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II-REVISION

BIBLIOGRAFICA



ONONIS  SPECIOS4 LAG.




ONONIS MITISSIMA L.




IT.1.-ESTUDIO MONOGRAFICO DEL GENERO ONONIS

II.1.1.-Situacidn Taxondmica

Divisiédn: Spermatophyta
Subdivision: Magnoliophyta
Clase: Magnoliatae
Subclase: Rosidae

Orden: Fabales
Familia: Papilionaceae
Subfamilia: Papilioideae
Tribu: Trifoliae
Género: Ononis
Especie: O.speciosa Lag.
Especie: O.mitissima L.

La divisién Spermatophyta,en la subdivisién Magno-
liophyta,antes llamada Angiospermae,comprende la clase Magnolia-
tae,que era conocida antiguamente como Dicotyledoneae.Esta cla--
se comprende a su vez la subclase Rosidae,con 17 érdenes ,uno de

ellos es el Fabales.

Aunque hasta esta categoria los autores estén par-
cialmente de acuerdo ,en los limites de cada uno de los taxones
a nivel de familia existen una gran disparidad de opiniones.Por
este motivo los limites de Fabales,Leguminosas y Papilionaceas

son variables dependiendo de la fuente histérica consultada.

En nuestro caso utilizamos el término de Papilio«=
niceas en sentido amplio incluyendo a tres subfamilias de las --

cuales la familia tipica (Papilionaceae) comprende diez tribus.



La tribu Trifoliae esta caracterizada por presentar
hojas pinnadas 6 trifoliadas,estambres normalmente diadelfos --
( 9+A ),pero ocasionalmente monodelfos con anteras todas —--

ellas normales.

Vegetativamente son plantas herbaceas y muy excepcio-

nalmente hierbas.

‘El género Ononis fué descrito por Linneo en el Spe-—-

cies Plantarum,presentando en Europa 49 especies. (1 )

II.1.2.-Micromorfologia

Poco hay en bibliografia descrito sobre el aspecto -
micromorfolégico del géneroj;tan solo hemos encontrado alusién a
la raiz de la especie O.spinosa que se caracteriza por presentar
fibras cristaliferas,cristales sueltos de 2 a 15 p.y vasos reti-
culados (2.) (3 ) ; al tallo y hoja de O.natrix -especie rica -
en pelos tanto glandulosos como sencillos,fibras cristaliferas ,

cristales y vasos espiralados y punteados ( 4).
I11.1.3.-Fitoquimica
En el presente esquema ofrecemos una visién general-

de la quimica de las diferentes especies del género Ononis,co-

mo son:



ESPECIE COMPOSICION QUIMICA

-alcoholes:onocerina u
onocol (5)
-4cidos:citrico y ténico ( 5)
-saponinas:onona,ononina,pseudo-
nina,ononida,onocerin.( 5) {( 6) (7)
-heterdsidos:ononésidos ( 8) (9)
O.spinosa ~flavénoides( 7 )
—-esteroles (10)
-antocianos (11)
-taninos 12)
-gomas ( 5)
-sustancias resinosas ( 5)
—aceites esenciales (13) (14) (12)
(15)

—carotenos (16)
0.antiquorum -saponinas (17)

-flavonoides (geninas):populina
quercitina,kaenferol (18)
—antocianos y leucoantocianos:
cianidina,leucocianidina (19)
O.natrix : —-esteroles y tfiterpenos:beta—si—
toesterol y sigmasterol (20)
—-&cidos fenoles ( 4) (21)

-nucilages (22)

O.arvensis ~heterésidos:diglucosil-3, 7--kaem-

ferol,glucosil—-3-kaenferol (23) (24)

-8 -



O.arvensis

O.columnae

O.pusilla“

O.repens

O.rotundifolia

O.cistato
O.pubescens
O.subpriata

O.alopercunoides

O.viscosa

O.minutissima

-esteroles y triterpenos (10)
—taninos (12)
-aceites esenciales (13)

(14) (15) (16)

-heterésidos (18)
—antocianos y leucoantocia-
nos:cianidina,delfinina

(19)

—heterésidos (19)

-heterésidos (19)

—-antocianos y leucoantocia-
nos (19)

—-esteroles y triterpenos

(10)

-heterdsidos (18)
-antocianos y leucoantocia-

nos (19)

-esteroles y triterpenos

(10)



IT.1.4.-Accién farmacodindmica y usos terapeuticos

Las especies del género Ononis se han utilizado
en medicina popular como diuréticos y antis€pticos urinarios —-—

sobreitodo O.spinosa (6 ) (17) (25) (27) ,0.aragonensis (5 ) ),

O.repens (26) ,0.natrix (28) contra la retencién de orina ,cis-

titis,nefritis y calculos biliares 6 renales.

Los flavonoides de O.arvensis han mostrado acti-
vidad colagoga @9 ) y los &cidos fenoles del O.natrix presen-
tan una accién antibacteriana €1 ) (30),utilizandose como an-

tiséptico en el caso de caries dental.

- 10 -



I1.1.5.- O.speciosa Lag.

Fructicosa de hasta un metro de altura,ramosa,con ta-
llos rectos o ascendentes dé color verdoso en las ramas del afio ,
- pubescente-viscoso (31) (32) ; hojas trifoliadas,brevemente pe--
cioladas, de color verde claro,subcoriaceas,muy glutinosas viscosas
por ambas caras,con foliolos elipticos u oval-obtusosj;los bordes
son aserrados,foliolo terminal truncado,redondeado o subacorazo-
nado en la base;estipulas membraniceas estriadas,largamente sol--
dadas al peciolo,con la parte libre lanceolada aguda y algo glan-
dulosas; pedunculos reducidos a un corto /mufion o giba;1-3 flores
pediceladas en la axila de la bracteas y formando largos racimos-

oblongos;pedicelos de 2-4 mm,glandulosos viscosos.

Hojas florales bractoformes subescariosas,caedizas,——
oval-acuminadas,estriadas,grandes,mas largas que el tubo del céa-

liz,peloso -glanduloso.

Caliz de 9 mm de largo,glutinoso,recubierto de denso
tomento glanduloso-peloso tres veces mas corto que la corola,con-
laslacinas agudas triangulares-lanceoladas,casi igual de largas -

que el tubo ,con 7-9 nervios.

Corola amarillo-~dorada de 15 mm de largo,lampifia con-
el estandarte oval-apiculado estriado en pirpura estrechamente a-
delgazado en la base, mds largo que la quilla y las alas;quilla -
casi sin pico,igual a las alas; ovario peloso,con 5 6vulos;legum-
bres de 6X5 mm (31) (32) | con una o dos semillas y mds cortas~

que el cdliz.Semillas ovoideas,negruzcas y lisas de 3X2,5 mm.
Esta planta es un endemismo hispanico que se encuen—-

tra en Andalucia en colinas secas y pedregosas y en las faldas de

diversas montafias.También penetra en Portugal y en Marruecos (32)

- 11 -



Entre otros puntos selia citado en Sierra de Carrascoy
(- Murcia ),Porta y Rigo (Sierra de la Espufia, Murcia }; Valle-
del Darro ( Granada }; Genalgualcil ( Malaga ); Guacin ( Malaga)
.Ceballos;: Canillas de. Albaida ( Malaga ) ;Sierra Tejada ( Mala-

ga ) 3La Herradura ( Granada )» (31)-

- 12 -



I1.1.6.- O.mitissima L.

Planta anual,con tallos de color verde claro redondos
levantados o acostados y extendidos en todas direcciones,de hasta-
60 cm de largo ramosos desde la base,con las ramas delgadas fina--

mente fusiformes. {1) (32)

Hojas todas trifoliadas,con foliolos elipticos u oval
~oblongos redondeados en el apice,con el margen agudamente aserra-
do, casi siempre de 20 X 9-10 mm, algunas con pelos sencillos mez-
clados (31) (32); hojas florales inferiores trifoliadas,con los fo
liolos iguales a la caulinares, pero mas pequefios; las medias uni-
-foliares y las superiores bractiformes,ovales,concavas membrand---
ceas,muy blanquecinas,imbricadas con muchos nervios, cubriendo el-
céliz,agudas,glandulosas, iguales en longitud a las estipulas. Es-
tas son oblongo-lanceoladas,abrazadoras casi enteras,glandulosas, -

con muchos nervios y estan soldadas al peciolo.

Céliz de 8 mm con el tubo estriado blanquecino, lampi
flo,mads corto que la corola, con las lacinias triangulares-lanceola
das-agudas,con 11 nervios igual de largos que en el tubo,y pelos -

glandulosos en el margen.

Corola de 12 mm,rosada,con el estandarte aovado, con-
el apice redondo,ensanchado bruscamente en la base poco mds largo-
que las alas y la quilla. Legumbre oval-oblonga,redonda en el api-
ce y poco glandulosa,brillante,de 5-6 x 3 mm,igual & mas corta que
el caliz,con semillas parduzcas o pardo-claras,ovales,granulosas,—

de 1,75 mm de didmetro (31) (32).
Vive en Espafia en la regién mediterrénea y en el cen-

tro, aungque no es muy abundante. Fuera de la Peninsula se ha loca-

lizado en varios paises europeos y africanos (33). Se encuentra ——

- 13 -



por casi todas las islas del Mediterréneo y tambien en Canarias,

Madeira, etc

En Espafia se ha citado entre otras localidades en -=-
Cartagena ( Murcia ); Barranco de Polop ( Alicante );Cubo de ——-
Bureba ( Burgos ); Gandia ( Valencia ); Cerro del Hinojal (Jerez-
y Cédiz ) 3 Dehesa de Gigonza (Jerez , Cadiz ) ; Sevilla , Este—-

pona al Tesorillo ( MAlaga ), Ronda ( Malaga ); Logrofio ( 34).

- 14 -



III- PARTE

EXPERIMENTAL



IIT.1.-MUESTRAS EMPLEADAS

Hemos utilizado para nuestros trabajos las sumidades
floridas de dos especies del género Ononis: O.speciosa Lag. ¥y
O.mitissima L. ,las cuales han sido determinadas en el departa-
mento de Botanica de la Facultad de Farmacia de Sevilla,en cuyo

herbario se encuentra un ejemplar de cada una de las especies.

O.speciosa Lag.

Leg: Silvestre-Aparicio

Lugar: Grazalema ( Ca&diz )
Fecha de recoleccidn: Mayo,1984

N¢ pliego: SEVF

O.mitissima L.

Leg : G.Rowe-Aparicio

Lugar : E1 Bosque-Ubrique ( Cadiz )
Fecha de recoleccién: Mayo,1984

N2 pliego: SEVF
III.1.1.- Recoleccidn

O.speciosa Lag. se ha recolectado en Grazalema ( Cé-

diz ) y O.mitissima L. en El Bosque-Ubrique ( Cadiz ). .

ITIT.1.2.- Desecacién y conservacién

Una vez recolectadas se desecaron en el propio labo -
ratorio sobre superficie seca y a una temperatura media de 25°C.
Finalizado el procesose guardaron en recipiente cerrado y al abri-

go de la luz y humedad.

- 16 -



ITI.2.~ MICROMORFOLOGIA

I11.2.1.- Técnica y reactivos

La hoja y el tallo de las dos especies ,se pulveriza-
ron en un molino CULATTI DFH-48;posteriormente se pasaron por un
tamiz de 0,25 mm de didmetro de malla,se homogenizaron con mor-
tero y pistilo y se volvieron a tamizar ( tamiz N¢ 1, 0,100~
0,150 mm ) segin Farmacopea Espafiola IX ediccién (35). Con la

droga asi pulverizada se efectué un andlisis micromorfolégico.

Los reactivos utilizados fueron:

(37).

~R.de coloracién:agua de iodo,Suddn 1iiI,cloroyoduro de zinc, —--—

floroglucina clorhidrica ,reactivo universal de-

Steinmentz. (36) (37)

I111.2.2.- Resultados

O.speciosa Lag.:En esta especie se observaron los si-
guientes elementos:
-Tallo: fibras cristaliferas
fibras no cristaliferas
traqueidas .
vasos espiralados
vasos reticulados
pelos unicelulares tectores

pelos glandulosos

-Hoja: fibras cristaliferas
vasos espiralados
pelos glandulosos pluricelulares

estomas en la epidermis del tipo paracitico

- 17 -



O.mitissima L.:Pudimos comprobar la presencia de:

-Tallo: fibras cristaliferas
fibras no cristaliferas
traqueidas

vasos espiralados

-Hoja: fibras cristaliferas
fibras no cristaliferas
vasos espiralados
pelos unicelulares tectores
estomas paraciticos y gldndulas con células poliédricas en

la epidermis.

Los datos microscépicos mas interesantes se encuen-

tran expuestos en las siguientes fotografias y esquemas:

~-Tallo de O.speciosa Lag. Figs. 3,4,5,6,8.
-Hoja de O.speciosa Lag. Figs. 3,5,6,9.

-Tallo de O.mitissima L. Figs. 3 4,5,10.
-Hoja de O.mitissima L. Figs.3 5,7, 11.

- 18 -



. 4 - Traqueidas (40x10)




glanduloso {40x10}




Fig. 7 — Glandula con células poliédr:cas

(40x10)




Microscopia del tallo de

O.speciosa Lag .
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Microscopia de la hoja de

0.speciosa Lag.

Vaso
, Estomas

espiralado paraciticos

Fibras cristaliferas Pelo glanduloso

pluricelular
Fig. 9



Microscopia del tallo de

O.mitissima L.

Fibras no cristaliferas Fibras cristaliferas

Traqueidas Vasos espiralados

Fig. 10



Microscopia de la hoja de

O.mitissima L.

Pelos unicelulares

Fibras cristaliferas

Fibras no cristaliferas

Vasos espiralados

Glandulas y estomas paraciticos

Fig. 11



I11.2.3.- Discusidn de resultados

En el tallo pulverizado de O.speciosa Lag. y O.mitissi
ma L. se puede apreciar la presencia de una serie de elementos -
comunes : fibras lignificadas,algunas de ellas con cristales,tra-
queidas y vasos espiralados; En la segunda especie no hemos ob-

servado vasos reticulados ni pelos.

Fibras cristaliferas,vasos espiralados y estomas de -
tipo paracitico,son comunes en la hoja de las dos especies estu-
diadas .Sin embargo se aprecia una diferencia en el tipo de pe-
los,ya que en O.speciosa Lag. son pluricelulares glandulosos y en
O.mitissima L. unicelulares tectores,observandose asi mismo glan-

dulas en la epidermis de dicha especie.
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IIT.3.- ENSAYOS GENERALES CUANTITATIVOS

I11.3.1.- Determinacidn de humedad

El contenido en agua de una droga,nos permite saber
si el tratamiento posterior a la recoleccién ha sido o no ade-

cuado.

Hemos seguido el método gravimétrico que estéd basa-
do en la pérdida de peso de la droga mediante desecacién en —-—

estufa a 105¢C (35) (38).

Se parte de aproximadamente 2g de droga perfecta-
mente pesada .en un pesasustancias tarado; que se lleva a estu-

fa ( 1052C )hasta pesada constante.

Despues de calentar y antes de cada pesada se enfria
en desecador que contiene CaClz-
.IIT:3.1.1.- Resultados

Los valores obtenidos con las dos especies fueron

los siguientes:

Muestras % humedad .
Al 5,4%
A2 5,5%
A3 5,7%
A 5,5%

- 27 -



Muestras % humedad
Bl 11,7%
8,2%
82 %
10,9%
B3 L0, 9%
B 10,4%
A A A corresponden a O.speciosa Lag.
i, 2,3, —_——
B1 B2 B3 corresponden a O.mitissima L.

A .y B son los valores medios respectivos.

- 28 -



I11.3.2.—- Determinacidén de cenizas

La finalidad de esta determinacién es conocer los-
componentes minerales que tiene la droga,que pueden influir tan-
to en la accidén farmacolégica como ayudarnos a investigar posi-
bles adulteraciones,ya que el porcentaje de estos componentes -

es constante para cada droga.(35) (38)

En un crisol de porcelana calentado. al rojoy en-
friado - en desecador,se coloca una cantidad exactamente pesada
de la droga perfectamente desecada. Se efectia la calcinacidn

con llama oxidante durante 5-6 horas.

Una vez enfriada,se le afiade agua oxigenacda cue fa-
vorece la calcinacién,repitiendose esta operacién cuantas ve-

ces -“sea necesario. Se evapora a sequedad y se efectian nuevas

calcinaciones hasta desaparicidn total de particulas negras.

Tras enfriar se pesa yse vuelve a calcinar hasta obte-

ner dos pesadas sensiblemente concordantes.

111.3.2.1.- Resultados

Residuos % cenizas
A1 4,2 )
A2 6,4
Ay 6,8
A 5,8

- 29 -



Residuos % cenizas

B, 5,3
B, 4,5
B, 5,6
B 5,1

Al , A2 , A3 » corresponden a O.speciosa Lag
Bl , 82 , B3 , corresponden a O.mitissima L.

A y B son las medias respectivas de ambas especies.
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II1.3.3.- Determinacién de esencias

El método utilizado para esta determinacién es el deCle

venger modificado (37) (39).

Partimos de 10 g de droga fresca,se introduce en un ma-
traz de fondo redondo ,se le afiade agua saturada de ClNa y se ca-
lienta a la llama.Cada 30 minutos se mide el volumen de esencia -
destilada ( mm3 )’,dando por terminada la operacién cuando coin-~

cidan dos lecturas consecutivas.

Las drogas se sometierpn a ebullicidén controlada du-
rante 3 horas.El contenido en esencias se determindé en ambas es-—

pecies aplicando la siguiente expresidn:

V=7Cr®h

V=volumen del cilindro
r=radio ( mm )

h=altura ( mm )

II1.3.3.1.- Resultados

Especie Volumen de esencia ( ul )
O.speciosa Lag. 339
O.mitissima L. . 280
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111.3.4.- Discusidn de resultados

Al determinar el grado de humedad de las dos especies
en .estudio observamos una diferencia marcada entre ambas. Esto -
puede ser debido a que O.speciosa Lag. es una planta lefiosa, -—

mientras que O.mitissima L. se muestra como planta herbacea.

Por el contrario, existe analogia entre ellas en el -

contenido de cenizas y aceite esencial.
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I11.4.- ENSAYOS GENERALES CUALITATIVOS

‘A fin de tener una idea de la naturaleza de los prin-
cipios activos que constituyen la quimica de O.speciosa lLag. y -
O.mitissima L. realizamos un " screening " fitoquimico segin la-

técnica de I. T. E. S. M. A. (40) (41)
Las sumidades floridas de O.speciosa Lag.y O.mitissima L.
-se‘sbmetieron'a un sistema de extraccidn continua en Soxhlet operan-

do con disolventes de polaridad creciente.

El proceso seguido se encuentra esquematizado en la fi-

gura 12.

Extractos obtenidos

O.speciosa Lag.

A 0,42 % en droga
Bl 17,04% en droga
BZ 9,24% -en droga
C ‘ 12,24% en droga

O.mitissima L.

A” 1,75% en droga
Bi 8,26% en droga
Bé 0,92% en droga

c” 3,26% en droga
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PLANTA

eter de petréleo

l |

Ext? etéreo Marco
etanol 96°¢
concentrar a
I |
sequedad Ext? etandlico Marco
Residuo A agua
concentrar
a sequedad
Ext2 A
ExteC
Residuo B
redisolver
en etanol
Ext? etandlico Fraccién
insoluble
Exte B1
Mezcla
hidro-
alcohg
lica
[
Ext B2
Fig. 12
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En dichos extractos se han realizado las siguientes—-

determinaciones:

Cuerpos grasos

Se le adicciona 1 ml-de reactivo a los extractos Ay -
‘A7 apareciendo coloracién gris-azulada en la capa inferior en el
caso de que existan grasas de origen vegetal. ( Reactivo de Se -

ger ). (42)

Pigmentos carotenoides

Los carotenoides por adiccidén de sulfurico concentrado

originan coloracicon azul . ( Reactivo de Carr y Price ) (43)

. - - . .
La solucidén cloroformica saturada de tricloruro de -—-
antimonio con los principios activos en estudio dan lugar a una -
coloracién azul-violeta fugaz. ( Reactivo:solucién cloroformica

saturada de tricloruro de antimonio) (44).

Esteroles y triterpenos

-

A la solucién clorofdrmica de la muestra se afiade
1/5 del volumen de anhidrido acético y después, acido sulfuri-
co concentrado,gota a gota.Se obtiene coloracién violeta que pa-
sa a azul y por Gltimo a verde si el ensayo es positivo ( Reac-

tivo de Lieberman-Buschard) (45)

Se mezcla 1 ml de anhidrido acético con 1 ml de cloro-
formo,se enfria a 02C y se afiade I gota de &cido sulfirico con-
centrado.El reactivo preparado se adicciona a los extractos apa-

reciendo coloracidén azul que pasa por distintas tonalidades —-
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verde-rojo y anaranjado si es positiva la prueba.( Modificacidén A

de la reaccién de Lieberman-Buschard ) (46)

Se evapora en vidrio de reloj 1 ml de cada extracto,
disolviendo el residuo en II gotas de anhidrido acético; la adic-
cién de sulfirico concentrado,desarrolla en presencia de compuestos
esterdlicos o terpénicos una coloracién malva virando a verde.(Mo-

dificacién B de la reaccién de Lieberman-Buschard) (46)

La muestra contenida en 1 ml de cloroformo se pone en
contacto con 1 ml de acido sulfirico,originando colores amarillo

o rojo (46)

Derivados quindnicos

En el caso de quinonas libres,adicionamos el reactivo
a los extractos,agitamos y dejamos reposar;si aparece coloracidn
rosa,roja o violeta implica que se encuentran quinonas libres.--

( Reactivo hidréxido aménico al 40 %) (47) (48)

Para comprobar la presencia de quinonas combinadas,se
le aflade a los extractos acido sulfirico 0,1 Ny se lleva a ebu-
liicién agitando con benceno.Al enfriar se separa la capa orga-
nica,si esta se colorea de rojo al tratarla con amoniaco —-

-

es indicativo de que el ensayo es positivo (47) (48).

Lactonas pentagonales insaturadas

Se-adiciona a los extractos varias gotas del reactivo
de Baljet. Una coloracién naranja que -pasa a rojo oscuro ,-

indica presencia de lactonas pentagonales. (40 )
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Pigmentos antocianos

La aparicién de una coloracidn rosa anaranjada al a-
gitar con alcohol isocamilico en medio &cido, indica la presencia

en la solucidén ensayada de pigmentos antocianos (40) (48).

Los pigmentos leucoantocianos (compuestos incolores),
pasan a antocianos coloreados (rojo o violeta), por accidén de los
dcidos fuertes. Si se produce una coloracién rojo~violeta cuando-
se calienta a bafic maria una solucidén alcohdlica de los extractos
en presencia de acido clorhidrico, se puede afirmar la presencia-

de dichos pigmentos (40) (48).

Flavonoides

Las sustancias flavénicas se ponen de manifiesto con-
la reaccién de la cianidina (46) (49). Consiste en afiadir a la so
lucidén en estudio, I gota de &cido clorhidrico al 10% y un troci-
to de cinta de magnesio. Aparece un color rosa, que lentamente pa

sa a rojo, naranja o violeta, segin la naturaleza del flavonoide.

Taninos

Al tratar gota a gota con una solucién de tricloruro-
de hierro al 10%, los extractos obtenidos, se producird un preci-

pitado verde oscuro en presencia de taninos catéquicos (36).

A continuacién adicionamos a otra muestra unas gotas-
de acido clorhidrico concentrado y aproximadamente 1 ml de solu—-
cién de formaldehido al 40%. Se calienta a ebullicidén unos 10-15-
min. produciéndose la precipitacién de dichos taninos. Se filtra-

y al filtrado obtenido, se le afiaden unas gotas de tricloruro de-
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hierro. Aparecerd un precipitado azul si existen en él taninos -

pirogdlicos (R. de Styasni) (36).

GliGcidos

Para determinar la presencia de principios glucici-
cos hemos ensayado las siguientes reacciones:
R. de Keller-Kelliani modificada por Euw-Reichstein (36).

Los extractos se agitan con unas gotas de solucidn-
A (1 ml de sulfato férrico al 5% en agua y 9,9 ml de acido acéti-
co glacial), después afiadimos varias gotas de la solucién B (1 ml
de sulfato férrico al 5% en agua y 9,9 ml de sulfdrico concentra-
do). Si aparece coloracién azul-verdosa o azul en 5-10 min., se -

debe a las sustancias glucidicas.

R. de Molisch (46): A las muestras se les adiccio—-
nan una solucién de «{-naftol y por las paredes se deja resbalar-
1 ml de acido sulfirico concentrado. La formacidén de un anillo en

la interfase indica reaccién positiva.

R. de Fheling (46): Se calientan a bafio maria duran
te 2 minutos las soluciones a ensayar junto con el reactivo. En-
caso de resultado positivo, aparecerd un precipitado rojo caracte

ristico.

-

Saponinas

Cada una de las muestras se divide en dos fraccio—-
nes. Una de ellas no sufren ningin tratamiento, a la otra se le -
adicciona unas gotas de acido clorhidrico. Se someten a ebulli--—-

cién durante 15 min se agitan por separado, y se observa la canti
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dad de espuma persistente en cada una de ellas (36).

Alcaloides

Se hacen tres fracciones con cada uno de los extrac-
tos a ensayar y se le afiade a cada una de ellos los reactivos de Ma
yer, Bouchardat y Dragendorff (3g). En presencia de sustancias alca
loidicas se formard un precipitado blanco, pardo o rojizo, respecti

vamente

Mediante un tubo de vidrio cuya punta termina en ca-
pilar, que se utiliza a modo de pipeta, se depositan en distintos -
lugares de una tira de papel cantidades crecientes de los extractos,
se deja evaporar el disolvente y se sumerge dicha tira en el reacti
vo de Dragendorff modificado para cromatografia. Si la droga contie
ne alcaloides apareceran en los lugares en que se aplicaron los ex-

tractos unas manchas rojizas sobre fondo amarillo claro (36).

Resinas

Al extracto alcohélico concentrado de la droga, afia-
dimos agua, si aparece un precipitado turbio blanquecino indica —--

prueba positiva (38).
Otra fraccién similar, se trata con solucién de ace

tato de cobre, produciéndose una coloracién verde-esmeralda carac-

teristica si existen resinas (R. de Unverchoiben-Franchimont) (38).

- 39 -



Acidos-fenoles

. .
A partir de los extractos alcoholicos de las drogas,
realizamos una cromatografia en capa fina,utilizando como sopor-

te celulosa y como fase mévil ClH O,1 N.

Procedemos a revelar con lampara U.V.Si aparece fluo-

rescencia azul la prueba es positiva (49,50)
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I11.4.1.~ Resultados

Reaccién fuertemente positiva +++
Reaccidn positiva ++
Reaccidn débilmente positiva +

Reaccidén negativa -

Los resultados obtenidos en las dos especiés que son objeto de

nuestro trabajo quedan recogidos en las tablas: I y II
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O.speciosa Lag.

Jrupos quimicos Ext? etéreo Ext? alcoh. Ext? acuoso
A B1 82 C
Cuerpos grasos -
Pig.carotenoides -
Esterol.y Triterp. +
Quinonas libres - - - -
Quinonas comb. - - - -
Lactonas pent.insat. +++ +++ ++ +++
Pig.antocianos - - ++
Pig.leucocant. - - +4
Flavonoides +++ + +
T.catéquicos +4++ ++ +++
T.pirogalicos - - -
Glucidos +
Saponinas +
Alcaloides - - -
Resinas 4+ +
Ac.fenoles 4+ e+

Tabla I
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L.
Grupos quimicos

Ext? etéreo

O.mitissima L.

A B1

B2

Ext?2 acuoso

c-

Cuerpos grasos

Pig.carotenoides

Esterol.y Tritep.

Quinonas libres

Quinonas comb.

Lactonas pent insat.

++ ++

++

++

Pig.antocianos

++

Pig.leucoant.

++

Flavonoides

+++

T.catéquicos

+++

++

+++

T.pirogélicos

Glucidos

Saponinas

Alcaloides

Resinas

Ac.fenoles

++

++

Tabla II
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II1.4.2.- Discusidn de resultados

Con respecto al andlisis cualitativo que nos pone de-
manifiesto los principales grupos fitoquimicos,podemos deducir:
Un mayor contenido en lactonas pentagonales insaturadas y acidos
fenoles de O.speciosa Lag . con respecto a O.mitissima L., asi
como presencia de resinas en la primera que no se han detectado

en la segunda.

Pigmentos antocianos,flavonoides y taninos catéquicos
se encuentran presentes en ambas en la misma proporcién.
!
Compuestos similares se han encontradoc en otras espe-
cies del mismo género, tal como se indica en el apartado II1.1.3.,

lo que nos hace suponer gue son comunes en ellas.



ITI.5.- EXTRACCION E IDENTIFICACION DE ACIDOS FENOLES

Debido a que en el " screening " general detectamos
una serie de principios con fluorescencia azul a la luz U.V. ,
tipica de los acidos fencles ,orientamos nuestras experiencias
hacia el estudio de dichos compuestos ,identificados ya en es-—

pecies afines.

Para la extraccidén se siguidé la técnica de Lescao y

cols. ( 49) modificada en nuestro departamento (21 ).

Partimos de un cocimiento al 10% é&cido,de las sumida-
des floridas de O.speciosa Lag. y O.mitissima L. El extracto -
acuoso se llevd hasta residuo seco,el cual se recuperd con agua
dcida y se tratdé con eter etilico.El extracto etéreo se alcali-
nizé con bicarbonato sédico al 2% y la solucidn bicarbonatada
obtenida se acidificé con &cido clorhidrico,volviendose a ex-—

traer con éter etilico.

El extracto etéreo lo concentramos hasta sequedad y--

lo recuperamos con etanol de 96°

El proceso seguido se especifica en el esquema de la

figural3.
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PLANTA

Cocimiento al 10% &acido

Extracto acuoso

Eter etilico

|

Ve
Sol. acuosa Sol.etéerea

Bicarbonato sédico

al 2%
Sol.etérea Sol. acuosa
Acido
Cloraidrico
Eter etilico
]
Sol.acuosa Sol.etérea

Concen-
trar a
seque-—

dad

Residuo seco

Etanol 96°

Ext? etandlico
Fig. 13
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III.5.1.- Cromatografia en capa fina

El residuo procedente de la extraccién de dcidos -fe-

noles fué sometido a' estudio por cromatografia en capa fina.

Condiciones de la experiencia

Fases méviles : acido clorhidrico 0.1 N (52) (53)
" férmico al 2% (50)

" acético al 2% (52) (54)

Soporte: celulosa Merck

Grosor de la capa : 0,25 mm

Patrones : &cides ferdlico, p-cumdrico , vanillico ,

p-hidroxi-benzoico.

Reveladores : U.V,
p-nitroanilina diazotada
p-nitroanilina diazotada + carbonato

sédico al 15%

Resul tados

Los Rf y la coloraciones que aparecen con los distin-
tos reveladores estan recogido en las tablas III y IV.

Las figs. 14 y 1Bmuestran los esquemas de las croma-

tografias
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Coloraciones

p-nitroanilina + carbona-

Compuestos p-nitroanilina to sédico al 15%
A rosa verde-azulado
Ac.ferdlico rosa verde-azulado
B naranja azul
Ac. p-cu- naranja azul
marico
C naranja morado
Ac.vanillico naranja morado
D amarillo rosa
Ac. p-hidro
xi-benzoico amarillo rosa
A” rosa verde-azulado
Ac.ferilico rosa verde-azulado
B~ naranja azul
Ac. p-cu- naranja azul
marico
Cc- naranja morado
Ac.vanillico naranja morado
D~ .
amarillo rosa
Ac. p-hidro
xi-benzoico
amarillo rosa

A, B, C, D, corresponden a O.speciosa Lag.

A, Bi C; D, corresponden a O.mitissima L.

Tabla III




Valores de Rf medios obtenidos con las distintas fases méviles

Compuestos fases moviles
ClH 0,1 N Férmico 2% Acético 2%

A 0,19 0,18 0,20
Ac. ferdlico 0,18 0,18 0,21
B 0,30 0,26 0,28
Ac.p-cumdrico 0,31 0,27 0,27
o 0,46 0,47 0,45
Ac.vanillico 0,47 0,47 0,47
D 0,56 0,56 0,53
Ac. p-hidro_

xi-benzoico 0,57 0,57 0,55
A° 0,19 0,18 0,19
Ac.feridlico 0,20 0,18 0,20
B~ 0,30 0,25 0,27
Ac. p-cumarico 0,32 0,25 0,27
c” 0,45 0,47 0,46
Ac.vanillico 0,45 0,48 0,47
D~ 0,57 0,56 0,54
Ac. p-hidro_

xi~benzoico 0,57 0,57 0,55

A, B, C, D, corresponden a O.speciosa Lag

A, B, C, D, corresponden a O.mitissima L.

Tabla IV
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Esquema del cromatograma de acidos-fenoles obtenido de

O.speciosa Lag.

Fase mévil: ac. acético 2%

a» O
@ O
o O©

o S
Q@
D)

o s
B S

* . g L4 . L) L J o

M PC M F PB M v

M = Muestra F = ferdlico

PC= p-cuméarico PB= p-hidroxi-benzoico
V = vanillico

Fig. 14




Esquema del cromatograma de acidos-fenoles obtenido de

O.mitissima L.

Fase mévil: &c.

acético 2%

M = Muestra
PC = p-cumarico

V = vanillico

F = ferdlico

PB= p-hidroxi-benzoico

Fig. 15




III.5.2.- Cromatografia preparativa

Para proceder al aislamiento de los &cidos fenoles, -
previamente efectuamos una cromatografia en papel manteniendo —-—
las siguientes condiciones de trabajo:

-Soporte: papel Whatman N2 3

~Fase movil:acético al 2%

-Reveladores: U.V.

p-nitroanilina diazotada
p-nitroanilina diazotada + carbonato s6

dico al 15 %.
Las bandas obtenidas las eluimos en etanol 962procedi-
mos a hacerles un estudio en cromatografia en capa fina a fin de

observar si correspondian o no a compuestos puros.

III.5.3.- Espectroscopia U.V.

A los compuestos aislados se les realizd un espectro
U.V. para confirmar los datos obtenidos en los ensayos cromato-
graficos.El espectrofotdémetro utilizado fué Perkin-Elmer Lambda

3 UV / VIS (54) (55) (56)

Las condiciones operativas fueron:

-velocidad de la carta: 60 mm / min R
-sensibilidad: 1

- /< mdx: 500 nm

- /<min: 200 nm

-disolvente : etanol 96° ( no absorbe en las regiones

ensayadas )
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Resultados

La tabla V refleja los valores de‘kméx. tanto de los Aacidos

fenoles aislados .de ambas especies como de los patrones wutilizados.

Los espectros UV obtenidos aparecen en las figuras:16,17,18,
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Espectros U. V. en etanol 96°

Compuestos aislados de O.speciosa Lag.

y O.mitissima L.

Compuestos /<Améx { nm ) Problema Patrén
Ac feridlico 227 sobrehombro sobrehombro
290 " "
310 maximo maximo
Ac.p-cumarico 218 sobrehombro sobrehombro
587 maximo maximo
306 sobrehombro sobrehombro
Ac.vanillico 256 maximo
257 maximo
290
Ac.p-hidroxi-
benzoico 252 maximo
251 maximo
Tabla V
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Absorbancia

Espectro del ac. ferilico

CH=CH~-COOH

OH

——— dC.ferdlico

*= = =~ — problema

200 220 240 260 280 300 320 340
Longitudes de onda (A)

Fig. 16



Absorbancia

Espectro del dc.p-cumdrico

287

=CH-COOH

—_ dc.p-cumérico

- = — = = problema

200 250 7 290 320 360
Longitudes de onda (A)

Fig. 17



Absorbancia

Espectro del dc. vanfllico

COOH

ac. vanillico

problema

230 250

Longitudes de onda (/()

Fig. 18



Absorbancia

Espectro del dc. p-hidroxi-benzoico

OOH

252

OH

—————eem @C.. p-hidroxibenzoico

~ = - - - problema

230 250 270 290 310 330

Longitudes de onda (A)

Fig. 19



II1.5.4.—~ Discusidén de resultados

Para la extraccién de acidos fenoles hemos seguido —-
la técnica de Lescao modificada en nuestro laboratorio ya que es-
tudios previos en otra especie del mismo género nos permitieron

deducir que era la mds adecuada .

En la identificacién y aislamiento hemos utilizado téc
nicas cromatograficas que nos pusieron de relieve la pureza de -
los compuestos y técnicas espectrofotométricas para ratificar los

resultados.

En el andlisis por cromatografia en capa fina dispusi-
mos de los correpondientes patrones cuyos Rf y coloraciones nos
indicaron la presencia de 4 &cidos fenoles : &cido ferdlico , --
p-cumarico,vanillico y p-hidroxi-benzoico,presentes también en ~-

Ononis natrix (21 ) (30).

Los espectros U.V. efectuado en etanol 962 de ks produc
tos aislados por cromatografia preparativa muestran una total con

cordancia con los obtenidos con los patrones.

Estos resultados, que coinciden con los obtenidos en -
el estudio de otra especie afin, O.natrix (21) (30), nos permité—
suponer que podria establecerse una relacidén quimiotaxondmica en-

tre ellas.



III.6.- EXPERIENCIAS FARMACODINAMICAS

II1.6.1.- Generalidades

A fin de ratificar las acciones atribuidas a otras —-
especies del género Ononis con una base cientifica e investigar-
otras nuevas,procedimos a analizar en primer lugar sus posibles
efectos téxicos en terminos de toxicidad aguda y a continuacién

su accién sobre la diurésis y sobre la presién arterial.

- I1IT.6.1.1.- Extractos utilizados

En todas las experiencias se han utilizado los siguien-

tes preparados:

-Cocimiento al 10% obtenido segin técnica de F.E. IX

ed. (35 ).Se partié de 50 g de droga seca que se mantuvieron en -
maceracién durante 15 min. con 500 ml de agua y a continuacién se
sometié a ebullicién durante el mismo espacio de tiempo.El extrac-
to acuoso obtenido se concentré a presién reducida hasta residuo

seco ( r.s. ).El rendimiento por este procedimiento fué 7,52 % en

el caso de O.speciosa Lag. y 10,89% en O.mitissima L.

-Extracto metandélico al 10%

preparado siguiendo el -~

método de Dominguez (40 ).Se partié de 10 g de droga seca,a la que
se adiccionan 100 ml de metanol,sometiendose a ebullicién durante
30 min .Se obtiene un extracto metanélico que se concentra hasta
residuo seco.Este se reedisuelve en la minima cantidad de agua -
y . la solucidén acuosa resultante se concentra de nuevo hasta -
sequedad ,consiguiendose un rendimiento de 3,42% y 3,92% para ca-

da especie en estudio .

- 80 ~



Con los residuos secos obtenidos tanto a partir del--
cocimiento como del extracto metandlico,se prepararon diferentes-
dosis para ser ensayadas en las distintas experiencias.
I11.6.1.2.- Reactivo animal

Como animales de experimentacién se han empleado:

-Ratones Swis de ambos sexos con peso comprendido

entre 25-30 g .

~Ratas Wistar machos de un peso aproximado entre

220-250 g .
I11.6.1.3.- Interpretacién de los resultados

Los parédmetros que se determinaron a los datos obte-

nidos en las distintas experiencias fueron los siguientes:

_ ééxi

n

Media: X

S(x -%)°

Desviacién standard: G

Error tipico : E = ___g::;____

Para determinar el nivel de significacién de los datos

obtenidos se aplicé el test de Student . (57)
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1
t =
ﬁ np1)gf (g0 [ 1
+
n1 + n2 -2 nl n2

2 ' .
Donde Q‘12 y q;z son las varianzas obtenidas para cada

una de las muestras a comparar.

La relacién entre dos variables se ha determinado me-
diante el cédlculo de la recta de regresién obtenida por el —-

método de ajuste de los minimos cuadrados . (58)
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I111.6.2.- Toxicidad aguda

Las pruebas de toxicidad tienen grandes limitaciones
por las diferencias observadas seglin especie animal,via de ad-
ministracidén,etc.No . obstante,la determinacidén de la DL50 se ha-
ce imprescindible ya que aporta una informacién muy valiosa.

Son numerosos los métodos propuestos para realizar es-—
te ensayo,algunos mas exactos que otros,pero complejidad y fiabi-

lidad suelen ir parejas.

I11.6.2.1.- Descripcidn de la técnica

En nuestro caso, para determinar la toxicidad aguda -~
hemos utilizado la técnica de Miller y Tainter (gg). Consiste en-
experimentar sobre varios lotes de 10-20 animales a los que se ——
administran dosis crecientes de las sustancias a ensayar ,de tal-
manera que el porcentaje de mortalidad varie entre 0-100 %. Trans
currido el tiempo segin la via de administracién elegida,se hace-
el recuento por dosis,de animales vivos y muertos.

Con los resultados obtenidos se construye una grafica,
representando el porcentaje de mortalidad transformado en probits

en funcién del logaritmo de la dosis (60 ).

De esta forma la representacién obtenida es una linea

recta.
I11.6.2.2.- Desarrollo de la experiencia
El ensayo se realizdé con grupos de 10 ratones ( Swis

de ambos sexos ) que se mantuvieron en ayunas total ( agua y comi

da ) , 16-18 h. antes de la experiencia.
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Las dosis administradas fueron las siguientes:

Lote
Lote
Lote
Lote

500 mg r.s. cocimiento / Kg animal

1000 "
1500 "
2000 "

/
/
/

Estas dosis se administraron en un volumen constante

de 0,1 ml de solucidén.fisiolégica / 10 g de peso animal,via in-

traperitoneal,por lo que. el cocimiento fué previamente desprotei-

nizado con acido perclérico 3 M (41)

Los animales fueron sometidos a observacidén directa -

durante las primeras 48 horas para detectar cualquier tipo de --

sintomatologia durante dicho periodo.

111.6.2.3.~ Resultados

En las Tablas VIy VIIse indican los resultados obteni-

dos .
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Toxicidad aguda: Cocimiento al 10% O.speciosa Lag.

Dosis ( mg r.s. / Kg ) eq. droga ( % ) % mortalidad
500 7,1 0
1000 14,2 0
1500 21,3 0
2000 28,4 0
Tabla vI

Toxicidad aguda: Cocimiento al 10% O.mitissima L.

Dosis ( mg r.s. / Kg ) eq. droga ( % ) % mortalidad
500 4,7 0
1000 9,4 0
1500 14,1 0
2000 18,8 0
Tabla vII
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I11.6.2.4.- Discusidén de resultados

Las dosis administradas a ratones machos y hembras no
solo no ocasionaron la muerte de ninguno de ellos, sino que tampo-
co llegaron a producir alteraciones del comportamiento normal,te-
niendo en cuenta que se han administrado hasta 50 mg de r.s. / 25
animal ,se puede hablar de ausencia de toxicidad aguda ya que di-
chas dosis estan muy por encima de las utilizadas habitualmente en

terapeatica.
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I1I.6.3.- Actividad diurética

Las técnicas que suelen emplearse en esta determina-
cién son muy variadas. Desde las que precisan una intervenciodn
en el animal,utilizéndose normalmente perros y conejos, a la —-
mas sencillas que no precisan cirugia y en las que se suele uti-
lizar el perro, ( su sistema renal se asemeja al del hombre més
que el de otras especies ) y también la rata por la facilidad --

de su manejo.(61),(62),(63).

El aumento del volumen hidrico urinario,no es mas que
el primer elemento que caracteriza el poder diurético.la orina —-

recogida debe ser analizada:

—desde el punto de vista fisico: densidad,osmolaridad,
pH, (64 ).

-especialmente,desde el punto de vista quimicb:determi
nacién de los principales cationes y aniones,asi co-

mo de algunos constituyentes organicos ( 65 ) ( 66 )
II1.6.3.1.- Descripcidén de la técnica

La técnica seleccionada para nuestra experiencia es -

la de Lipschitz y col. (67 )

Los animales ratas machos se mantienen en ayunas to-"
tal de comida y agua 18h antes de la experiencia .Las sustancias
a estudiar se administran via oral mediante sonda intragastrica,
recibiendo por la misma via una sobrecarga hidrica de 50 ml/ Kg
animal de solucién salina fisioldgica.El grupo control solo reci-

be dicha solucién .
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Se introducen los animales en jaulas de metabolismo(Fig.20)
y se mide cada hora,durante 6 horas la cantidad de orina excreta-
da,expresando los resultados en excrecidn volumétrica urinaria -

segun la férmula:

Volumen recogido
E.U.V. = x 100 (68)

Volumen administrado

I11.6.3.2.- Desarrollo de la experiencia

Los animales ,ratas Wistar macho,agrupados en lotes de

10 ,fueron tratados con las siguientes dosis:

-Lote I : 50 ml solucidn fisiolégica / Kg animal

-Lote II: 20 mg de furosemida / Kg animal

-Lote II11:250 mg r.s. coc. O.speciosa Lag / Kg animal
-Lote IV :125 mg r.s. coc. O.speciosa Lag / Kg animal
-Lote V :20 mg r.s. ext? met. O.speciosa Lag/ Kg animal
-Lote VI :21 mg de cenizas O.speciosa Lag/ Kg animal
-Lote VII:250 mg r.s. coc. O.mitissima L. / Kg animal
-Lote VIII:125 mg r.s. coc. O.mitissima L./ Kg animal
-Lote IX :35 mg r.s. ext? met. O.mitissima L./Kg animal

-Lote X 126 mg de cenizas O.mitissima L./ Kg animal

A las muestras de orina recogidas se les determiné la

densidad y el pH mediante un densimetro Sil-Berbrand-Voguel,——

calibrado para t=202C y un pHmetro Crisson 501 respectivamente.

El balance de Nat* y K' se realizé en un espectrofo-
témetro de llama Elvi-655. Las soluciones patrones se prepararon
con agua desionizada a concentraciones de 25-100 ppm para el -

Na* y 10-50 ppm para el K%
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Las lecturas se obtuvieron directamente en ppm y pos-

teriormente se transformaron en meq / Kg de animal / 6h
I11.6.3.3.- Resultados

Las Tablas VIII-XII reflejan los valores medios de

los datos obtenidos.

El volumen total de orina, E.U.V. y concentraciones

+ + :
de Na- y K , se exponen en forma de diagramas de barra en las

figs. 21,24,25 y 26.

Las rectas de regresidn correspondientes al volumen

de orina excretada respecto al tiempo aparecen en las figs. 22 y 23.
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Fig. 20.- Jaulas de metabolismo



Volumen de orina ( ml ) O.speciosa Lag.

1h 2h 3h 4h 5h 6h

Lote Control

50 ml sol.fis./ Kg| 0,20% 0,13 1,38 £ 0,28 1,75 ¥ 0,31 2,47 20,31 2,67 % 0,30 2,93 %0.33

Lote Patrdn

( furosemida ) 3,16 0,20 8,35 £ 0,57 10,83 % 0,57 13,10 fo0,66 14,88 0,69 16,06% 0,70

20 mg / Kg e

Lote Problema

( cocimiento ) 1,015 0,30 4,20 £ 0,39 6,18 £ 0,37 7,17 % 0,34 8,072 0,37  9,28% 0,39
3 3 3¢

250 mg r.s. / Kg

Lote Problema

(cocimiento ) 0,72% 0,25 2,69 ¥ 0,40 3,58 £ 0,44 3,88 % 0,48 4,56 0,47  5,16% 0,55
3 ¥

125 mg r.s. / Kg

Lote Problema

( ext® metanélico) 0,67% 0,17 1,80 ¥ 0,21 2,30 Y 0,20 2,86 L 0,47 3,19 0,46  3,22% 0,44
n.s.

Lote Problema

( cenizas ) 0,13% 0,06 0,56 ¥ 0,11 0,90 £ 0,19 1,01 ¥ o,16 1,21%¥ 0,15 1,347 0,13
n.s.

¥*% P ¢ 0,001
** P & 0,005

n.s. :  no significativo

Tabla VIII




Volumen de orina ( ml ) O.mitissimalL.
1h 2h 3h 4h 5h 6h
Lote Control
50 ml sol. fis./Kg| 0,20% 0,13 1,38 ¥ 0,28 1,7 Y 0,31 2,47 X 0,31 2,67 %0,30 2,93%0.33
Lote Patrédn
+
(furosemida) 3,16- 0,20 8,35 £ 0,57 10,83% 0,57 13,107 0,66 14,88% 0,69 16,06 0,70
I ¥ 3¢ ’
20 mg / Kg
Lote Problema
(cocimiento) 0,39 0,14 1,61 X 0,17 2,221 0,26 2,46% 0,24 2,65 0,28  3,05% 0,34
250 mg r.s./ Kg n-s.
Lote Problema
(cocimiento) 0,34% 0,14 1,13 ¥ 0,13 1,34 0,15 1,62 0,16 1,75 0,15  2,02% 0,16
125 mg r.s. /Kg n.s.
Lote Problema
( ext? metandlico) 0,22t 0,15 1,20 X 0,28 1,78% 0,36 2,10% 0,38  2,17% 0,37 2,53% 0,37
n.s.
Lote problema
( cenizas ) 0,41X 0,15 1,14 ¥ 0,15 1,41%f 0,15  1,51% 0,14 1,64%0,17 1,89% 0,16
n.s.
*** p ¢ 0,001
n.s. : no significativo

Tabla IX




Volumen de orina (ml)

- N W e OOy B ©®

VOLUMEN DE ORINA,TECNICA DE LIPSCHITZ (ml)

50 ml sol.fis./Kg animal

20 mg furosemida/Kg animal

250 mg r.s. cocimiento/Kg animal

125 mg r.s. cocimiento/Kg animal

20 y 35 mg r.s. ext? met./Kg animal

21 y 26 mg cenizas /Kg animal

i

i

i

/////(///

O.speciosa Lag. 0. mitissima [;

Fig. 21



15

14

13

12

"

RECTAS DE REGRESION DE ONONIS

... .20mg furos./kg
——50ml sol.fisiol./kg
—---125mg r.s./kg

— _250mg r.s./kg

— — ext? metandblico

—e—CeEnizas

y=2,43+2,4"7/%
y=0,08+0, 52x
y=0,62+0,80x
y=0,59+1,54x

y=0,59+0, 50x
y=0,05+0,23x

SPECIOSA LAG.

c=0,969
c=0,959
c=0,955
c=0,966

c=0,949
c=0,969

Fig- oo

tiempe (h)



Volumen de orina (ml)

13

RECTAS DE REGRESION ONONIS MITISSIMA L.

«+++.20mg furos./Kg

—50ml sol.fis./Kg S

— —125mg r.s./Kg
—250mg r.s./Kg

——

——-—— cenizas

.—ext? metandlico

y=2,43+2,47x
y=0,08+0,52x
y=0,31+0,30x
y=0,40+0,48x
y=0,19+0,42x

y=0,43+0,26x

»

Fig. 23

tiempo (h)

c=0,969
¢=0,959
c=0,953
c=0,938
c=0,943

c=0,932



Valores de E.U.V., Densidad, pH de O.speciosa lLag.

E.U.V. Densidad pH
Lote Cocntrol
50 ml sol.fis./Kg| 21,31% 1,030 5,98 £ 0,07
Lote Patrén
( furosemida ) 146, 06% 1,026 5,57 £ 0,04
20 mg / Kg
Lote Problema
( cocimiento) 85,92% 1,023 6,10 £ 0,08

250 mg r.s.

Lote Problema
( cocimiento ) 43,73% 1,026 5,43 £ 0,07
125 mg r,s./Kg

Lote Problema

( ext? metandélico)| 28,87% 1,023 5,91 £ 0,10

Lote Problema

( cenizas ) 16,96% 1,030 5,73 £ 0,09

Tabla X .
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Valores de E.U.V., Densidad ,pH de O.mitissima L.

E.U.V. Densidad pH
Lote Control
50 ml sol.fis./ Kg 21,31% 1,030 5,98 ~ 0,07
Lote patrdn
(furosemida) 146,06% 1,026 5,57 £ 0,04
250 mg r.s./Kg
Lote problema
(cocimiento) 44 ,20% 1,027 5,64 * 0,08
250 mg r.s./Kg
Lote problema
(cocimiento) 24,48% 1,030 5,56 ~ 0,04
125 mg r.s./Kg
Lote Problema
(ext? metandlico) 28,91% 1,044 5,78 : 0,10
Lote problema
(cenizas) 32,68% 1,023 5,69 £ 0,20

Tabla XI
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E.U.V. %

160

150
140

130
120
110
100

s & 8

60

40
30

20
10

EXCRECION URINARIA VOLUMETRICA ( E.U.V.)

O.speciosa Lag,

50 ml sol.fis./ Kg animal

20 mg furosemida / Kg animal

250 mg r.s. cocimiento /Kg animal

125 mg r.s. cocimiento / Kg animal
20 y 35 mg r.s. ext? met/Kg animal

21 y 26 mg cenizas / Kg animal

O.mitissima L.

Fig. 24



Valores de Na® y K

O.speciosa Lag. O.mitissima L.
+/ + + +
meq Na ‘6h / Kg meq K '/ 6h / Kg meq Na / 6h / Kg meq K /6h / Kg
Lote Control
+ +
20 ml agua destilada/ Kg 2,16 £ 0,48 1,49 = 0,33 2,16 ~ Q48 1,49 - 0,33
Lote Patrén
(furosemida) 10,09 % 0,99 3,25 £ 0,28 10,09 < 0,99 3,25 1 0,28
20 mg / Kg * 3 % +* % 3 3 3¢ *
Lote Problema
(cocimiento) 10,37 £ 0,96 3,32 £ 0,33 7,97 £ 1,50 3,56 = 0,72
xR

250 mg r,s,/ Kg o ** *
Lote Problema
(cocimiento) 9,28 £ 1,21 2,74 £ 0,36 3,12 ¥ 0,53 1,71 £ 0,34
125 mg r.s./ Kg e * n.s. n.s.
Lote problema
( Ext? metanélico ) 5,00 = 0,65 1,80 ¥ 0,30 4,47 £ 0,84 1,56 = 0,24

*¥ n.s. * n.s.
Lote Problema
( Cenizas ) 2,40 % 0,38 1,39 £ 0,19 . 2,82 % 0,41 3,71 £ 0,50

n.s. n.s. n.s. n.s.

**% P < 0,001
** p < 0,005
* P < 0,025

Tabla XII

n.s. : no significativo
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111.6.3.4.- Discusidn de resultados

El estudio comparativo de las dos especies nos da —-
idea de que las distintas preparaciones procedentes de las sumi-
dades floridas de O.speciosa Lag. presentan una marcada activi-

dad diurética,mas moderada en el caso de O.mitissima L.

De acuerdo con los resultados obtenidos podemos obser-
var: un aumento apreciable del volumen de orina,E.U.V. y elimina-
cién de Na* y K" en el caso de la dosis de 250 mg r.s. procedente
del cocimiento al 10% de O.speciosa Lag. Paralelamente se obtuvie
ron resultados mds interesantes al reducir la dosis a la mitad--
ya que disminuye aproximadamente en la misma proporcidén el volu-
men de orina y E.U.V. ,en cambio la eliminacién de Na+ y K+ se ——
mantuvieron practicamente del mismo orden ,lo cual nos indica que
esta especie cumple las premisas establecidas para ser considera-

do un buen diurético.

Por el contrario ,con las cenizas y el extracto meta-
nélico no hay aumento significativo ,tan solo en caso de la excre

cién de Na© provocada por el segundo.

En las preparaciones obtenidas a partir de O.mitissi

ma L. se observa que los resultados a la dosis de 250 mg de r.s.-

-

son equivalente a las de 125 mg r.s. de O.speciosa Lag.

. . 2 + ..
Tan solo sufre modificacidén el Na tras la adminis-

. - P + .
tracidén del extracto metandélico y el K con las cenizas.
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I11.6.4.- Actividad antihipertensiva

El registro de la presién arterial puede realizarse -

empleando técnicas directas e indirectas.

La medida directa,mediante un catéter introducido en-
una arteria,se utiliza rutinariamente en animal normotenso anes-
tesiado o consciente ,aunque en este Gltimo sea necesario tomar
precauciones .En la rata la técnica més empleada es la medida --
de la presidn arterial por cateterizacidén de la aorta abdominal
o la arteria carétida que permite el registro continuo(69) (70)-
(71) (72).

Sin embargo el método indirecto es tambien muy utili-
zado.Cuando el animal empleado es la rata.Se suele determinar en
la cola colocando un manguito que estd directamente conectado al
medidor consistente en una célula sensible que permite detectar -
el paso del flujo sanguineo después de haber realizado una oclu--
sién. (71) (73)- (74) '

De entre los muchos modelos de hipertensién inducida—-
experimentalmente,destacan los descritos por Page y Grollman (71)
que la obtienen por compresidén renal: la reduccién del flujo san-—
guineo a este nivel genera el estado hipertensivo,con lo cual pue
de realizarse de igual forma el modelo de " 2-rifiones ",altamente
dependiente de los niveles plasmaticos -de renina y de "1 rifion''de
pencdiente de un desequilibrio en el balance de Na+principalmente.(75)
y (76).

Asi mismo puede provocarse un aumento de la presién -
arterial ,por administracién en la dieta de NaCl y acetato de desg
xicortocosterona ( DOCA ). En este caso,el mecanismo por el cual
se eleva la presidn parece ser debido bdsicamente a la retencidn

de sodio y agua. (75) (76)
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111.6.4.1.- Descripcién de la técnica

Hemos conseguido ratas hipertensas mediante una com-

binacidén de los métodos mencionados

A los animales,anestesiados superficialmente con —-—-
éter , se les practica una laparatomia lateral que permite abor-
dar el rifién correspondiente.Tras la liberacidén y exposicidén del
mismo,se realiza una doble ligadura del pediculo renal y uréter
procediendose a la ablacién del dérganc.Seguidamente,se efectia -

el cierre de la pared abdominal por planos.Figs. 27-29.

En el animal nefrectomizado,se produce una elevacién
transitoria de la presidén arterial,que perdura durante los 5-7

dias que siguen a la intervencidn.

A partir de este periodo,coadyuvamos al mantenimiento
del estado hipertensivo mediante la administracién reiterada,ca-
da 5 dias,de 20 mg de deoxicorticosterona,enantaté / Kg animal ,
via intramuscular. De esta forma se produce un incremento de la
reabsorcidén renal de sodio,aniones y agua,favoreciendo por tanto
la hipernatremia,retencidén de liquidos e hipertensién ,entre otros

efectos.
I11.6.4.2.- Desarrollo de la experiencia

Los animales ,ratas Wistar macho de unos 220-250 g de
peso,una vez realizada la exéresis renal ,se sometieron al tra-
tamiento indicado con mineralocorticoides a los 7 dias de haber-

sido nefrectomizados.

Se les practicaron controles periddicos de la presién

arterial y una vez conseguido el estado hipertensivo constante,-
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en relacién a los valores basales primitivos ,los animales se distri-
buyeron en grupos de 10 que recibieron el siguiente tratamiento:
Lote I : 250 mg r.s. Coc. O.speciosa Lag.-/ Kg animal
Lote II: 110 mg r.s. ext? metandlico Q.speciosa Lag/ Kg animal
Lote II1:250 mg r.s. Coc. Q.mitissima L. / Kg animal
Lote IV : 89 mg r.s. ext? metandélico Q.mitissima L./ Kg animal

Estas dosis se administraron,via oral mediante sonda intragastrica en
un volumen constante de 20 ml agua destilada/ Kg animal, repitiendose

cada 24 h, durante 3 dias.

A las 2 h de la administracién se efectuaron los registros
con un Digital Pressure Meter Letica 5000,al que va conectado un man-
guito que se aplica directamente sobre la cola del animal que previa-
mente hemos sometido a un foco de calor a fin de provocar una vaso-

dilatacién que permite detectar el flujo sanguineo.

En cada determinacién hemos obtenido simulténeamente los -

valores de la presién sistdlica,diastélica y frecuencia cardiaca.

Las experiencias se realizaron en un .recinto acondiciona-

do con luz artificial y t2 constante ( 25-30°C )

I11.6.4.3.- Resultados

-

Los resultados que reflejan los valores medios obtenidos co-
rrespondientes a la presién sistdlica,diastdélica y frecuencia car-

diaca de las dos especies en estudio figuran en las tablas XII y XIV.

Los diagrama de barras aparecen en las figsao,31 y 32.
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Fig. 28.~ Ligadura del pediculo renal



Fig. 25.-~ Cavidad renal donde se aprecia la

ligadura del pediculo.
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. -+ . . .
Variaciones de la P.arterial y Frecuencia cardiaca ( x - £ ) obtenidas con diversos preparados

de O.speciosa Lag .

Animales no tratados

.

Animales tratados

Normotensos Hipertensos

250 mg r.s. coc. al 10% /Kg 110 mg r.s. ext? met./ Kg

12 dosis 22 dosis 32 dosis 12 dosis 22 dosis 32 dosis

Pr. art.
e + + + + + + + +
sistélica 14,57 £ 0,69 24,51 £ 0,77 | 21,72%1,04 20,02%1,11 16,28%0,97 19,53%0,35 16,76-0,30 15,89-0,30
+ n.s. 3t 5 #* +* 3% L3
( mmHg ) + + e+ + 4t n.s.
Pr. art.
) . + + + + + o + +
diastélica 9,14 Y 0,26 12,45 ¥ 0,82 | 12,00%1,20 12,29%1,22  9,81%0,72 12,4770,39 12,4170,43 11,34-0,53
- n.s. n.s. wA* n.s. n.s. n.s.
( mmHg) 4 4+ n.s. ++ + n.s.
Frecuencia
) + + + + + + + +
Cardiaca 289 - 6,36 389 -~ 7,43 368 - 5,10 360 - 8,50 306- 10,20 369-1,22 341-9,10 312-4,20
+ n.s. n.s. o n.s. il *
+ + n.s. + F++4 n.s.

* Niveles

de significacién estadistica respecto a los valores de hipertensién
+ Niveles de significacidén estadistica respecto a los valores de presidén basal

* v + pe0.001 *EE v bt

** vy ++ p<£0.005

n.s.- no significativo

p£0,010

##¥% vy 444+ p<0,050

TABLA XIII
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Variaciones de la P.arterial y Frecuencia cardiaca ( x =&) obtenidas con diversos preparados de

O.mitissima L.

Animales no tratados Animales tratados
250 mg r.s. coc. al 10% / Kg 110 mg r.s. ext? met./ Kg
Normotensos Hipertensos
12 dosis 22dosis 32 dosis 12 dosis 22 dosis 32 dosis
Pr.art.
sistélica 14,57 £ 0,69 24,51 £ 0,77 | 19,2% 0,20 16,79%0,68 14,17%0,82 20,55%0,56 18,83%0,39 15,9770 59
( H ) + * * * 33 * * ,
mm
& + +++ n.s. + ++ +++F
Pr.art.
+ + +
diastélica 9,14 * 0,26 12,45 ¥ 0,82 | 11,90%0,54 10,02%0,36 9,05%0,44 12,7770,43 11,78-0,36 10,57-0,20
n.s 33 2 33 n.s. n.s. 3t
( mmHg ) + e n.s. n.s. & 4 n.s.
Frecuencia
+ + + + + + + . +
Cardiaca 289% 6,36 389 X 7,43 356 * 6,80 315 % 8,30 295%6,50 345 28,20  320- 13,8 308 - 10,60
n.s. 9 3* 3* 3 ¥ 3 %*
* + n.s. n.s. - + 4+ n.s.

* Niveles de significacidén estadistica respecto a los valores de hipertensidn
+ Niveles de significacién estadistica respecto a los valores de presién basal

#* y 4+ p20,001  #xx y +++ p<0,010
vy ¥ ++P<0,005 ++++DP<0,050

¥ 3% 3 y

n.s. . no significativo TABLA XIV
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Variaciones de la Presidén arterial sistdélica y diastdlica con Ext® metandlico

de O. speciosa Lag. y 0. mitisssima L.
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111.6.4.4.- Discusidén de resultados

El modelo experimental de animal hipertenso lo hemos
conseguido mediante extirpacidén de un rifion y posterior tratamien-—
to con enantato de desoxicorticosterona.los valores maximos de —-
presidén arterial sistélica han sido de 24,51 : 0,77 ( p < 0,001 )
logrando un incremento del 62% con respecto al valor basal ( 14,57>

10,69 )

La administracidén de la 32 dosis del ext? metandlico de
O.speciosa Lag. reduce la presidén sistdélica practicamente hasta los
valores normales,sin lograr este efecto sobre la diastélica.El co-
cimiento reduce con menor intensidad los valores sistdlicos,llevando

los diastélicos hasta los basales.

Los animales tratados con O.mitissima L. muestran distin-
to comportamiento,ya que es el cocimiento el que reduce las cifras
de presidn tanto sistélica como diastélica hasta la normalidad ,—-

sin llegar a alcanzarla con el ext? metandlico.

En todos los casos se consigue rebajar considerablemente

los valores de hipertensién.

Estos datos son coherentes con los resultados que nos —-
propociona el estudio de la actividad natriurética,ya que la hiéer—
tensién creada con este modelo experimental es debido fundamentalmen
te a un desequilibrio en el balance de Na® y las muestras estudia-

das originan un incremento en la excrecidén de este catién.
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IV- CONCLUSIONES



a2 _ Desde el punto de vista micromorfoldgico existen claramente
diferencias entre las dos especies estudiadas.En el tallo de

O.mitissima L. no se aprecian vasos reticulados ni pelos. Con

respecto a la hoja las diferencias radican en el tipo de pelos

pluricelulares glandulosos en O.speciosa Lag. y unicelulares

tectores asi como glandulas epidermicas en O.mitissima L.

2 - Las determinaciones cuantitativas han puesto de manifiesto a-
proximadamente el mismo contenido en cenizas y aceite esencial
,mientras que se observa distinto grado de humedad debido lo-

gicamente al ser una especie leflosa y la otra herbdcea

2 - El1 " screening " fitoquimico no revela grandes diferencias cua-

litativas entre O.speciosa bag. y O.mitissimaL. salvo la presen

cia de resinas en la primera.Hasta donde nos permite concluir -~
este tipo de ensayos si podemos hablar de diferencias desde el -

punto de vista cuantitativo.

2 - Mediante la tecnica de ‘Lescao se han extraido cuatro acidos fe-
noles aislados e identificados por cromatografia en capa fina -
y espectroscopia U.V. comunes a las especies analizadas: Ac. fe-

rilico,p-cumarico,vanillico y p-hidroxi-benzoico.

2 - Las sumidades floridas de O.speciosa Lag.y O.mitissimalL. a las

-

dosis ensayadas se muestran totalmente atéxicas.

2 — Los resultados obtenidos en el estudio del efecto diurético nos
permite concluir: Intensa actividad de la dosis de 250 mg de co -

.. + +
cimiento de O.speciosa Lag. con paralela excrecién de Na y K

y mas moderada con la misma dosis de O.mitissima L.
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8 - Con respecto a los valores de presién arterial ambas especies
muestran una significativa actividad antihipertensiva probable-
mente debida a la marcada actividad natriurética de las dosis -

ensayadas.
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