uUnicos responsables de esta

accidn.

En todos los casos, extracto acuoso y extracto de
4cidos fenoles, las células presentan un aspecto normal, --
sin deformaciones protoplasméticas ni alteraciones nuclea--

res.

. . ’ '
La frecuencia de las fases mitdticas, IF, varia

en relacibén al tiempo de tratamiento de la muestra problema.

La detencidén provocada en la mitosis no pudo res-
tablecerse de ningun tratamiento, despu€s de someterse a --

tiempos variables de recuperacidn en agua.
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CONCLUSIONES

En el "screening' fitoguimico hemos detectado los -
siguientes grupos de compuestos: esteroles, triterpenos,
lactonas pentagonales insaturadas, pigmentos antociéni-
cos y leucoantociénicos, flavonoides, cumarinas, tani--
nos y &4cidos fenoles, encontrindose en mayor proporcidn

los compuestos polifendlicos.

Los ensayos cromatogridficos nos revelan la presen--

cia en E.andevalensis de los &4cidos fenoles p-hidroxi--

benzoico, gentisico, vanillico, siringico, p-cumarico y

protocatéquico.

ilediante el estudio por espectrofotometria U.V./ --
VIS;, hemos podido ratificar las identificaciones lle-

vadas a cabo por cromatografia.

Tanto el extracto acuoso &cido como el de &cidos fe
noles presentan actividad antimicrobiana a las dosis en
sayadas, especialmente frente a microorganismos Gram (+),

siendo mé&s acusada para el extracto acuoso.

A medida que avanza el tiempo de tratamiento, pggge
observarse, a las dosis ensayadas, una disminucién del In
dice Mitdtico (IM) con los dos extractos en estudio, -

variando asi mismo el Indice de Fases (IF).



84

Su estudio comparativo muestra una mayor actividad
del extracto acuoso &cido con respecto al de acidos fe
noles, no restableciéndose la detencidn provocada en la

mitosis en ninguno de los casos ensayados.

Los resultados obtenidos nos inducen a pensar que,
si bien los &cidos fenoles contribuyen a dichas accio-
nes (antimicrobiana y antimitética), no son los uUnicos

regponsables de las mismas.
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