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I. INTRODUCCION



I. INTRODUCCION

En la actualidad, son numerosas las especies vegetales estudiadas desdg el
punto de vista quimico y farmacolégico; sin embargo, representan sélo un 10% de
la totalidad de las existentes en la Tierra (NAVARRO, 1993). Estas investigaciones
han supuesto un gran aporte en el campo de la Salud: de los 168 grupos
terapéuticos que se establecen en los catdlogos de especialidades farmacéuticas, .
118 cuentan con la presencia de preparados cuyos componentes activos son de

origen vegetal.

La familia Ericaceae comprende unas 1700 especies ampliamente difundidas por
ambos hemisferios (DE BENITO, 1948). Algunas de ellas se utilizan como plantas
ornamentales (azaleas), otras en alimentacién (arindano) y otras, empiricamente
a lo largo del tiempo, con fines terapéuticos (brezos) en el tratamiento de diversas
afecciones. Esto nos motivé a realizar una revisién bibliogrdfica sobre la

etnofarmacologia de los géneros de Ericaceae de la Peninsula Ibérica y Baleares.



De dicho estudio se deduce que Arctostaphylus y, sobre todo, Vaccinium han
sido los mas investigados. También son de destacar los géneros Calluna y Erica por

sus efectos a nivel renal y de vias urinarias.

El interés de Erica andevalensis Cabezudo-Rivera ha sido puesto de manifiesto
en nuestro laboratorio por sus actividades diurética, antimicrobiana y citostatica
(TORO et al., 1984, 1987, 19885, PASCUAL et al., 1987; AUMENTE et al., 1988),
habiéndose detectado la presencia de metabolitos secundarios, mayoritariamente

principios polifenélicos (TORO et al., 1984).

Estos antecedentes han encauzado el objetivo principal de esta Memoria hacia
el estudio fitoquimico de la especie, en funcion de cuyos resultados nos

planteamos el estudio farmacolégico.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA



IL.1. ASPECTOS ETNOFARMACOLOGICOS ACERCA DEL

GENERO ERICA Y AFINES

La familia Ericaceae abarca alrededor de 1700 especies de las cuales una
tercera parte pertenece al género Erica que da nombre a la familia (GREUTER et al.,

1986).

Muchas de ellas son utilizadas desde antiguo en medicina popular,
fundamentalmaente a nivel renal y de vias urinarias (LECLERC, 1966), (FERNANDEZ
et al., 1982), (BEZANGER-BEAUQUESNE et al., 1986), (SAN MARTIN, 1977), si bien,

su uso se extiende a otros campos de la terapéutica.

La constante investigacién confirma alguno de estos usos tradicionales en
muchas especies a la vez que va aportando nuevos datos sobre otras acciones

farmacolégicas de las que son portadoras.

Nuestra blisqueda etnofarmacolégica se ha centrado en aquellos géneros de la

Peninsula Ibérica y Baleares:



Arbutus
Arctostaphylus
Calluna
Daboecia

Erica
Loiseleuria
Rhododendron

Vaccinium

No hemos encontrado ninguna referencia sobre actividades farmacolégicas

0 usos populares para el género Daboecia.



Tabla 1

i
i

GENERO ERICA \‘

i

Ih

i

‘ |
. Especie Aparato Aparato Otras V
renal digestivo ﬂ

E.arborea antiséptica litotriptica astringente
urinaria vesicular (1,2)

(1,2) (1)
diurética
(1)

E. cinerea antiséptico antidiarreica astringente
urinaria (3,4) (1,4)
(1,2,3,4,5,6,7)
diurética antirreuméatica
(1,3,4,5,6) (3,4)
litotriptica
(3,4)

E. vulgaris antiséptica antirreumatica

urinaria (8).

(8)

diurética diaforética
(8) (8)
litotriptica sedante

(8) (8)



Tabla 2

; i
| GENERO ARBUTUS
‘g —
! Especie Aparato Aparato Otras i
I renal digestivo !
A. unedo antiséptica antidiarreica antirreumtica
urinaria (10,19) (34)
(1,10,11,12,
19,61) espasmolitica astringente
(1) (12,61)
narcodtica
(12)
A. andrachne antifungica
(9,61)



Tabla 3

GENERO

ARCTOSTAPHYLUS

Especie

Aparato
renal

A. uva-ursi

A. viscida

antiséptica
(1,2,4,6,7,
11,12,35, 36,
37,38,39,41,
43,44,61)
diurética
(1,5,7,35, 36,
38 a 44, 61)

litotriptica
(44)

Aparato
digestivo

Otras I

antidiarreilca
(12) (42)

colagoga
(12,50)

alucinbgena
(54)
antialérgica
(55)
antidiabética
(12,53)
anticancerosa
{12)
antifungica
(48,27)
antihemorragica
(12) (42)
antihemorroidal
(12)

antiinflamatoria

(55,56,57,58)
antimicrobiana
(1,5,11,15,49)
antitusiva
(1,12,52,61)
antiviral

(41)

‘astringente

,4,6,7,12,35,36
39,40,42,44,61)
cicatrizante
(1,38)
enzimatica

(51)
moluscicida
(1,41,61,62)

antiviral
(22,59)
antitumoral
(22,59)
regulador del
crecimiento
(61)



Tabla 4

GENERO CALLUNA

—
Especie Aparato Aparato Otras %
renal digestivo i
C. vulgaris antiinflamatoria antidiarreica antileucémica
(10) (3,4,13,14) (16)
antilitiasica antimicrobiana
(44) (13,15)
antiséptica antioxidante
urinaria (16)
(1 a 6, 14)
36,37, 38, antirreumatica
43,44) (13,44)
antitusiva
diurética (37)
(1,2,3,4,6) .
astringente

(1,2,4,6,44)

depurativa
(36,37)

- 10 -



Tabla 5

GENERO LOISELEURIA :
e __ggﬁ_%
| i
i R i
I Especie Aparato Otras I
i renal i
L. procumbens diurética antimicrobiana
(1) (1,11)
glicosdrica
(1)

- 11 -



Tabla 6

ﬁ GENERO

RHODODENDRON

Especie Aparato

renal

Otras

R. anthopogonoides

R. arboreum

R. aureum

diurética
(19)

R. ferugineum

R. molle

Rhododendron sp.

diaforética
(19)

sedante
(11)

analgésica
(21)

antipirética
(21)

- 12 -

antibronquitica
(17)

oxlitdcica
(1,18)

antiviral
(1,11)

antirreumatica
(1,11,19,39)

antitusiva
(1)

expectorante
(1,11)

hipotensora
(1,11,19,39)

insecticida
(20)

tbéxica
(1,2,39)

insecticida
(20)



Tabla 7

GENERO VACCINIUM

Especie

Aparato
C.C.V.

Aparato
digestivo

Otras |

V. bracteatum

V. genera

V. uliginosum

V. vitis-idaea

antidiarreico
(5,37)

- 13 -

antimicrobiana
(61,63)

antioxidante
(22)

antimicrobiana
(5)

antimicrobiana
(1,5,15)

antiséptica
urinaria
(1,11,38)

astringente
(1)
diurética
(1)

hipoglucemiante
(37)



Tabla 8

GENERO VACCINIUM (cont.)

Especie

- 14 -

: 1
Aparato Aparato Otras i
C.C.V. digestivo |
V. myrtillus angioprotectora antibacteriana antiaterogénica
(23,41) (1,2,11) (27)
antiagregante antidiarreica antiedematosa
plaquetaria (1,2,4,6,11,37 (5)
(1,5,11,27,28 44,61)
29,30,41,45,61)
antihemorragica antiulcerosa antihelmintico
(4,6,11,38) (1,24,25,26,41) (10)
antihemorroidal antiinflamatoria
(5,44) (1,4)
antitrombdtica antimicrobiana
(27) (1,2,10,36,61)
vasodilatador antioxidante
coronario (1,5,33)
(26,33)
antiséptica
urinaria
vasomotora arterial (44)
(17)
astringente
vasoprotectora (1,2,4,6,10,37,
(1,2,4,5,6,27,32,36, 41,46,61)
38,41,61) carcinostatica
(1)
hipoglucemiante
(1,2,4,6,10,36,37,
41,46,61)
hipolipemiante
(22)
ténica (37)



De la revision realizada (Tablas 1-8), se deduce que la actividad de especies de
Ericdceas se centra de una manera especial a nivel de los sistemas renal y urinario.
Sus empleos mas extendidos son como diuréticas y antisépticas en cistitis, uretritis,
pielitis... La propiedad antiséptica, en la mayoria de las especies, se debe
fundamentalmente al arbutésido (BEZANGER-BEAUQUESNE, et al. 1990), glucésido
estable en las drogas gracias a los taninos, pero hidrolizado por las bacterias «
intestinales con liberacién de la genina, hidroquinona, transformada en el higado
en derivados conjugados que son excretados por via renal. Se requieren dos
condiciones para la eficacia de la hidroquinona: asegurar a la orina una reaccién
alcalina capaz de descomponer los ésteres y administrar cantidad suficiente del

glucésido (FROHNE, 1970).

Es de seiialar, sin embargo, que la hoja de gayuba, la mds utilizada con este
fin, por su riqueza en taninos gilicos puede resultar irritante para la mucosa
digestiva (VIGNEAU, 1985). Por otra parte, algunos autores (DUKE, 1986) hacen
referencia a la toxicidad de la hidroquinona, que puede provocar colapso,
convulsién, delirio, natseas, tinnitus e incluso la muerte. Dosis excesivas en

tratamientos prolongados pueden causar hepatotoxicidad.

Son numerosos los trabajos que han puesto de manifiesto tanto in vitro como
in vivo la actividad antimicrobiana de varias especies (SIMERAY et al., 1981;

HOLOPAINEM et al., 1988; CIPOLLINI et al., 1989; JAHODAR et al., 1985).

- 15 -



El arbutésido, ademads de ser responsable de la acciéon antiséptica urinaria en
muchas especies, tiene también un efecto antitusivo (STRAPKOVA et al., 1991) que
se lo confiere a algunas de ellas, mientras que en Rhododendron ferrugineum este
efectose...debe a su contenido en hiperésido y quercetina (BEZANGER-BEAUQUESNE,

et al. 1990).

Otra de las propiedades que se le han atribuido a algunas Ericaceas es la
antilitidsica o litotriptica. El nombre Erica deriva del verbo griego "t Eixelv"
(romper), aludiendo a la propiedad atribuida a algunas de sus especies de romper

los calculos urinarios (LECLERC, 1966).

Los taninos les confieren acciones astringente y antidiarreica a diversas especies
pertenecientes a la mayoria de los géneros estudiados, siendo responsables también
en la hoja de gayuba de la irritacién de 1a mucosa digestiva que puede provocar,
y de una actividad moluscicida (SCHAUFELBERGER et al., 1983) por lo que podria

perturbar el ciclo de ciertas enfermedades tropicales.

Vaccinium myrtillus es quizas la especie mds estudiada en la actualidad. Su

fruto, apreciado en alimentacién, es rico en antocianésidos que ejercen una accion

beneficiosa sobre la microcirculacién, disminuyendo 1a permeabilidad capilar.

-16 -



Particular importancia tiene su efecto sobre los capilares de la retina, lo que
se traduce en una regeneracion de la pdrpura retiniana y, por consiguiente, en un
aumento de la agudeza visual y de la hemeralopia (BEZANGER-BEAUQUESNE et al.,

1990) (PENSO, 1989) (ARTECHE, 1992).

Los antociandsidos les confieren ademds otras acciones: antiagregante
plaquetaria, antirradicalaria, antiulcerosa gastrica, antiinflamatoria.

En el género Rhododendron varias especies se muestran téxicas por la accion
de un alcohol diterpénico tetraciclico, andromedotoxina (rodotoxina); abundante
en las hojas, estd también presente en el néctar y polen de las flores, lo que explica
la toxicidad de las mieles de abeja (PARIS et al., 1971). Produce, a dosis excesiva,
hipotensién, bradicardiay depresién respiratoria; también ejerce una accién irtitante
sobre la piel, debido a lo cual, el Rhododendron es empleado en Alemania Federal

en preparaciones antirreumdticas (BEZANGER-BEAUQUESNE et al., 1990).

Destacamos también que muchas especies de Ericaceae pertenecientes al género

Erica, poseen actividad alelopatica:

-17-



Erica arborea L. (ALONSO et al., 1976; BALLESTER et al., 1979)

Erica australis L. (BALLESTER et al., 1979; CARBALLEIRA, 19804 y CARBALLEIRA et
al., 1980h)

Erica cinerea L. (BALLESTER et al., 1971; VIEITEZ et al., 1972)

Erica umbellata L. (SALAS et al., 1973)

Erica vagans L. (ARINES et al., 1974)

El fenémeno de la alelopatia fue definido por MOLISCH (1937) como el proceso
en que una planta libera al medio ambiente uno o varios compuestos quimicos que
inhiben el crecimiento de otras plantas que viven en el mismo habitat o en uno
cercano. Este proceso de inhibicién bioquimica tiene gran importancia pues afecta,
bien directamente o bien en conjuncién con mecanismos competitivos, a la
dindmica de las comunidades vegetales: distribucién geogrdfica de especies,

dominancia, sucesién, evolucion, etc... (BALLESTER et al., 1978).

Una gran variedad de compuestos naturales han sido identificados como
posibles agentes alelopaticos: dcidos orgédnicos sencillos, acidos fendlicos,
cumarinas, flavonoides, taninos, compuestos cianogenéticos, etc. (BALLESTER et al.,

1977).

Parece ser que, en el caso de las distintas especies del género Erica, son los

compuestos polifendlicos los que confieren esta actividad.

-18 -



Se ha demostrado que los inhibidores alelopaticos detienen el crecimiento y
la division celular, formando células con niicleos tetraploides o células binucleadas:
impiden la toma de minerales, retrasan la fotosintesis, inhiben la respiracién o la
apertura estomatica, pro.ducen cambios en la permeabilidad de las membranas e
inhiben la sintesis de proteinas o de enzimas especificos; es decir, actiian como

auténticos herbicidas naturales (BALLESTER, 19804).

El uso masivo de herbicidas para paliar el efecto devastador de las malas
hierbas en la agricultura mundial ha originado, en ciertas ocasiones,
malformaciones en nifios y animales. Por ello, algunos autores, en un intento de
imitar la naturaleza, indican la conveniencia de investigar herbicidas naturales; es
decir, especies de cultivo que liberan compuestos naturales altamente alelopaticos,
capaces de inhibir la germinacién de la semilla, el crecimiento de las plantulas
o prevenir la propagacion de las malas hierbas (BALLESTER et al., 1977,

BALLESTER, 19805).

-19-
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I1.2. ESPECIE EN ESTUDIO: Erica andevalensis Cabezudo-Rivera

11.2.1. Botanica

11.2.1.1. Situacién taxonémica

Clase ......cccovvennnnnn. Magnoliosida
Subclase .................. Dillenidae

Orden ...................... Ericales

Familia .................... Ericaceae
Subfamilia ............... Ericoideae

Género ........ccceeeeenn..e. Erica

Especie ..................... Erica andevalensis

El género Erica estd constituido por arbustos perennifolios, de pequeiio a
mediano tamaiio. Hojas verticiladas, cortamente pecioladas, a menudo laminares,
o aparentemente lineares debido a los margenes revolutos (TUTIN et al.,1972),
capaces de replegarse en mayor o menor grado dependiendo de la humedad. Este
caracter, comn a otras familias (Franqueniaceae), se conoce botanicamente como
hojas ericoideas (METCALFE et al., 1965). Flores vistosas rojas, verdes o blanquecinas
dispuestas en umbelas, racimos terminales o auxiliares o en umbelas mds o menos

reunidas en paniculos o intercaladas entre las hojas no sentadas con pedicelos
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de longitud variable, provistos de dos o mas bracteolas. Sépalos libres verdes o
rosdceos, mas cortos que la corola. Corola cilindrica, campanulada o urceolada,
con I6bulos mas cortos o iguales que el tubo. Los estambres, 8-10, insertos entre
los 16bulos de un disco (nectario discoidal); anteras con o sin apéndice. El fruto

es una cdpsula loculicida (TUTIN et al., 1972).

[1.2.1.2. Descripcion de la especie

Erica andevalensis Cabezudo-Rivera es un arbusto de 20 a 180 cm, perenne,
ramificacién 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 y laxos en el resto; las superiores
lineares totalmente revolutas, las inferiores ovadas con la base truncada y
débilmente revolutas, dejando el envés claramente visible; al menos las jovenes
laxamente puberulentas y todas con pelos glandulares de 0.2 - 0.3 mm. Flores en
umbela terminal; pedicelos puberulentos de 4-5 mm; bracteolas préximas al caliz.
Sépalos de 1.5 - 2 mm, puberulentos, pelos glandulares marginales. Corola
urceolada de 5-6 mm, rosa fuerte, persistente, con 4 ldbulos revolutos. Anteras
incluidas, apendiculadas. Ovario glabro, estigma capitado exerto. Fruto cdpsula,

semillas numerosas de 4 mm. (CABEZUDO et al., 1980).
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11.2.1.3. Ecologia

La familia es practicamente cosmopolita, teniendo dos dreas disyuntas con un
mdximo de representantes, una en Euroasia y parte de América del Norte y otra en

la region del Cabo (S. Africa y Madagascar) (METCALFE et al., 1965).

El género Erica es abundante en el S.W. de Europa, siendo algunas de sus
especies componentes importantes en los matorrales de la Peninsula Ibérica
conocidos por brezales (POLUNIN et al., 1977), principalmente localizados sobre

sustrato dcido y clima atldntico (N., NW., W.y S.W.)).

Con el nombre de brezos y brezales se designan en Espafa especies

pertenecientes al género Calluna y Daboecia (DE BENITO, 1948).

Erica andevalensis Cabezudo-Rivera se encuentra restringida a las escombreras
y cercanias de las minas de pirita de la comarca de El Andévalo (Huelva),
posiblemente por la necesidad de crecer en medios acidos turbosos (pH 6ptimo=5,6

- 6).

Todas las especies europeas de la familia Ericaceae que han sido investigadas
son micorrizales; es decir, sus raices viven en asociaciones con los hongos del suelo,

lo que supone un beneficio para ambos. En el caso de las Ericaceae se trata de
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micorrizas endotréficas, viviendo el hongo en el interior de las células de la raiz
huésped, por lo que las hifas no tienen contacto directo con el suelo (CARBALLEIRA
et al., 1980 b). Esta asociacion favorece la supervivencia de las Ericaceae en habitat

bastante inhéspito, al aumentar la permeabilidad de sus raices por efecto de las

micorrizas.

En general, los seres asociados a hongos necesitan condiciones de acidez, de ahi
el requerimiento de casi todas las Ericas por suelos acidos turbosos para medrar.
Si el suelo no es lo bastante dcido, el crecimiento serd escaso y las hojas sufrirdn
decoloracién. La mayoria de las especies de esta familia son calcifugas, si bien
algunos hibridos y cultivares pueden crecer en suelos ricos en cal libre pero no en

caliza sélida.

No son demasiado exigentes en lo que a suelos se refiere, debido,
principalmente, a su enorme capacidad de evaporacién, que le permite movilizar
grandes cantidades de agua y obtener los nutrientes necesarios a partir de suelos
muy oligotrofos. Este es uno de los factores que condicionan la supervivencia de
los brezales en el clima atlintico y sobre suelos paupérrimos evitando la

competencia con otras plantas de mayores necesidades.



I1.2.1.4. Anatomo-histologia de la hoja

El corte transversal de la hoja de Erica andevalensis Cabezudo-Rivera muestra
estructura bifacial. La epidermis superior, monoestratificada, estd constituida por
células tabulares, con escasos pelos truncados, tectores unicelulares y glandulosos

de pie unicelular.

El parénquima en empalizada posee una sola capa de células alargadas y el

lagunar es esponjoso.

En la epidermis inferior se observan pelos tectores unicelulares de pared
verrugosa y otros glandulosos de pie unicelular (de mayor o menor longitud) o

pluricelular (muy escasos) y cabeza pluricelular.

Ambas epidermis estan rodeadas por una cuticula que las protege (TORO et al.,

1984).

11.2.2. Fitoquimica

Trabajos realizados en nuestro Departamento han puesto de manifiesto en Erica
andevalensis Cabezudo-Rivera, un contenido en materias minerales del 4.58 %

(TORO et al., 1984).
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Se ha detectado la presencia de resinas, esteroles y triterpenos, azdcares,
lactonas pentagonales insaturadas, pigmentos antocidnicos y leucoantocidnicos,
flavonoides (AUMENTE et al., 1988), cumarinas, dcidos fenoles (p-cumadrico, gentisico,
p-hidroxibenzéico y vanﬁlico) (PASCUAL et al., 1987) y sustancias tanicas, siendo

mayoritarios los compuestos polifenélicos (TORO et al., 1984).

I1.2.3. Actividad farmacolégica

Es tradicional el uso de distintas especies del género Erica en medicina popular
como diuréticas y antisépticas (CHAUVIN et al., 1956; LECLERC, 1966; BEZANGER-

BEAUQUESNE et al., 1986; SAN MARTIN, 1977; FERNANDEZ et al., 1982).

También Erica andevalensis Cabezudo-Rivera posee actividad diurética (TORO
et al., 1988) y antimicrobiana frente a microorganismos Gram +; a esta accion
contribuyen los acidos fenoles (TORO et al., 1987) y la miricetina (AUMENTE et al.,
1988), jugando ésta dGltima un papel importante en la actividad antifiingica de la
droga. Asi mismo, se ha puesto de manifiesto una actividad citostatica in vitro en
cultivos de células tanto vegetales (PASCUAL et al., 1987) como animales (TORO et

al., 1984).
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III. MATERIAL Y METODOS



Il1.1. MUESTRAS

Las muestras, constituidas por las sumidades floridas de Frica andevalensis
Cabezudo-Rivera, fueron recolectadas en el mes de Octubre en la comarca de El

Andévalo (Huelva). La desecaciéon se efectué a la sombra a una temperatura entre

20-25°C.

Ili.2. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS EN ESTUDIO

Material:
Extractor tipo Soxhlet
L]

liquido-liquido

Rotavapor

Reactivos:
Cloroformo -PRS
Metanol -PRS
Acetato de etilo -PRS

Eter etilico-PRS
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Método: Seguimos el proceso extractivo indicado por NETIEN-LEBRETON (1964) dada
la riqueza en flavonoides de la especie en estudio (Fig. 1). Se parti6 de 1 Kg de
droga desecada y convenientemente troceada y se traté con cloroformo, en
extractor Soxhlet, con el fin de eliminar clorofilas, ceras y extraer otros
com puestos de naturaleza lipofilica. Seguidamente, el marco se sometié a extraccién
con metanol, resultando el correspondiente extracto metandlico de fuerte reaccion
flavénica. Dicho extracto se concentré en rotavapor hasta consistencia siruposa, se
recuperé con agua (500 mL por cada 500 g de droga) y se mantuvo en nevera 24
horas. El extracto acuoso se agot6é sucesivamente (extraccion liquido-liquido) con

éter etilico y acetato de etilo.

Se calculé el rendimiento de los extractos, referidos al peso de la droga seca.
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Figura 1. Proceso extractivo

DROGA (sumidad florida)

Hcel,

r =
Ext°® cloroférmico Marco  (Agotado con HCCl,)

MeOH

l L

Marco Ext® MeOH
(Agotado con HCCl, y MeOH)
(Concentr.)
(Recuperar con H,0;
24 h 3-5°C)

Precipitado Ext® acuoso

Eter

[, I
Ext°® etéreo Ext°® acuoso
(agotado con éter)

AcOEt

/ |
Ext°® AcOEt Ext°® acuoso
(agotado con éter y AcOEt)
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ll1.3. METODOS GENERALES

1.3.1. Hidrélisis

A 1.2 mg de glicésido sélido se le afiadié 0.5 mL de reactivo de Kiliani (3.5 mL
de acido acético, 5.5 mL de agua destilada y 1 mL de acido clorhidrico). La mezcla
fue calentada a 100°C en baiio de aceite durante 2 horas. Una vez fria se verti6
sobre 1 mL de agua destilada y se extrajo cuatro veces con acetato de etilo.

La solucién acuosa se concentré a vacio en el rotavapor a 40°C y se silanizé

con TRISIL.

II.3.2. Técnicas cromatograficas

I.3.2.1. Cromatografia en capa fina

‘Material

Cromatofolios Al de Silicagel 60 F,;,, MercK
Cubetas cromatograficas de vidrio

Lampara de luz U.V. de 366 nm y 254 nm.
Estufa de desecacién

Pulverizador de aire a presién
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Reactivos
n-Hexano-R:A.
Cloroformo-R.A.
Acetato de etilo-R.A.

Metanol-R.A.

Fases moviles

Cloroformo/Metanol (90:10; 50:50; 10:90)
n-Hexano/Acetato de etilo (90:10; 50:50; 10:90)
Acetato de etilo/Metanol (80:20; 70:30)

Acetato de etilo/Metanol/Agua (80:5:5; 80:10:5)

Reveladores

Luz U.V. (254 nm y 366 nm)

Oleum: 4cido sulfiirico/dcido acético glacial/agua (2:40:8). Exposicion a 120°C durante
5 minutos.Detecta: R. general (BERMEJO et al., 1968).

Lieberman-Burchard: Se mezclan 10 mL de una solucién anhidrico acético [ 4cido
sulfiirico (3:5) y 50 mL de metanol. Exposicién a 110°C durante 10 minutos.
Detecta: Esteroides y Terpenos (KREBS et al., 1968).

Tricloruro de Aluminio al 2 % en etanol.Detecta: Flavonoides (KREBS et al., 1968).
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Método

El desarrollo de los cromatofolios de Silicagel se realiza en cdmaras
previamente saturadas con las fases mdviles. La técnica seguida es la propuesta por
STHAL (1969), en su modalidad unidimendional ascendente de simple recorrido.
Evaporado el disolvente de los cromatofolios desarrollados se observan a la luz
U.V., reveldndose a continuacién y, una vez secos, se llevan a estufa o se observan

de nuevo a la luz U.V., dependiendo del revelador utilizado.

.3.2.2. Cromatografia en columna

A) Cromatografia sélido-liquido

Material
Columnas de vidrio de diversas longitudes y didmetros.
Colector de fracciones LKB 8070 ULTRORAC 1l

Rotavapor

Reactivos
Adsorbentes:

Silicagel 60 (0.063-0.2 mm)

Silicagel 60 (0.2-0.5 mm)
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Eluyentes:

n-Hexano

n-Hexano/Acetato de etilo ( 95:5; 50:50; 20:80)
Cloroformo/Metanol ( 90:10; 50:50; 20:80)

Acetato de etilo/Metanol/Agua (80:5:5; 80:10:5; 80:20:5)

Metanol

Método

El empaquetamiento de la columna se realiz6 formando una suspensién de
Silicagel (0.063-0.2 mm) en el eluyente correspondiente y se deja en reposo durante
24 horas. La razén peso de extracto | peso de adsorbente es 1:30.

Para formar la cabeza de la columna se utiliza Silicagel (0.2-0.5 mm).

El seguimiento de la columna se realizé mediante cromatografia en capa fina

de Silicagel.

B) Cromatografia gaseosa

Para el estudio de los aziicares se empleé un cromatégrafo de gases Hewlett
Packard mod. 5710A con detector de ionizacién de llama (FID), provisto de una
columna capilar de BP1 (25m x 0 -53 mm), usando Helio como gas portador. Las

condiciones fueron las siguientes:
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T? inyector: 250°C
T? detector: 300 °C

Programa de T2 100-240°C (2°C/ min)

l1.3.3. Técnicas instrumentales

IN.3.3.1. Determinaciéon del punto de fusién

El punto de fusién se determiné en un microscopio Thermovar HT 1 B 11.

M.3.3.2. Espectroscopia

Para la determinacién de los espectros de infrarrojo (IR) utilizamos un aparato
Perkin EImer mod.681 con registrador incorporado. Se emplearon comprimidos de

KBr y células de NaCl de 0.1 mm.

Los espectros de ultravioleta (UV) se realizaron en un espectrofotémetro Lambda
3 Perkin-Elmer, con registrador incorporado, utilizando cubetas de cuarzo de 1 cm
de espesor y de 3 mL de capacidad. El disolvente empleado fue metanol de maximo

grado de pureza.

-~ 43 -



Los espectros de resonancia magnética nuclear de protén ("H-RMN) se realizaron
en un espectrofotdémetro BRUKER AC TF (200 MHz), utilizando cloroformo deuterado
y otros disolventes. En la exposicion de los datos, los valores de los desplazamientos
quimicos se dan en ppm,.usando tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. Los
aclopamientos se describen como sigue: s, singlete; d, doblete; t, triplete; dt, doble

triplete; dd, doble doblete y m, multiplete.

Los espectros de masas (EM) obtenidos mediante ionizacién quimica (CI),
impacto electrénico(El) o bombardeo con dtomos ligeros (FAB) se registraron en un
espectrémetro KRATOS, mod. MS-80-RFA. La temperatura de la fuente de ionizacién
fue de 200°C y la energia de ionizacién 70 eV.

Introduccion directa de las muestras sélidas.

I1.3.4. Actividad antiulcerosa gastrica
.3.4.1. Ulcera géstrica aguda inducida por inmovilizacién y frio

Descripcion y desarrollo de /a técnica

La eleccion de este modelo obedece a las siguientes razones:
a) Alta incidencia de lesiones encontradas (90%).

b) Simplicidad de la técnica y corta duracién del experimento.

¢) Uniformidad de las lesiones, que facilita su evaluacién y cuantificacion.
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Material

Jaulas individuales provistas de rejilla metdlica
Cepos cilindricos

Camara frigorifica

Material quirtrgico

Espatulas

Fotocolorimetro

Bano de aceite

Sep-Pak C18

Homogenizador

Reactivos

HCl IN

Acetilacetona -R.A.
Carbonato sédico -RA.
PABA -RA.

Alcohol etilico -R.A.

Método
En el experimento hemos reproducido el método de SENAY y LEVINE (1967), en
el que se induce la ulceracién géstrica aguda, utilizando dos situaciones estresantes:

la inmovilizacién y el frio.
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Los animales, ratas albinas de ambos sexos, de peso comprendido entre 180-
250g, se someten a ayuno 36 horas antes de la experiencia. Tras este periodo se les
administran, via oral (1mg/100g animal), las dosis correspondientes del producto a
ensayar, procediendo acto seguido a su inmovilizacién. Para ello se introducen en
unos cepos cilindricos de unos 25-30 cm de longitud y 4-5 cm de didmetro, que se
cierran por sus extremos para evitar la fuga. Los animales asi preparados, son
colocados en cdmara frigorifica a una temperatura de 3-5°C durante 3 horas.

Transcurrido este tiempo se sacrifican, se disecan los estbmagos que se abren
por su curvatura mayor y se lavan cuidadosamente con agua, recogiendo el moco
gastrico. A continuacién se procede a contabilizar las lesiones producidas.

La medida del grado de ulceracién se calculé para cada animal y se expreso6
como indice de ulceraciéon (IU).

El moco géstrico se recoge raspando la mucosa con espatula, e inmediatamente
es homogeneizado en 4 mL de agua destilada. El peso del moco recogido se calcula

por diferencia de pesada.

A las muestras recogidas se les realizaron los siguientes ensayos bioquimicos:

- Determinacién de proteinas totales:
El contenido del moco (mg/mL) fue determinado mediante el método
colorimétrico de LOWRY (1951). Las determinaciones analiticas fueron realizadas a

750 nm.



- Determinacién de hexosaminas:

Hemos valorado la concentracién de hexosaminas en el moco gastrico segin el
método descrito por BOAS (1953), modificado por BULBENA (1986). 2 mL del raspado
mucoso homogeneizado es tratado con 2 mL de HCl 1N y mantenido en bafio de
aceite a 100°C durante
16 horas. Una vez filtrado el hidrolizado, se pasa a través de una microcolumna
cromatografica de fase reversa SepPak C18, que retiene sustancias cromoégenas;
posteriormente, se realiza sobre el eluato la reaccién con acetilacetona al 2% en
carbonato sédico y p-dimetilaminobenzaldehido al 2.69% en mezcla etanol-idcido
clorhidrico concentrado 1:1. Ciertas sustancias no basicas son capaces de producir
soluciones coloreadas al reaccionar con las hexosaminas. Las mediciones fueron

realizadas en fotocolorimetro a 530 nm.

Se han ensayado diferentes dosis de la fraccién flavonica, comparindose los
efectos producidos frente a dos grupos de referencia tratados con Ranitidina (50
mg/Kg animal) y Omeprazol (10 mg/Kg animal) y con otro grupo control, que sélo
recibié agua destilada.

La administracién se hace por via oral, a razén de un volumen constante de 1

mL{100g animal.
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1.3.4.2. Ulcera gastrica aguda inducida por ligadura de piloro

Descripcion y desarrollo de la técnica

Las razones en las que nos basamos para elegir el modelo descrito por SHAY

(1945) son:
- Alto porcentaje de lesiones halladas (80-90%)
- Relativa sencillez operativa

- Posibilidad de analizar el jugo gastrico recogido.

Las bases de produccién de este tipo de ilceras son la retenciéon en el estémago
de la abundante secrecion gastrica (BRODIE, 1966) y los trastornos vasomotores
causados por el traumél pilérico (ISHII, 1969).

Otros factores etiopatogénicos serian la disminucién en la sintesis de dcidos
nucleicos e hidratos de carbono y la posible interferencia en la absorcion de

electrolitos como consecuencia de la ligadura ( ISHII, 1969; MOZSIK et al., 1969).

Material

Jaulas individuales provistas de rejillas metalicas
Material quiriargico

Tubos de centrifuga graduados

pH-metro
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Fotocolorimetro

Centrifugadora

Reactivos
NaOH 0.1N
Eter

Folin-Ciocalteu

Método

La administracién de las muestras a ensayar se realizé, via oral (1mL/100g
animal), 1 hora antes de la intervencién.

Los animales son anestesiados superficialmente con éter, previo ayuno de 36
horas, sometiéndolos a una incisién media abdominal a partir del apéndice xifoides
de unos 3 cm de longitud. Esta practica permite apreciar la primera porcién del

duodeno, el cual nos facilita el acceso al esfinter pilérico.

Procedemos a ligar el canal pilérico, excluyendo los vasos adyacentes. La cavidad
abdominal se cierra mediante sutura continua por planos.

Los animales se depositan nuevamente en sus jaulas, sacrificindolos 6 horas mas
tarde. En este instante se abre el abdomen para ligar el esé6fago a nivel del

diafragma, disecando el estémago a continuacién.
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El contenido gastrico se recoge en tubo de centrifuga graduado con objeto de
poder determinar el volumen, acidez y contenido en pepsina.

Posteriormente se abren los estémagos por la curvatura mayor, lavindolos
cuidadosamente con agua y procediendo a contabilizar las lesiones originadas.

La medida del grado de ulceracién se calcul6 para cada animal y se expresé6 en

indice de ulceracién (IU).

Al jugo gastrico recogido se le realizaron los siguientes ensayos:

- Determinacién analitica del contenido acido:

El contenido gastrico fue centrifugado hasta obtener un fluido claro. En la
muestra (1mL) se determind la acidez libre y total.

Los valores de acidez se calcularon por valoraciéon potenciométrica con NaOH

0.1N, expresandose en mEq/L.

- Determinacién de pepsina:
La concentracién de pepsina en muestras homogeneizadas de jugo gastrico fué
determinada por el método colorimétrico de LOWRY (1951), de gran sensibilidad

para la cuantificacién de proteinas.
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M3.43. Ulcera gastrica aguda inducida por etanol absoluto

Descripcion y desarrollo de la técnica

El etanol absoluto, como otros agentes irritantes, produce lesiones necrosantes
en la mucosa gastrica por su efecto téxico directo. Reduce la secrecién de
bicarbonato y la produccién de moco, alterando su composicién glicoproteica y
provocando una disminucién del gradiente de pH a través de la capa mucosa.
Desestabiliza las membranas lisosomiales de las células glandulares originando la
lisis y facilitando la liberacién de hidrolasas dcidas que, por diversos mecanismos,
producen la lesién histica (GARCIA et al., 1984).

La accion citoprotectora de las PGs a dosis no antisecretoras, es independiente
de la accién sobre la secrecién clorhidropéptica. En consecuencia, el modelo de
Glcera aguda inducida por etanol absoluto supone un método experimental
especialmente aceptable para ensayar firmacos con accion citoprotectora sobre la
mucosa gastrica.

Si el vaciado del estémago del animal es completo, la administracién del etanol
absoluto produce una serie de lesiones que ocupan 30-40% de la superficie total de
la mucosa, con bandas hemorrigicas necréticas fundamentalmente localizadas en
1a zona del corpus del estémago. Este método es reproducible pricticamente en el

100% de los casos.

- K1 -



Material

Jaulas individuales provistas de rejilla metélica
Material quirdrgico

Espatulas

Homogeneizador

Fotocolorimetro

Bafo de aceite

Sep-Pak C18

Reactivos

Alcohol etilico -R.A.
HCl 1N

Acetilacetona R.A.
Carbonato sédico -R.A.

PABA -RA.

Método

Seguimos el método descrito por ROBERT (1979). Las ratas, de peso
comprendido entre 180-250 g, se mantienen en ayunas 36 horas con libre acceso al
agua. Las muestras a ensayar se administran a diferentes dosis y tiempos de
tratamientos. Cada animal recibe 1 mL de etanol mediante sonda intragdastrica; 1

hora después se sacrifican, se extraen los estémagos, abriéndolos por la curvatura
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mayor, lavandolos cuidadosamente con 4 mL de suero fisiolégico y procediéndose
a continuacién a medir la superficie ulcerada.

El indice de ulceracién calculado corresponde con la media de las medidas
obtenidas para cada animal.

El moco recogido y posteriormente homogeneizado en 4 mL de agua destilada,

es analizado para determinar su contenido en proteinas totales y hexosaminas:

- Determinacién de proteinas totales:
Seguimos el protocolo descrito en el modelo de tlcera experimental por

inmovilizacién y frio (Ap.l.3.4.1).

- Determinaciéon de hexosaminas:
Seguimos el protocolo descrito para la determinacién de hexosaminas en el

modelo de (lcera experimental por inmovilizacién y frio (Ap. 111.3.4.1).

IIL.3.5. Actividad sobre la permeabilidad vascular

Algunos flavonoides demuestran interesantes actividades sobre la pared de los
mds pequeiios vasos sanguineos y, particularmente, sobre el tejido perivascular , el
llamado "periangio" o "vaina pericapilar mucopolisacaridica". Es por ello, que hemos
ensayado la actividad de los extractos AcOEt y Etéreo, ricos en flavonoides, sobre la

permeabilidad vascular.
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Descripcion y desarrollo de la técnica

La histamina inyectada intradérmicamente, incrementa la permeabilidad capilar
a las proteinas plasméti.cas. Colorantes como Azul de Evans, administrados por via
i.v., se unen a las proteinas plasmadticas, en particular a la albamina, y colorea el
drea de piel en la que tiene lugar la extravasacién de estas proteinas. Este es el

fundamento del modelo experimental desarrollado por UDAKA (1970).

Material

Plantilla (6 cuadros 1cm x 1cm)
Tubos de ensayo

Gradillas

Material quirirgico

Estufa de desecacién

Fotocolorimetro

Reactivos

Pentobarbital sédico
Histamina diclorhidrato
Formamida

Agar-Agar
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Método

Se han utilizado ratas Wistar macho de 170-200 g de peso, distribuidas en lotes
de cinco animales cada uno y mantenidas en ayunas 24 horas antes de iniciar el

ensayo. Son colocadas en dectibito dorsal, con la cara ventral rasurada.

Las muestras en estudio, o el vehiculo empleado para suspenderlas (agar-agar al
0.25%), se administran por via intraperitoneal. A continuacién, los animales son
anestesiados con pentobarbital sédico (60 mg/Kg animal) y sobre la piel de la cara
ventral se marcan 6 cuadros de 1 cm de lado. Una hora después de la administracion
del compuesto en estudio se inyecta, a través de la femoral, 0.1 mL Azul de Evans,
a la dosis de 60 mg [Kg. Tres minutos después, se administra intradérmicamente en
5 de los 6 cuadros marcados, 50 mg de histamina clorhidrica, en 0.1 mL de volumen.

El sexto cuadro servird de blanco al realizar la medida espectrofotométrica.

Al cabo de 20 minutos, se recorta la piel de cada papula y es entonces prelavada
y situada en tubos de ensayo con 4 mL de formamida. Se incuban a 65 °C durante
24 horas y a continuacién se mide en fotocolorimetro la densidad o6ptica de la

solucién a 620 nm.
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IM.3.6. Actividad sobre radicales libres

Descripcion y desarrollo de /3 técnica

Con este ensayo Jjn wvitro, consistente en la medida de la actividad
antirradicalaria, se pretende poner de manifiesto la capacidad que poseen nuestros
extractos para neutralizar la accién oxidante de los radicales libres, responsables,
cuando estdn dotados de un alto grado de reactividad, bien de la apariciéon de
determinadas patologias, bien del agravamiento de las mismas (CILLARD et al.,

1988)(ALCARAZ et al., 1991).

Material

Camara frigorifica
Termémetro
Fotocolorimetro

Tubos de 5 mL, provistos de tap6n

Reactivos

DPPH [1,1-Difenil-2-picrilhidrazil)
Acido ascérbico

Alcohol metilico

Alcohol etilico
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Método
Para estos ensayos se ha seleccionado un radical libre ampliamente utilizado en
la realizacién de estudios de actividad antirradicalaria in vitro: 1,1-difenil-2-

picrilhidrazil (DPPH) (LAMAISON et al., 1990, 1991, 1993).

La solucién metanélica de DPPH posee la caracteristica de presentar una

coloraciéon azul-violeta intensa, que va desapareciendo como consecuencia de la

reduccion del radical.

Se han adicionado diferentes cantidades de los extractos, preparados a una
dilucién de 1mg/mL, a 2.5 mL de reactivo. A los 30 minutos, se mide la absorbancia
a 317 nm.

Hemos validado el proceso, determinando la capacidad antirradicalaria
manifestada por un patrén reductor de actividad conocida (acido ascérbico), frente
al DPPH, a una concentracién de radical libre de 6x10° M en metanol. El &dcido
ascorbico se preparé en solucién etanélica al 50% (CE5, = 2 -7 ug/mL, r=0 -9993).

La actividad antirradicalaria se expresa en concentracion eficaz 50%, (CEsy):
"concentracién de droga,en mg/mL de medio reactivo, para la cual la disminucién
de la absorbancia alcanza el 50% de la de la solucién blanco".

Las muestras problemas se prepararon, al igual que la correspondiente al acido

ascorbico, en etanol del 50%, realizando cada ensayo por triplicado.
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[1.3.7. Actividad antimitética. (Cultivo de células vegetales)
Descripcion y desarrollo de la técnica

Hemos utilizado los meristemos apicales radicales de Allium cepa L. var.
denominada francesa, debido a su ficil manejo, su gran produccién de raices y por

presentar dichos meristemos un gran nimero de células en divisién.

Material

Bulbos de Allium cepa L. var. francesa
Tubos de vidrio 70 mL

Gradillas

Bomba de membrana Rena 101

Tubos oxigenadores

Pinzas

Vidrio de reloj

Mechero de alcohol

Porta y cubre objetos

Microscopio Olympus BH-2
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Reactivos

Alcohol etilico absoluto
Acido acético glacial
Orceina

Acido clorhidrico 1N

Método

Seguimos el método descrito por DEYSSON, modificado por LEVAN y LOTFY
(1949). Los bulbos, de peso comprendido entre 20-30 g, se cultivaron en tubos de
vidrio de 70 mL de capacidad con agua filtrada, renovada cada 24 horas. Se hizo
burbujear aire a través del mismo, utilizando una bomba de membrana Rena 101
con el fin de mantener el medio en nivel constante de oxigeno y en permanente

agitacion.

Todo el sistema de cultivo se aislé dentro de una cabina a una temperatura
comprendida entre 20-25°C, consiguiéndose al mismo tiempo la oscuridad necesaria
para el desarrollo de las raices. Los bulbos se colocaron de tal manera que sélo sus
bases permanecieron sumergidas en el agua, manteniéndose asi hasta que sus raices
alcazaron una longitud de 2-3 cm. En este momento los bulbos se trasladaron a
otros frascos de cultivo conteniendo los compuestos a ensayar, donde se mantienen
el tiempo de tratamiento indicado en cada caso(4, 8, 24, 48 y 72 horas).

Transcurridos dichos tiempos tomamos, mediante pinzas, 3-4 raices de cada bulbo
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y se fijaron de inmediato en la solucién Carnoy (etanol absolutofdcido acético

3:1)(WILSON et al., 1971). Se procuré elegir raices bien desarrolladas, sin anomalias

morfolégicas visibles.

Todas las pruebas se realizaron con tres bulbos, fijindose un minimo de 6 raices

(dos de cada bulbo) a cada uno de los tiempos indicados.

La tincién fue efectuada mediante la técnica de TJIO y LEVAN (1950) con orceina
acética clorhidrica: las raices previamente fijadas, se colocan en un vidrio de reloj
con la solucién colorante hasta cubrirlas totalmente. A continuacién se calienta a
la llama de un mechero de alcohol, sujetindolo con pinzas espatuladas y haciéndolo
girar suavemente alrededor de la llama hasta que la temperatura alcanze 50°C
aproximadamente; el control de la temperatura puede realizarse apoyando el vidrio
de reloj sobre el dorso de la mano. Dejamos enfriar durante 5 minutos, repitiendo
esta operacién posteriormente dos veces mds. Finalmente, se deja reposar a

temperatura ambiente durante 15-20 minutos antes de proceder al aplastamiento.

Una vez las ral’ce§ tef;idas, una de ellas se coloca sobre un portaobjetos y se
separa la parte correspondiente -al meristemo apical radical con una lanceta,
desechando el resto de la raiz (cofia y zona de diferenciacion tisular). A continuacién
procedemos a la extensién del material, afiadiendo unas gotas de solucién

colorante o bien de dcido acético glacial del 45% y con una lanceta efectuamos un
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ligero troceado del mismo. Colocamos encima el cubreobjetos y, una vez extendido
el material, se cubre la preparacién con papel de filtro y se presiona suavemente con
objeto de obtener un aplastamiento uniforme, procurando que la fuerza aplicada sea
normal a la superficie del cubreobjeto. De esta manera, se consigue que las células
meristematicas queden distribuidas en un mismo plano (distribucién en monocapa),
haciendo posible un buen enfoque al microscopio. Las preparaciones fueron

observadas en un microscopio Olympus BH-2.

Se determinaron los indices mitético (IM) y de fase (IF) calculados sobre un

nimero determinado de células, que siempre fue superior a 2000.

111.3.8. Actividad antimicrobiana

Descripcion y desarrollo de [a técnica

Hemos ensayado la actividad antimicrobiana siguiendo la técnica de KYRBY y
BAUER (1966).
Se han determinado los halos de inhibicién que provocan diferentes dosis de

los compuestos sobre el crecimiento de distintos microorganismos.
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Material

Placas Petri
Hisopos estériles
Tubos estériles
Escobillones
Autoclave
Discos de papel
Mechero

Estufa de incubacién
Pinzas
Micropipetas
Escalimetro

Fuente de luz
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Microorganismos ensayados

Bacterias Gram (+)

Bacillus subtilis ATCC 6633
Bacillus megaterium ATCC 33085
Bacillus cereus ATCC 14579

Staphylococcus aureus ATCC 25925

Bacterias Gram (-)

Pseudomona.f aeruginosa (aislado clinicamente)
Proteus mirabilis (aislado clinicamente)
Serratia marcescens ATCC 8100

Escherichia coli CCM 180

Salmonella thyphimonium ATCC 140028

Klebsiella neumoniae ATCC 13883

Hongos

Candida lusitaniae ATCC 34449
Candida obtusa CBS 1944
Saccharomyces uvarum ATCC 28097
Saccharomyces cerevisiae S 288 C

Schizosaccharomyces pombe PO 3
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Reactivos

Agar Miieller-Hinton

Método

Se ha seleccionado como medio de cultivo standar el agar de Miieller-Hinton
(SORIANO, 1976), debido a que promueve el desarrollo de la mayoria de los
aislamientos bacterianos clinicamente significativos. La reaccién final del medio a
temperatura 25°C serd de pH= 7 —4.

Una vez preparado, se vierte en placas estériles. Es importante que el medio
alcance en la placa una altura uniforme de 4 mm; extensiones de menor grosor
provocan un aumento de la difusién de las sustancias superficialmente,
correspondiéndoles falsamente mayores zonas de inhibicién; por el contrario, alturas
superiores a 4 mm generan que la sustancia difunda hacia el interior del medio, con

tendencia a estrechar artificialmente las zonas de inhibicién.

El inéculo se ha preparado hasta conseguir que la turbidez del medio sea
equivalente al standar n°0.5 de la escala de Mc Farland, lo que equivale a una
concentracién de 10x10® microorganismos/mL aproximadamente.

La falta de control en la concentracién bacteriana del inéculo (SORIANO, 1976)

puede producir significativas variaciones en el tamafio de las zonas de inhibicion.
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Una vez lograda la turbidez adecuada, sembramos con hisopo estéril la
superficie de una placa de agar de Miieller-Hinton, dejando previamente que la placa
tome la temperatura ambiente y manteniendo la tapa entreabierta para permitir la
evaporacion de cualquier exceso de humedad de la superfie del agar.

A fin de cubrir uniformemente toda la superficie de la placa, se estria con el
hisopo en tres direcciones, dando vueltas sucesivamente a la placa en dngulos de,
aproximadamente, 60°.

Una vez seca, la placa esta lista para la colocacion de los discos impregnados
con las muestras a ensayar. El didmetro de los discos ha sido en todos los casos de
Smm.

Para paliar la influencia de los disolventes en el crecimiento microbiano y, por
tanto, en los halos en inhibicién (MARHUENDA et al., 1985), los discos impregnados
con los productos se llevaron a estufa a 60°C durante 30 minutos. Antes de ser
colocados deben estar a temperatura ambiente.

La colocacion de los mismos se ha hecho manualmente con pinza estéril, a 14
mm del borde de la placa y separdndolos al menos 22mm uno de otro, para evitar
que las zonas de inhibicién se interpongan o se extiendan hasta el margen.

Los discos se presionan suavemente sobre la superficie con la punta de la pinza
para segurar un contacto firme con el agar, cuidando de no moverlos una vez

colocados en su lugar.
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Una vez las placas preparadas convenientemente, para la prueba de la
susceptibilidad se colocan en una incubadora a 37°C durante 18 horas; este es el
periodo en el que la reactividad entre los microorganismos en desarrollo y los
efectos inhibidores de l1a sustancia son 6ptimos, siendo los bordes de las zonas de
inhibicién mas nitidos. Transcurrido el tiempo de incubacién, aparecen las zonas de
inhibicién alrededor de los discos impregnados con las muestras.

Los didmetros de estas zonas se miden cuidadosamente por la parte posterior
de la placa, utilizando una fuente de luz brillante transmitida. Todas las mediciones

se realizan con la aproximacién de 1 mm.

I11.3.9.- Calculo estadistico

Los resultados han sido expresados como la media + el error standard. La
significacién de las diferencias entre los grupos ha sido evaluada mediante el test
de la "t" de Student-Fisher y la significacién del indice "U" de la prueba de Mann-

Whitney.
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IV.RESULTADOS



IV.1. RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS

El peso de los extractos y sus respectivos rendimientos expresados en

porcentaje de droga seca son los siguientes:

Tabla 9
Extracto Peso (g) % (p/p)
Cloroférmico 114.90 11.49
Etéreo 40 4
Acetato de etilo 70.9 7.09
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IV.2. EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO

IV.2.1.- Fraccionamiento cromatografico

La separacién de los diferentes componentes del extracto AcOEt se realizé por
cromatografia en columna de gel de silice. Previamente, se hizo un estudio
cromatografico en capa fina con soporte de silicagel y diversas fases méviles, para
establecer un criterio de seleccién de los eluyentes a emplear, con las mejores

posibilidades de separacion de los componentes de la mezcla.

Partimos de 7 g de residuo seco (r.s.), que una vez disuelto en acetato de etilo,
fue mezclado con gel de silice 0.2-0.5 mm, formando una cabeza que se monto en
una columna de vidrio (120x4cm) empaquetada con silicagel 60 (0.063-0.2 mm). La
elucion se realiz6 con mezcla AcOEt/MeOH/H,0 (80:3:3). Se recogieron 156
fracciones, de aproximadamente 20 mL cada una, que se agruparon de acuerdo a
su comportamiento en CCF. El revelado se realizé con oleum, solucién de AlCl,, asi

como con luz U.V. Los resultados se exponen en la Tabla 10 (Columna A).
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Tabla 10. Fraccionamiento cromatografico del Ext° AcOEt

COLUMNA A
FRACCIONES ELUYENTES OBSERVACIONES
1-11 ACOEt /MetOH/H.O Clorofilas

(80:3:3)

12-15 " Mezclas
16-57 " M1l + Mezclas
58-87 " M1
88-156 " M1 + Mezclas
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IV.2.2. Identificacion del compuesto M1

Reunidas las fracciones 58-87, se llevaron a pequeifio volumen dejandolos a T°
ambiente. Al cabo de un tiempo, se obtuvieron cristales de color amarillo que
fueron purificados por sucesivas recristalizaciones. A este compuesto, le

denominamos "M,".

IV.2.2.1. Resultados

Las fracciones 58-87 de la columna cromatografica A (Tabla10) aporta un Gnico
compuesto por CCF; este compuesto daba positivas las reacciones caracteristicas
de flavonoides. Su identificacién la realizamos por espectroscopia (UV, IR, 'H-RMN

y EM), determinandose también su P.F. (210 °C).
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uv A max. (nm):

MeOH 362, 300., 256
NaOMe 387, 312, 267, 249,
Alcl, 422, 372., 309

AlLCl,/HCl 400, 363, 309

IR 0 max (cm-'), KBr:

3430, 1650, 1590, 1150

IH-RMN (ppm) , (200 MHz, MeOD):
5.22 (1H, d, J=8 Hz)

7.49 (1H,s)

7.40 (1H,d, J=10 Hz)

6.39 (1H,d, J=2 Hz)

6.19 (1H,d, J=2 Hz)

EM (FAB) m/z (%):

480 M

EM (EI) m/z (%):

318 M+

EM (CI) m/z (%):

318 M”
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Compuesto M, (Genina)

La genina se obtuvo por hidrélisis acida a partir de 1.2 mg del compuesto
glicosidico "M " (Apart. llL.3.1).
En la fraccién organica se identificé el flavonol miricetina comparandoio con

una muestra patrén por CCF y 'H-RMN.

Compuesto M, (Cadena azucarada)

El estudio de la cadena azucarada se realizé por CG, utilizando patrones puros.

La solucién acuosa correspondiente al hidrolizado de "M," se concentré a vacio
en Rotavapor a 40 °Cyy se silaniz6 con TRISIL. Las condiciones cromatograficas en
las que se realizé la identificacion figuran en el Apart. ll1.3.2.2.

La Fig.8 muestra el cromatograma obtenido para el hidrolizado de "M," que

coincide con el del patrén Galactosa.
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IV.2.2.2. Discusion de resultados

El espectro U.V. (Fig.3) muestra mdximos de absorcién a | caracteristicas de un
ﬂavonol-3-hidroxi-sustitu.ido. El desplazamiento batocrémico de la banda I, con
descenso manifiesto en la intensidad por adicién de NaOMe, nos indica la presencia
de un sistema 3'4',5-trihidroxilo. Con AICI,/HCI la banda I se desplaza 38 nm,

indicativo de OH libre en la posicién 5 y sustituido en la 3 (MABRY et al., 1970).

Su espectro IR presenta a 3430 cm-' una fuerte absorcién de grupos hidroxilos
libres y a 1650 cm-' la absorcién caracteristica de un grupo carbonilo a,R

insaturado.

Los datos obtenidos del espectro 'H-RMN en metanol (Fig. 4) revelan la
presencia de un protén en 2' del anillo B del flavonoide, correspondiente a un
singlete a 7.49 ppm. Aparece también una sefial a 7.40 ppm del protén en 6' de
dicho anillo. Dos protones arométicos a 6.39 y 6.19 ppm como dos dobletes con
J=2 Hz, que se corresponden, por tanto, con dos protones en posicién meta. A 5.22
ppm se observa un doblete J=8 Hz correspondiente al protén anomérico del

azdcar.

El EM (FAB) (Fig. 5) muestra el i6n molecular y pico base a m/z 430, mientras

que el espectro obtenido por impacto electrénico (El) lo exhibe a 318 (Fig. 6).
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Por otra parte, la genina mediante CCF y 'H-RMN, se identificé con el flavonol
miricetina y el estudio realizado por CG permitié identificar la fraccién azucarada

con la galactosa.

Teniendo en cuenta todos estos datos y consultada la bibliografia, se identificé
el compuesto "M," en estudio con el glicésido 3-O-mono-D-galactésido de la

miricetina (3-GM).

HO

,‘g'i
1‘7°t°
S‘iJ

Figura 2. M, (3-O-mono-D-galactésido de la miricetina)
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Espectro UV del compuesto M,

Figura 3.
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Figura 4. Espectro de 'H-RMN del compuesto M,
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Figura 5. Espectro de Masas (FAB) del compuesto M,
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Figura 6. Espectro de Masas (El) del compuesto M,
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Figura 7. Espectro de Masas (Cl) del compuesto M,
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Fi
igura 8. Cromatograma (CG) del compuesto M, (cadena azucarada)
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IV.2.3. Actividad antiulcerosa gastrica

IV.2.3.1-- Ulcera gastrica aguda inducida por inmovilizacién y fiio.

IV.2.3.1.1.- Resultados

En este modelo experimental, el extracto AcOEt a las dosis ensayadas (62.5,125
y 250 mg/Kg) previno la incidencia ulcerosa de forma estadisticamente significativa,
obteniendo unos valores de indice de ulceracién (IU: 6.50%+1.24, 633+1.27 y
0.45+0.42 mm? que, a la dosis mayor, resultan del mismo rango que Omeprazol
(0.28+0.11 mm?). Para el compuesto flavénico aislado de dicho extracto, 3-
Galactosil Miricetina (3-GM), (25 mg/Kg), el IU obtenido fue de 2.42+0.0 mm?,

(Tabla 11) (Fig. 9).

La admministracion del extracto redujo el porcentaje de estémagos
hemorragicos, mostrindose mds activo el flavonoide, con el que se alcanzé una

reduccién del 100%.

En relacién a la secrecion de moco gastrico, no se observaron incrementos
notables con el extracto en todos los tratamientos ensayados (0.04x0.01,
0.06+0.02, 0.08 +0.01 g) ni con el heterésido (0.10+0.5g) (Fig.11). Sin embargo, se

aprecié, para las diferentes dosis del extracto, un destacado aumento en la
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concentracién de proteinas (4.52+0.78, 4.95+0.78 y 4.10x1.55 mg/mL) y

hexosaminas ( 96.50+9.13, 102.56+1.15 y 119.57+7.79 ug/mL).

El flavonoide tuvo un comportamiento similar, obteniéndose unos resultados
de 234x032 mg/mL y 47.82+157 ug/mL de proteinas y hexosaminas,

respectivamente.

Estos resultados contrastan con los obtenidos tras la administracién de

Omeprazol, que no modifica significativamente el contenido ni la calidad del moco

gastrico (Tabla 12) (Figs.11,12 y 13).
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Tabla 1I.Efecto del Ext® AcOEt, 3~Galactosil Miricetina (3-Gi)

y Omeprazol sobre la Ulcera gastrica aguda inducida por

inmovilizacién y frio.

Tratamiento Namero $EU $EH IU

animales (mm=)
Control 6 100 70 39.16%0.62
Omeprazol 6 50 0 0.28+0.01
10 mg/Kg ++
Exte AcCOEt 6 100 45 6.50x1.24
62.5 mg/Kg ++
Exte AcCOEt 6. 100 47.5 6.33£1.27
125 mg/Kg ++
Exte AcOEt 6 100 50 0.45%0.42
250 mg/Kg ++
3-Galactosil 6 60 0 2.42%0.0
Miricetina ++
25mg/Kg

Test "U"-Mann Whitney : + p<0.05, ++ p<0.01, ns no’significativo

Q.

% EU: Porcentaje de estdmagos ulcerados
% EH: " de estdmagos hemorragicos

IU: Indice de ulceracidn

- 84 -



Figura 9. Efecto del Ext° AcOEt, 3-Galactosil Miricetina (3-GM)
y Omeprazol sobre la Ulcera gastrica aguda inducida por

inmovilizacién y frio (IU).
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Figura 10. Efecto del Ext° AcOEt, 3-GM y Omeprazol sobre la
Ulcera gastrica aguda inducida por inmovilizacién

y frio (%EH).
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Tabla 12. Efecto del Ext°® AcOEt, 3-GM y Omeprazol sobre

la secrecién de moco gastrico y su contenido
glicoproteico en la tuUlcera aguda inducida por

inmovilizacién y frio.

Tratamiento Namero Contenido Proteinas Hexosaminas

animales moco totales

(9) (mg/mL) (Hg/mL)
Control 6 0.07£0.00 0.43+0.03 20.87+2.76
Omeprazol 6 0.05+0.00 0.21+0.06 23.00%2.50
10 mg/kg n.s. n.s. n.s.
Ext2 AcCOEt 6 0.04+0.00 4.52+0.07 96.50%9.13
62.5 mg/kg n.s. * kK * %
Exte AcCOEt 6 0.06x0.00 4.95+0.07 102.56%1.15
125 mg/kg n.s. * KKk * kK
Exte AcOEt 6 0.08+0.01 4.10+0.01 119.57%7.79
250 mg/kg n.s. ’ * %k %k * kK
3-Galactosil 6 0.10+0.00 2.34+0.03 47.82+%1.57
Miricetina n.s. *k ok * %
25 mg/kg
Test "t"-Student: ** p<0.0C05, **¥ p<0.00l , n.s. no significativo
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Figura 11. Efecto del Ext° AcOEt, 3-GM y Omeprazol sobre
la secrecién de moco gastrico en la udlcera aguda

inducida por inmovilizacién y frio.
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Figura 12. Efecto del Ext°® AcOEt, 3-GM y Omeprazol sobre el
contenido de proteinas totales del moco gastrice en

la Glcera aguda inducida por inmovilizacién y frio.
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Figura 13. Efecto del Ext°® AcOEt, 3-GM y Omeprazol sobre el
contenido en hexosaminas del moco gastrico en la

Ulcera aguda inducida por inmovilizacién y frio.
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IV.2.3.1.2.- Discusion de resultados

Los resultados obtenidos tras someter a los animales a un estado de
inmovilizacién y frio muestran, tanto para el extracto AcOEt como para la 3-
Galactosil Miricetina (3-GM), un efecto protector gastrico determinado por los
valores de los IU. Este efecto, a todas las dosis del extracto e incluso del principio
activo aislado, no fue acompafiado de un aumento en la cantidad del moco gastrico
secretado, sin embargo, hubo un destacado incremento en la concentracién de

proteinas totales y hexosaminas.

En la fisiopatologia de la tlcera péptica, el moco gastrico puede considerarse
como un sistema de proteccién que actda debido a sus propiedades fisico-quimicas.
Gracias a la capacidad de las glicoproteinas que lo componen de secuestrar agua
en sus intersticios, se dificulta la retrodifusi6n de iones hidrégeno. También
presenta propiedades lubricantes, manteniendo una permeabi-lidad muy baja a

determinadas moléculas, entre ellas la pepsina (BROOKS, 1985).

Diversos autores demuestran que el estrés produce en el animal de
experimentaciéon un descenso de la secrecién de moco. Por ejemplo, TSUKADA et
al. (1989) estudiaron la sintesis de glico-proteinas y pudieron confirmar que, en
condiciones de tensién emocional, no sélo existe una menor sintesis de sus

componentes, sino que ademds varfa su calidad, afectindose la traslacién, acilacién
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y glicosilacién de los péptidos ribos6micos. En consecuencia, podriamos considerar
la alta riqueza en proteinas y hexosaminas como uno de los factores implicados en
la gastro-proteccién inducido por el extracto flavénico. En este sentido, resultados
similares se han obtenido con otras fracciones de naturaleza flavénica aisladas de

diferentes especies vegetales (ALARCON DE LA LASTRA et al., 1993, 1994).

IV.23.2. Ulcera gastrica aguda inducida por ligadura de piloro.

IV.2.3.2.1. Resultados

La administracién oral del extracto AcOEt (62.5, 125 y 250 mg/mL) redujo
significativamente la superficie ulcerada, observindose una relaciéon dosis-efecto
(13.87+0.81 mm? 5.25+1.60 y 2.04+0.7, mm?. Para el compuesto flavénico
mayoritario, aislado de dicho extracto, 3-Galactosil Miricetina (25 mg/Kg), el IU

obtenido fue de 4.20+1.25 mm?* (Tabla 13 ) (Fig. 14)

En todos los casos, con extracto y flavonoide, se aprecia una reduccion
notable en los valores de pepsina (11.94+1.22, 13.08£0.45 y 14.57+7.20 mg/mL)
en relaciéon al control (29.7+2.3 mg/mL) (Tabla 14) (Fig 17); sin embargo, no
modificaron el volumen de jugo géstrico ni los valores de acidez de forma

estadisticamente significativa (Figs. 15 y 16).
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Tabla 13. Efecto del Ext° AcOEt, 3~GM y Omeprazol sobre
las lesiones vy volumen de jugo gastrico en

la dlcera aguda inducida por ligadura de piloro.

Tratamiento Namero %EU IU Volumen
animales ) jugo gastrico
(mm-~) (mL)
Control 6 100 50.87+2.01 5.58+0.55
Omeprazol 6 50 0.66*0.40 5.55+0.20
10 mg/Kg ++ n.s.
Exte AcOEt 6 100 13.87+0.81 6.10+0.09
62.5 mg/Kg + n.s.
Ext? ACOEt 6  83.3 5.25¢1.60  6.91%0.13
125 mg/Kg ++ *
Exte AcOEt 6 66.6 2.04+0.7 7.56%x0.52
250 mg/Kg ++ *
3-Galactosil 6 100 4.20%1.25 7.62+0.47
Miricetina. ++ *
25 mg/Kg.
Test "U"-Mann Whitney : + p<0.05, ++ p<0.0l, ns no significativo

Test "t"-Student: * p< 0.05, ns no significativo

e
=
(=]
"

Porcentaje de estémagos ulcerados

IU= Indice de ulceracidn
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Figura 14. Efecto del Ext° AcOEt, 3-GM y Omeprazol sobre la

Ulcera gastrica

de piloro (1U).
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Figura 15 .Efecto del Ext°® AcOEt, 3-GM y Omeprazol socbre el
volumen de jugo gastrico en 1la uUlcera aguda

inducida por ligadura de piloro.
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Tabla 14. Efectos del Ext° AcOEt, 3-GM Yy Omeprazol sobre la
acidez y secrecién de pepsina en la ulcera gastrica

aguda inducida por 1ligadura de piloro.

Tratamiento NGmero Acidez Pepsina
animales total

(mEq/L) (mg/mL)
Control 6 44.20£0.75 29.70+2.30
Omeprazol 6 - 21.80%0.35 15.00£0.90
10mg/Kg * *
Ext2e AcOEt 6 38.10+0.20 11.94+1.22
62.5 mg/Kg n.s. *
Exte AcOEt 6 39.10+0.73 13.08+0.45
125 mg/Kg n.s. | *
Exte AcOEt 6 29.01+0.48 14.57+0.72
250 mg/Kg n.s. %*
3-Galactosil 6 30.94+0.92 15.59+1.11
Miricetina n.s. *

Test "t"-Student: * p< 0.05, ns no significativo
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Figura 16. Efecto del Ext° AcOEt, 3-GM y Omeprazol sobre la
acidez del jugo gastrico en la ulcera aguda inducida

por ligadura de piloro.
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Figura 17. Efecto del Ext°® AcOEt, 3-GM y Omeprazol sobre el

contenido en pepsina en la uUlcera aguda inducida

por ligadura de piloro.

Pepsina -
3G
(mg/mL)
25
20
3
s
£
-~
U control Omeprazol Ext® AcOEt (mg/Kg) 3-
10 mg/Kg 62.5 125 250 25 mg/Kg

- 98 -



IV.23.2.2. Discusiéon de resultados

En el método de Shay, los mecanismos implicados en la produccién de las
lesiones son, entre otros, la autodigestion y distensién de la mucosa por el
contenido gastrico como consecuencia de la ligadura, las alteraciones vasomotoras
causadas directamente por el trauma pilérico y el incremento, tanto de la actividad
vagal que conduce a una hiperclorhidria como de la desgranulacién mastocitaria
(BRODIE, 1966). Por todo ello, este modelo experimental es til para investigar
elementos ulcégenos tan relevantes como la secreciéon de dcidos y enzimas
proteoliticas (pepsina). De éstos, el dcido tiene mayor importancia, ya que la
actividad de las enzimas proteoliticas no deja de estar condicionada al pH del

medio.

En este caso, el extracto AcOEt y el compuesto 3-Galactosil Miricetina, 3-GM,
presentan - actividad antiulcerosa que no parece ser debida a mecanismos
dependientes de la secrecion gastrica, ya que no viene acompaiiada de una

reduccién paralela de la acidez gastrica ni del volumen de jugo gdstrico.
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IV.23.3. Ulcera gastrica aguda inducida por etanol absoluto

IV.2.3.3.1.- Resultados

Los valores obtenidos para el efecto protector del Ext® AcOEt sobre la lesion
gastrica inducida por etanol absoluto se muestran en la Tabla 15. La ingestién de
1 mL de alcohol absoluto en los animales que recibieron tratamiento, no indujo
efectos ulcerativos de cuantia tras el pretratamiento con las dosis superiores del
extracto (125, 250 mg/Kg) ni con el firmaco de referencia, consiguiéndose unos
indices de ulceracién de 112.48+20.81 mm?, 95.40+16.72 y 52.77+13.00 mm?,

respectivamente (Fig. 18).

Los grupos tratados no aumentaron la cantidad de moco gastrico
significativamente (0.57+0.95, 0.51+1.40 y 0.45+0.03, g), ni la concentracion total
de hexosaminas (59.04%4.09, 60.02+4.13 y 63.76+3.21, ug/mL) del mismo, en
comparacién con el control (0.55+0.18 g y 66.97+3.50 ug/mL). No obstante, hubo
un aumento en la concentracién de proteinas en todos los grupos que recibieron

tratamiento (Tabla 15) (Figs. 19, 20 y 21).
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Tabla 15 . Efecto del Ext® AcOEt y Carbenoxolona sobre
las 1lesiones gastricas, secrecién de moco Yy su
contenido glicoproteico en la llcera aguda

inducida por etanol absoluto.

Trata- Numero IU Contenido Proteinas Hexosaminas
miento animales moco totales

(ram®) (@) (mg/mL) (pg/mL)
Control 10 305.60%6.70 0.55+0.01 5.74%0.6 66.97+3.50
Carbenoxolona 10 52.77+1.30 1.02+0.03 11.03%1.2 73.0615.42
80mg/Kg ++ *% * ¥ ko
Ext® AcOEt 6 198.98+2.08 0.57+0.09 7.86+0.53 59.04%4.09
62.5 mg/Kg n.s. n.s. * n.s.
Ext® AcOEt 6 112.48+2.08 0.51+0.14 7.38+0.42 60.02+4.13
125 mg/Kg + n.s. * n.s.
Ext® AcOEt 6 95.40+1.67 0.45%0.03 7.931+0.31 63.76+3.21
250 mg/Kg + n.s. * n.s.

Test "U"-Mann Whitney : + p<0.05, ++ p<0.01, ns no significativo

Test "t"-Student: * p< 0.05, ** p<0.005, ns no significativo

IU: Indice de ulceracién
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Figura 18. Efecto del Ext° AcOEt sobre la ulcera provocada por

etanol absoluto (IU).
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Figura 19. Efecto del Ext® AcOEt sobre el contenido en moco

gastrico en la Ulcera provocada por etanol abso-

luto.
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Figura 20. Efecto del Ext° AcOEt sobre el contenido en proteinas
totales del moco gastrico en la Glcera provocada

por etanol absoluto.
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Figura 21. Efecto del Ext°® AcOEt sobre el contenido en

Hexosa-
minas

(Bg/mL)

hexosaminas del moco gastrico en la tulcera

provocada por etanol absoluto.
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IV.23.3.2. Discusion de resultados

Al evaluar la accién antiulcerosa del extracto AcOEt frente al modelo de dlcera
experimental inducida por la administracién oral de etanol absoluto, se observa
una clara actividad, ya que tras el pretratamieto con las dosis superiores ensayadas
(125, 250 mg/Kg), se inhibe la ulceraciéon de manera significativa. En este caso, los
resultados obtenidos nos inclinan a descartar el prota-gonismo del moco gastrico
en el mecanismo gastroprotector.

La aplicacién tépica de etanol absoluto, icidos, bases fuertes o soluciones
hipertdnicas, promueve lesiones severas con descamacién de ldminas enteras de
células superficiales. Las lesiones pueden ser inducidas aparentemente por el efecto
directo de penetracion en el tejido estomacal y/o moduladas, indirecta-mente, por
1a liberacion de productos vasoactivos de los masto-citos y otros tejidos o células
sanguineas (DATES et al., 1988). Estos ulcégenos incrementan {a permeabilidad de
la mucosa gastroduodenal a los iones y macromoléculas, aumentando la
retrodifusién de hidrogeniones y la concentracién luminal de sodio; el daiio
gdstrico se hace entonces muy extenso y profundo (SZABO et al., 1990). La duracién
de la exposicién repercute en la lesién de las células parietales y principales,
descendiendo el flujo nutricio-mucoso; la isquemia resultante, induce a la

acumulacion de radicales libres de oxigeno (RLO) (GLAVIN et al., 1992).
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IV.2.4.- Actividad sobre la permeabilidad vascular

IV.2.4.1 .- Resultados

Los resultados obtenidos (Tabla 16) (Figs. 22 y 23) muestran el efecto de la
administracion de diferentes dosis del Ext® AcOEt (62.5 a 500 mg/Kg) e
Indometacina (5 mg/Kg) sobre el incremento de la permeabilidad vascular inducido
por el mediador histamina (50 ug). Los porcentajes de reduccién o inhibicién
(47.1£2.11, 545+1.92 y 84.0+1.93) son superiores al del patrén utilizado

(27.3%1.41).

IV.2.4.2 - Discusion de resultados

En el ensayo sobre la permeabilidad vascular del extracto AcOEt se pone de
manifiesto una marcada actividad, dosis-dependiente, frente al mediador
proinflamatorio histamina; este efecto implica una mejora de la microcirculacion
en las alteraciones funcionales histaminérgicas, que podria contribuir al efecto

antiulceroso de dicho extracto.
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Tabla 16. Efecto del Ext° AcOEt sobre el incremento de la

permeabilidad vascular inducido por histamina.

Tratamiento Namero de Azul de Evans %Inhibicidn
animales {(Hg/mL)

Control 10 8.81+0.26 0.0

Indometacina 5 6.40%0.12 27.3

Smg/Kg

Exte AcOEt 5 . 7.14%20.16 18.7

62.5 mg/Kg *kk

Exte AcOEt 5 4.67+0.19 47.1

125mg/Kg * kK

Exte AcCOEt 5 3.71+0.15 54.5

250mg/Kg * Kk

Exte AcOEt 5 1.42+0.17 84.0

500mg/Kg *kx

Test "t"-Student: * p< 0.05, ** p<0.005, ns no significativo

** p<0.001
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Figura 22. Efecto del Ext° AcOEt sobre el incremento de la
pPermeabilidad vascular inducido por histamina.
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Figura 23. Efecto del Ext° AcOEt sobre el incremento de la
permeabilidad vascular inducido por histamina.
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IV.2.5. Actividad sobre radicales libres

Es un hecho, que a nivel celular los RLO provocan alteraciones importantes que
pueden desencadenar la muerte de la célula, ya que por su extrema reactividad
atacan sus consti-tuyentes fundamentales tales como acidos nucleicos, proteinas
o lipidos. También inducen la peroxidacién de los lipidos de membrana lo que
da origen a la formacion de toda una serie de compuestos t6xicos, tales como

epoxidos, aldehidos y nuevos radi-cales libres (DE LA CRUZ et al., 1990).

La heterogeneidad de las actividades antioxidantes de flavonoides han sido
puestas de manifiesto en diferentes estudios (IIO et al., 1985), (FRAGA et al., 1987),
(ROBAK et al., 1988), (MEUNIER et al., 1989), (GRUPE, 1991), (NEGRE-SALVAIRE et al.,
1991) (LAMAISON et al., 1993). Comprobada la actividad antiulcerosa de nuestros
extractos flavénicos, y dado que las lesiones ulcerosas se consideran como el
resultado de la agresién de los radicales originados por los neutréfilos infiltrados
en la mucosa digestiva (BARBERA, 1994), hemos valorado la actividad
antirradicalaria determinando la concentracion eficaz 50% (CE;,) frente a 1,1-difenil-

2-picrilhidracil (DPPH).
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IV.2.5:1.- Resultados

Para expresar los resultados, (Tabla 17) hemos aplicado la recta de regresion
a los valores comprendidos entre 13 y 86%, calculando los valores medios (M,) para
el conjunto de las determinaciones de cada extracto, y las desviaciones standard

correspondientes (5, ,), de manera que se aprecie la dispersién de los mismos.
La absorbancia de la solucién de DPPH a la concentracion de 6x10°, en

metanol, fue 0,747.

La CE,, del extracto AcOEt resulté ser 7.03 ug/mL.
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Tabla 17. Actividad antiradicalaria "in vitro" del Ext° AcOEt

sobre DPPH.

Dosis DO % Reduccidn DO
Hg/mL M, o,
20 0.049 0.049 0.050 93.40 0.07
18 0.053 0.054 0.056 92.73 0.20.
16 0.059 0.060 0.060 92.01 0.07.
14 0.100 0.101 0.102 86.48 0.13
12 0.117 0.118 0.118 84.25 0.08.
10 0.237 0.235 0.238 68.32 0.20.

8 0.304 0.302 0.302 59.48 0.16.

6 0.385 0.386 0.388 48.28 0.20.

4 0.506 0.504 0.502 32.53 0.27.

2 0.647 0.650 0.645 13.34 0.34.

DO = Densidad déptica de las diferentes muestras.

CE;,, = 7.03 pg/mL
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IV.2.5.2.- Discusion de resultados

El extracto AcOEt muestra una potente actividad anrirradicalaria frente al
DPPH, comparable a la del acido ascorbico que, en las mismas condiciones, tiene

una CE;, = 2.7 ug/mL (LAMAISON et al. , 1988; 1993)

El contenido de este extracto en flavonoides, y especialmente en 3-galactosil-
miricetina (componente mayoritario del mismo), puede justificar el resultado
obtenido, ya que en flavonas y flavonoles, la actividad antiradicalaria se ve
influenciada favorablemente por el doble enlace 2-3 y por los hidroxilos en 5y 7
del anillo A, asi como por el niimero de estos grupos sobre el nicleo B (anillo del
cinamoil) (BAHORUN et al., 1994), no afectindose por la glicosilacion de C;

(CILLARD et al., 1988).
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IV.3. EXTRACTO ETEREO

IV.3.1. Fraccionamiento cromatografico

La separaciéon de los diferentes componentes del extracto etéreo (10 g) se

realizé por cromatografia en columna de gel de silice (0.063-0.2 mm).

Los eluyentes utilizados han sido mezclas de acetato de etilo, metanol, agua

(80/1/1) (80/5/5).

Se recogieron 137 fracciones de, aproximadamente, 15 mL cada una, que se
agruparon de acuerdo a su comportamiento en CCF. El revelado se realizé con
Oleum y solucién de AlCl,. Esta cromatografia general se resume en la Tabla 18 y

la hemos denominado columna B.
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Tabla 18. Fraccionamiento cromatografico del Ext°® Etéreo.

Columna B

FRACCIONES ELUYENTES OBSERVACIONES

1-26 AcOEt /MetOH/H.O Mezclas
(80:1:1)

27-43 " Mezclas

44-69 " Mezclas

70-84 AcOEt /MetOH/H,0 Mezclas
(80.5:5)

85-137 " Mezclas
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Las fracciones 27-43 (1.7g), por su riqueza en flavonoides, fueron
recromatografiadas en columna de gel de silice, utilizando como eluyente
cloroformo/metanol de polaridad creciente. Se recogieron 192 fracciones cuyos

resultados figuran en la Tabla 19, denominada columna B,.

Las cromatografias correspondientes en capa fina pusieron de manifiesto en las
fracciones 41-70 la presencia de un solo compuesto "M," y en las fracciones 84-120
otro que llamamos "M;".

Reunidas las fracciones 41-70 y 84-120 de la columna B,, se llevaron a pequefio
volumen dejandose a la temperatura ambiente. Al cabo de un tiempo se obtuvieron

en ambos casos cristales amarillos, correspondientes a los productos puros

denominados "M," y "M;".
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Tabla 19.Fraccionamiento cromatografico del Ext° Etéreo

Columna Bl

FRACCIONES ELUYENTES OBSERVACIONES

1-40 HCCl,/MetOH Mezclas
(9:1)

41-70 " M,

71-83 " Mezclas M.+M,

84-120 " M,

121-192 HCCl,/MetOH M.+Mezclas
(8:2)

- 118 -



IV.3.2. Identificacion del compuesto M,

IV.3.2.1. Resultados

El compuesto "M," cristaliza en la mezcla cloroformo/metanol (fracciones 41-
70) y da positiva la prueba de SHINODA (1928). Realizamos su identificacién por

espectroscopia UV, 'H-RMN y EM.

uv A max. (nm):
MeCH 371, 296, 255
NaOMe 330,4..., 243
NaOAc 390, 272

NaOAc/H,BO, 387, 303.., 259
Alcl, 453, 270
AlC1,/HCl 429, 361, 301, 265

TH-RMN (ppm) , (200 MHz, MeOD):
6.17 (1H, s, H-6)

6.38 (1H, s, H~8)

6.89 (1H, dd, J=8.7, H-5")
7.42 (1H, dd, J=8.7, H-6")
7.72 (1H, dd, J=0, H-27)
EM m/z (%):

302 M
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IV.3.2.2.- Discusion de resultados

El espectro UV del compuesto "M," (Fig.25) presenta maximos de absorcion a
A de 371 y 255 nm, cc;rrespondientes a un flavonol.

Los cambios experimentados en la absorcion con MeONa, medidos
inmediatamente y después de intervalos diferentes de tiempo, indican la presencia
de agrupamiento dlcali sensible (3,37,4" hidroxilos libres).

La adicién de AcONa, AcONa/BO,H,, Cl,Al y Cl,/CIH seglin MABRY et al. (1970)

nos permiten deducir la existencia de hidroxilos libres en C; y C;

Las sefiales del espectro 'H-RMN del compuesto "M," en metanol (Fig. 26)
corresponden a cinco protones aromaticos en posiciones 2°,57,67, 6 y 8 del anillo

flavonoide.

Por otra parte, los espectros de masas obtenidos mediante impacto electrénico
(El) y por ionizacién quimica (CI) (Figs. 27 y 28) nos revelaron un PM de 302 para

dicho compuesto.
Todos estos resultados identificaban al compuesto "M," con el flavonoide

3,5,7.3”,4" hidroxiflavona o quercetina, descrito con anterioridad para esta especie

por AUMENTE (et al., 1988).
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Figura 25. Espectro UV del compuesto M,
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Figura 26. Espectro de

'H-RMN del compuesto M,
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Figura 28. Espectro de Masas

(CI) del compuesto M,
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IV.3.3. Identificacion del compuesto M,

IV.33.1. Resultados

Este compuesto se obtiene de las fracciones 84-120 de la co-lumna B,
procedente del extracto etéreo.
El compuesto cristalizado, de color amarillo, di6 positiva la prueba de SHINODA

(1928). Se identificé6 por espectroscopia UV, 'H-RMN y EM.

uv Amax. (nm):
MeOH 376, 260, 252
NaOMe 320,..., 285
NaOAc 334,..., 327, 269

NaOAc/H,BO, 390,330,280
alcl, 450, 310, 269

Alcl,/HCl1 431, 360, 310, 266

1H-RMN (ppm) , (200 MHz, MeOD):
6.17 (1, d , J=1.9, H-6)
6.37 (1H, d , J=1.9, H-8)
7.33 (2H, s, J=2" y H-6")
EM m/z (%):

318 M
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IV.3.3.2.- Discusién de resultados

El ‘espectro UV del compuesto M; (Fig.30) presenta maximos de absorcién
a A o de 376 y 252 nm, caracteristicos de un flavonol.
La adicién de los reactivos MeONa, AcONa, AcONa/H,BO,, Cl,Al y CL,Al/HCI segtin

MABRY et al. (1970) nos pone de manifiesto -OH libres en C,, C;, C,, C;, C,-, C;-.

Las sefiales del espectro 'H-RMN del compuesto M; en metanol (Fig. 31)

corresponden a cuatro protones aromdticos en 6, 8, 2" y 6°.

Los espectros de masas obtenidos mediante impacto electrénico (El) y por
ionizacién quimica (Cl) (Figs. 32 y 33) revelaron un Pm de 318 para dicho

compuesto.

Por todos estos resultados obtenidos se puede deducir, consultada la
bibliografia, que la estructura del compuesto corresponde a 3,5,7,3",4°,5" hidroxi
flavona o miricetina, descrito anteriormente para esta especie por AUMENTE et

al.(1988).
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Figura 29. 5, 7, 3°,4°,5° hidroxiflavona o miricetina
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Figura 30. Espectro UV del compuesto M,
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Figura 31. Espectro de 'H-RMN del compuesto M,
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Figura 32. Espectro de Masas (EI) del compuesto M,
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IV.3.4. Actividad antiulcerosa gastrica

IV.3.4.1. Ulcera gastrica aguda inducida por inmovilizacion y frio

IV.3.4.1.1. Resultados

En este modelo experimental los animales tratados con el extracto flavénico
etéreo presentaron una marcada reduccién en la incidencia y severidad de las
lesiones, disminuyendo estadisticamente los indices de ulceracién (0.75x0.28,
0.70%0.48 y 0.62+0.32 mm?) con respecto al control (39,16+6.24 mm?), si bien no
se observé una clara relacién dosis-efecto. Estos valores fueron ligeramente
superiores a los conseguidos tras la administracién de Omeprazol. Con respecto al
porcentaje total de estémagos ulcerados (% EU) no se apreciaron diferencias entre

los grupos de animales que recibieron tratamiento (Tabla 20) (Figs. 34 y 35).

En relacién a la secrecién de moco gastrico, no se observaron incrementos
notables en todos los tratamientos ensayados; sin embargo, si se aprecié un
significativo aumento en la concentracién de proteinas totales (1.33+0.22,
1.34+039 y 1.54+0.10 mg/ml) y hexosaminas (51.73+6.76, 80.71+£2.88 y

84.63+1.41, ug/mL) (Tabla 21) (Figs. 36, 37 y 38).
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Tabla 20. Efecto del Ext® Etéreo y Omeprazol sobre la ulcera

gastrica aguda inducida por inmovilizacién y frio

Tratamiento Namero % EU % EH 10

animales (mm~)
Control 6 100 70 39.16+0.62
Omeprazol 6 50 0 0.28+0.01
10 mg/Kg ++
Ext2 Etéreo 6 50 44.5 0.75+0.02
62.5 mg/Kg ++
Exte Etéreo 6 50 37.3 0.70+0.04
125 mg/Kg ++
Ext2 Etéreo 6 50 20.2 0.62+x0.03
250 mg/Kg ++

Test "U"-Mann Whitney : ++ p<0.01

o

o

IU: Indice de ulceraciédn.
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Figura 34. Efecto del Ext°® Etéreo sobre la tulcera

provocada por inmovilizacién y frio (IU).
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Figura 35. Efecto del Ext° Etéreo sobre la llcera provocada por

inmovilizacién y frio ($EH).
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Tabla 21. Efecto del Ext® Etéreo y Omeprazol sobre la secrecién
de moco gastrico y su contenido glicoproteice en la

Ulcera aguda inducida por inmovilizacién y frio.

Tratamiento Nameroc Contenido Proteinas Hexosaminas

animales moco totales
(9) (mg/mL) (pg/mL)
Control 6 0.07+£0.00 0.43+0.03 20.87+2.76
Omeprazol 8 0.05+0.00 0.21+0.06 23.00+2.50
10 mg/kg * n.s. n.s.
Exte Etéreo 6 0.08+0.01 1.33%0.22 51.73+6.76
62.5 mg/kg n.s. *% * %
Exte Etéreo 6 0.08+0.01 1.34+0.39 80.71+2.88
125 mg/kg n.s. ‘** *
f
I
Ext?e Etéreo 6 0.08+0.01 1.5&:0.10 84.63+1.41
250 mg/kg n.s. * kK *x

Test "t"-Student:

* p< 0.05, ** p<0.005, *** p<0.001 , ns no significativo
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Figura 36. Efecto del Ext° Etéreo sobre el contenido en moco

gastrico en la ulcera provocada por inmovilizacién

vy frio.
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Figura 37. Efecto del Ext° Etéreo sobre el contenido en
proteinas totales del moco gastrico en la

Glcera provocada por inmovilizacién y frio.
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Figura 38. Efecto del Ext°® Etéreo sobre el contenido en
hexosaminas del moco gistrico en 1la tulcera

pProvocada por inmovilizacidén y frio.
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IV.3.4.1.2. Discusioén de resultados

En la dlcera gastrica por inmovilizacién y frio, los animales tratados con el
extracto flavénico etéreo presentan una marcada reduccion de la incidencia y
severidad de las lesiones, disminuyendo estadisticamente los IU, siendo similares
a los obtenidos con Omeprazol. Asi mismo, con todas las dosis del extracto,
aunque no se consiguen incrementos significativos en la cantidad de moco, si se
aprecia un aumento destacado del contenido glicoproteico, comportamiento similar

al obtenido con el extracto AcOEt.
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IV.3.4.2. Ulcera gastrica aguda inducida por ligadura de piloro

IV.3.4.2.1. Resultados

En el modelo experimental de tlcera aguda inducida por ligadura de piloro,
todos los grupos de animales tratados con el extracto presentaron el 100% de
estémagos ulcerados; sin embargo, todas las dosis ensayadas del extracto etéreo
(62.5, 125 y 250 mg/Kg) muestran efectos antiulcerogénicos, disminuyendo
significativamente los IU (17.66+2.06, 8.08+1.26 y 4.25+1.29 mm?, con respecto
al control (50,87+2.01 mm?, aunque con menor eficacia que el patrén utilizado
(0.66+£0.40 mm? (Tabla 22) (Fig. 39). Asi mismo, no se observé un efecto
antisecretor al no disminuir estadisticamente la acidez del jugo gastrico (Fig. 41).
Légicamente, tras la administracién de Omeprazol se observé un efecto inhibidor
de la secrecién de acido. Sin embargo, la concentracién de pepsina decrecié en

todos los grupos sometidos a tratamiento (Tabla 23), (Fig 42).
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Tabla 22. Efecto del Ext° Etéreo y Omeprazol sobre las
lesiones y volumen de jugo gastrico en la ulcera

aguda inducida por 1ligadura de piloro.

Tratamiento Namero %EU 1U Volumen
animales ‘ jugo géastrico

(mm-) (mL)
Control 6 100 50.87+2.01 5.58+0.55
Omeprazol 6 50 0.66+0.40 5.55*0.20
10mg/Kg ++ n.s.
Exte Etéreo 6 100 17.66%2.06 6.41+0.20
62.5 mg/Kg + n.s.
Exte Etéreo 6 100 8.08%1.26 6.28+0.16
125 mg/Kg ++ n.s.
Exte Etéreo 6 100 4.25+1,29 7.56%0.62
250 mg/Kg ++ *

Test "U"-Mann Whitney : + p<0.05, ++ p<0.0l, ns no significativo

Test "t"-Student: * p< 0.05, ns no significativo

% EU: Porcentaje de estdémagos ulcerados

IU: Indice de ulceracién.
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Figura 39. Efecto del Ext° Etéreo sobre 1la Ulcera provocada

por ligadura de piloro (IU).
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Figura 40. Efecto del Ext° Etéreo sobre el volumen de jugo

gastrico provocada por 1ligadura de piloro.
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Tabla 23. Efecto del Ext° Etéreo y Omeprazol sobre la acidez y
secrecidén de pepsina en la Ulcera gastrica aguda

inducida por 1ligadura de piloro.

Tratamiento Namero Acidez Pepsina
animales
(mEg/L) (mg/mL)
Control 6 44.20+0.75 29.70+£2.30
Omeprazol 6 21.80+0.35 15.00+£0.90
10mg/Kg * *
Ext? Etéreo 6 34.92+0.49 11.94+0.01
62.5 mg/Kg n.s. *
Exte Etéreo 6 36.26%0.69 15.46+0.00
125 mg/Kg n.s. | *
!
l
Exte Etéreo 6 30.3020.79 14.33+1.98
250 mg/Kg n.s. *

Test "t"-Student: * p< 0.05, ns no significativo
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Figura 41. Efecto del Ext° Etéreo sobre la acidez del jugo

gastrico provocada por ligadura de piloro.
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Figura 42. Efecto del Ext° Etéreo sobre el contenido en pepsina
del jugo gastrico en la ulcera provocada por

ligadura de piloro.
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IV3.4.2.2. Discusion de resultados

El extracto etéreo, a todas las dosis ensayadas previene la ulcerogénesis, si
bien, con menor eficacia que el AcOEt. Este efecto protector, como para el caso del
AcOEt, tampoco viene acompaiiado de una reduccién paralela de la acidez ni del
volumen gastrico. En consecuencia, estos resultados sugieren mecanismos

antiulcerosos diferentes a los antisecretores.
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IV3.43. Ulcera gastrica aguda inducida por etanol absoluto

IV.3.4.3.1. Resultados

En este modelo experimental tnicamente se mostraron efectivos los
tratamientos con 250 mg/Kg de extracto, al disminuir considerablemente el indice
de ulceracién (55.80+14.65 mm?. Con el resto de las dosis ensayadas, los U
obtenidos, aunque fueron inferiores al control, no resultaron estadisticamente
significativos (Fig. 43). En relacién a la cantidad de moco gdstrico, no se observé
aumento destacado del mismo, ni tampoco de su contenido glicoproteico con

todas las dosis ensayadas del extracto (Tabla 24),(Figs. 44, 45 y 46).
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Tabla 24.

lesiones gastricas,

Efecto del Ext°

Etéreo vy

Carbenoxolona

sobre

las

secrecidén de moco y su contenido

glicoproteico en la uUlcera aguda inducida por etanol

absoluto.

Trata- Numero IU Contenido Proteina Hexosaminas
miento animales moco totales

(mm?) (q) (mg/mL) (ng/mr)
Control 10 305.60+6.70 0.551+0.01 5.7410.60 66.97+£3.50
Carbenoxo- 10 52.77+1.30 1.02+£0.03 11.03%x1.20 73.0615.42
lona +4 * % * % *k
80mg/Kg
Ext® Etéreo 6 199.00+2.81 0.70+0.25 6.88t0.43 55.04+4.80
62.5 mg/Kg n.s. n.s. n.s. n.s.
Ext° Etéreo 6 151.40+2.14 0.6110.35 6.9210.51 57.63t5.79
125 mg/Kg n.s. n.s. n.s. n.s.
Ext® Etéreo 6 55.80+1.46 0.521+0.07 5.0310.42 65.6713.79
250 mg/Kg ++ n.s. n.s. n.s.

Test "U"-Mann Whitney :

Test

"t"-Student:
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Figura 43. Efecto del Ext° Etéreo sobre la Ulcera provocada

por etanol absoluto (IU).
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Figura 44. Efecto del Ext° Etéreo sobre el contenido en moco

gastrico en la dUlcera provocada por etanol
absoluto.
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Figura 45. Efecto del Ext° Etéreo sobre el contenido en

proteinas totales en la Glcera provocada por

etancl absoluto.
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Figura 46. Efecto del Ext° Etéreo sobre el contenidc en
hexosaminas en la dlcera provocada por

etanol absoluto.
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IV.3.43.2. Discusion de resultados

En la dlcera aguda inducida por etanol absoluto, tinicamente la dosis superior
del extracto (250 mg/Kg animél) previno la incidencia ulcerosa.

No puede establecerse relacion directa entre peso de mocofcontenido
glicoproteico y proteccién gastrica.

Pudiera ser que la posible actividad antioxidante del extracto etéreo
participara activamente en el reforzamiento de los mecanismos fisiolégicos

mucosales defensivos.
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IV.3.5. Actividad sobre la permeabilidad vascular

IV3.5.1. Resultados

Los resultados obtenidos con el Extracto Etéreo nos ponen de manifiesto que
las dosis superiores (250 y 500 mg/Kg) reducen significativamente el incremento de
la permeabilidad vascular inducido por el mediador histamina (37.13+1.28 %y

57.83%2.68 %) (Tabla 25) (Figs. 47 y 48).
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Tabla 25. Actividad del Ext°

Etéreo sobre el incremento de

permeabilidad vascular inducido por histamina.

Tratamiento Namero de Azul de Evans $Inhibicidén
animales (Hg/mL)

Control 10 8.81+0.26 0.0

Indometacina 5 6.40£0.12 27.3

5 mg/Kg

Exte Etéreo 5 8.21+0.10 6.62

125 mg/Kg n.s.

Exte Etéreo 5 5.54+0.11 37.13

250 g/Kg * %k

Exte Etéreo 5 3.72+0.24 57.83

500mg/Kg * ok k

Test "t"-Student: ** p<0.005, ns no significativo

** p<0.001
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Figura 48. Efecto del Ext° Etéreo sobre el incremento de la
permeabilidad vascular inducido por histamina.
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IV.3.5.2. Discusiéon de resultados

El efecto vasoprotector del Extracto Etéreo, conseguido frente al incremento
de la permeabilidad vascular por histamina, no muestra una clara relacién dosis-
efecto, observindose una menor actividad que la obtenida con el extracto AcOEt

anteriormente estudiado, en el que 250 mg/Kg producen una inhibicién de 54.5%.
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IV.3.6. Actividad sobre radicales libres

IV.3.6.1. Resultados

Para expresar los resultados (Tabla 26) hemos aplicado la recta de regresion a
los valores comprendidos entre 12y 86 %, calculando los valores medios (M,) para
el conjunto de las determinaciones de cada extracto y las desviaciones standard
correspondientes (5, ,), de manera que se aprecie la dispersion de los mismos.

La absorbancia de la solucién de DPPH a la concentracién de 6x10°, en
metanol, fue 0,747.

La CE,, para el extracto Etéreo resultd ser 9.72 ug/mL .
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Tabla 26. Actividad antiradicalaria in vitro del Ext°® Etéreo

sobre DPPH.

DO %$Reduccidén DO

Dosis
Hg/mL M, -
20 0.080 0.080 0.078 89.38 0.16
18 0.101 0.104 0.100 86.39 0.28
16 0.167 0.169 0.165 77.64 0.26
14 0.222 0.223 0.225 70.10 0.20
12 0.287 0.287 0.289 61.49 0.16
10 0.346 0.344 0.346 53.77 0.16
8 0.422 0.422 0.424 43.46 0.08
6 0.491 0.489 0.492 34.32 0.20
4 0.576 0.575 0.578 22.85 0.20
2 0.660 0.658 0.658 11.82 0.15

DO= Densidad déptica de las diferentes muestras

CE,, = 9.72 npg/mL
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IV.3.6.2. Discusién de resultados

El Extracto Etéreo posee una actividad antioxidante frente a DPPH ligeramente
inferior a la del Extracto AcOEt, pero comparable también a la del 4cido ascérbico
(2.7 pg/mL).

Su riqueza en flavonoides puede conferirle estas propiedades, ya que, si bien a
estos compuestos en general se les atribuye actividad antirradicalaria, los mas
activos son los flavonoles (CILLARD et al., 1988), especialmente aquellos con
sustituyentes en 5 y 7 del anillo A (BAHORUN, 1994), en 3', 4’ del anillo B y, sobre
todo, con tres grupos hidroxilos en posiciones 3', 4, 5' (LARSON, 1988); asi, tanto
quercetina como miricetina, presentes en el extracto Etéreo, muestran actividad a
muy bajas concentraciones en diferentes sistemas in vitro (SALAH, et al.,

1985)(LARSON, 1988)(TOREL et al., 1986) (FRAGA et al., 1987)(ALCARAZ et al., 1991).
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IV.4. EXTRACTO CLOROFORMICO

IV.4.1. Fraccionamiento cromatografico

El extracto cloroférmico, obtenido en sistema Soxhlet, fue estudiado por CCF

para la posterior separacién de sus componentes por CC de gel de silice.
Partimos de 4g de r.s., utilizando como eluyentes mezclas de n-Hexano/AcOEt.

Se recogieron 132 fracciones de, aproximadamente, 20 mL cada una, que se

agruparon de acuerdo a su comportamiento en CCF. El revelado se realizé con

Oleum, asi como luz UV.

Esta columna la denominamos C y estd resumida en la tabla 27.
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Tabla 27.

Fraccionamiento cromatografico del Ext° Cloroférmico

Columna C

FRACCIONES ELUYENTES OBSERVACIONES

1-20 n-Hexano Clorofilas

21-47 n~Hexano/AcOEt Mezclas
80:20

48-55 " M,

56-76 n-Hexano/AcOEt M, + Mezclas
75:25

77-90 " Mezclas

91-111 n-Hexano/AcOEt Mezclas + M,
60:40

112-115 " M

116-~123 " M. + Mezclas

124-132 n-Hexano/AcOEt Mezclas

50:50

- 166 -



IV.4.2. Identificacion del compuesto M,

IV.4.2.1. Resultados

Reunidas las fracciones 48-55 de la Columna C, se llevaron a pequeiio volumen
dejdndose a T* ambiente. Al cabo de un tiempo se obtuvieron cristales de color
blanco, que fueron purificados por sucesivas recristalizaciones en n-Hexano. Su

identificacién la realizamos por IR, 'H-RMN y EM. Se determiné también su PF.

IR 8 max (cm-'), KBr:

3376, 2800, 1642

'H-RMN (ppm) , (200 MHz, CDCl,):
5.14 (1H, t)

1.03 (3H, s)

0.96 (6H, s)

0.87 (12H, s)

0.83 (3H, s)

EM m/z (%):

426 M

P.F.

286 eC
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IV.4.2.2. Discusion de resultados

De su estudio por cromatografia en capa fina (polaridad y coloracién al revelar

con Oleum), se dedujo la naturaleza triterpénica del compuesto "M,".

Su espectro IR (Fig. 50) muestra una fuerte absorcién a 3376, caracteristica del

grupos -OH, y a 2800 cm™, tensién de vibracién de enlaces C-H.

En su espectro de 'H-RMN (Fig. 51), se observan en la zona de los metilos,
ocho sefales comprendidas entre 0.83 y 1.03 ppm de los ocho metilos del
compuesto. La seiial correspondiente al protén vinilico aparece a 5.14 ppm como

un triplete.
Su EM (Fig. 52) muestra un i6n molecular a 426 y los iones caracteristicos a 203
y 218 m/z de compuestos triterpénicos. La comparacién de este espectro con los

obtenidos de la libreria informatizada coinciden con los de la a-amirina.

Por todos estos resultados, y teniendo en cuenta su PF (286°C), identificamos

al compuesto "M," con «-amirina.
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Figura 49. Estructura quimica de M, (x-amirina)
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Figura 50. Espectro de IR del compuesto M,
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Figura 51. Espectro de 'H-RMN del compuesto M,
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Figura 52. Espectro de EM del compuesto M,
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IV.4.3. ldentificacion del compuesto Mg

Este compuesto "M,", s6lido amorfo, se obtiene de las fracciones 112-115 de la

columna C correspondiente al extracto cloroférmico.

IV.43.1. Resultados

La identificacion del compuesto "M," se realiz6 por 'HRMN y EM,

determiniandose su P.F.

H-RMN (ppm) , (200 MHz, MeOD):
5.25 (1H, t)
0.99 (3H, s)
0.95 (3H, s)
0.92 (3H, s)
0.87 (3H, s)
0.84 (3H, s)
0.78 (3H, s)
EM m/z (%):
456 M’

P.F.

186 ecC
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IV.4.3.2. Discusion de resultados

El compuesto "M.' daba en capa fina una coloracién caracteristica de
5

triterpenos al ser revelado con Oleum.

En su espectro 'H-RMN (Fig. 54) se observaron, en la zona de los metilos, siete
seiiales comprendidas entre 0.78 y 0.99 ppm de los siete metilos que posee este
compuesto. La seial correspondiente al protén vinilico aparece a 5.25 ppm como

un triplete.

Su EM muestra un i6n molecular a 456 y los iones caracteristicos a 203 y 248
m/z de un compuesto triterpénico. Por otra parte, comparando este espectro con
los contenidos en el banco de datos de la libreria, coincide con el del acido

ursélico.
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CH3

Figura 53. Estructura quimica del compuesto M; (acido ursélico)
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Figura 54. Espectro de 'H-RMN del compuesto M,
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Figura 55. Espectro de EM del compuesto M,
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IV.4.4. Actividad antimitotica (Cultivo de células vegetales)

El hecho de que el dcido ursélico se muestre citotéxico (LEE et al., 1988) (FANG
et al, 1989) (SIMON et al., 1991), justifica el ensayo de antimitéticos en cultivo de
células vegetales con los componentes triterpénicos aislados del extracto

cloroférmico (a-amirina y acido ursélico).

IV.4.4.1. Resultados

El estudio de la actividad antimitética de los compuestos a-amirina y acido
ursélico aislados del extracto cloroférmico, se realizé con bulbos de Allium cepa

L segin la metodologia descrita en el apartado HL.7.

Los valores de los correspondientes indices mitético y de fase, a la dosis de 250

mg, figuran en las Tablas 28 y 29 y Figs. 56 y 57.
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Tabla 28. valores de

tratamiento,

IM e

IF a diferentes

correspondientes a M,

tiempos

(a—amirina)

de

©

Telen:
25.00
27.55
28.95
25.00

34.12

Tiempos n° células n° células Indice Indice Fases
Tratam. totales divisién nitético Prof. Met. Anaf.
Control 2005 172 .57 52.90 12.20 9.99
4h 2069 98 .74 47.96 16.33 9.18
8 h 2298 114 .96 40.35 19.30 11.40
24 h 2196 116 .28 38.79 22.41 13.79
48 h 1998 85 .25 48.24 11.76 5.88
72 h 2109 100 .74 38.00 29.00 5.00
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Tabla 29. vValores de

tratamiento,

IM e

correspondientes

IF,

a

diferentes

tiempos

de

M, (acido ursélico)

Tiempos n° células n° células Indice Indice Fases
Tratam. totales divisién mitético Prof. Met. Anaf.
Control 2005 172 8.57 52.90 12.20 9.88
4 h 2018 101 5.00 45.54 16.83 6.93
8 h 2011 95 4.72 14.74 14.74 9.47
24 h 2070 71 3.43 47.89 18.31 8.45
48 h 2185 72 3.30 34.72 20.83 11.11
72 h 1988 81 4.04 35.80 19.75 16.05

Telof.

25.00
30.69
24.21
25.35
34.33

28.40
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IV.4.4.2. Discusion de resultados

Como puede observarse en la Fig. 56, después de 4h de tratamiento con a-
amirina, el IM descendié claramente en relacién al control. Este valor obtenido,
pricticamente se mantiene durante las 72h del experimento. No se produce

detencién ni alteraciones apreciables en ninguna fase de la mitosis.

El tratamiento con dcido ursélico produjo un efecto mitodepresivo aunque,
como en el ensayo anterior, no se consiguié una completa inhibicién de la mitosis
de las células meristemadticas a los diferentes tiempos establecidos (Fig. 57).

Tampoco se apreciaron alteraciones celulares significativas.
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Figura 56. Efecto de oa-amirina sobre el Indice Mitético a

diferentes tiempos de tratamiento
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Figura 57. Efecto del acido ursélico sobre el Indice Mitético a

diferentes tiempos de tratamiento

Control 4h 8h 24h 48h 72h




IV.45. Actividad antimicrobiana

Con objeto de conocer los principios que contribuyen a la actividad
antimicrobiana detectada con anterioridad para esta especie (TORO et al., 1984;
1987)(AUMENTE et al., 1988), hemos ensayado con los compuestos triterpénicos

"M," y "M," aislados del extracto Cloroférmico.

IV.4.5.1. Resultados

El estudio de la actividad antimicrobiana de los compuestos "M,"y "M;" aislados

del extracto cloroférmico se realizé segtin metodologia descrita en el apartado II.8

Los valores de los correspondientes halos de inhibicion (mm) figuran en la

Tabla 30.
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Tabla 30. Halos de inhibiciéon (mm) obtenidos con M, a-amirina

Dosis (r.s., mg)

0.25 0.50

Bacterias Gram (+)
Bacillus subtilis ATCC 6633 - -
Bacillus megaterium ATCC 33085 6 6
Bacillus cereus ATCC 14579 - 6.3
Staphylococcus aureus ATCC 25925 53 5.6

Bacterias Gram ()

Pseudomonas aeruginosa * - -
Proteus mirabilis * - -
Serratia marcescens ATCC 8100 - -
Escherichia coli CCM 180 - -
Salmonella thyphimonium ATCC 140028 - -
Klebsiella neumoniae ATCC 13883 - -

Hongos

Candida lusitaniae ATCC 34449
Candida obtusa CBS 1944 - -
Saccharomyces uvarum ATCC 28097
Saccharomyces cerevisiae S 288 C - -

Schizosaccharomyces pombe PO 5 - -

* aislado clinicamente
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Tabla 31. Halos de inhibicion (mm) obtenidos con M; &cido ursélico

Dosis (r.s., mg)

0.25 0.50 1

Bacterias Gram (+)

Bacillus subtilis ATCC 6633 - - -
Bacillus megaterium ATCC 33085 - -
Bacillus cereus ATCC 14579 - - -
Staphylococcus aureus ATCC 25925 = - -

Bacterias Gram (-)

Pseudomonas aeruginosa * -
Proteus mirabilis *
Serratia marcescens ATCC 8100 -
Escherichia coli CCM 180 -
Salmonella thyphimonium ATCC 140028 = - -
Klebsiella neumoniae ATCC 13883 - - -

Hongos

Candida lusitaniae ATCC 34449
Candida obtusa CBS 1944 -
Saccharomyces uvarum ATCC 28097
Saccharomyces cerevisiae S 288 C -

Schizosaccharomyces pombe PO 5 -
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IV.45.2. Discusiéon de resultados

Ninguno de los principios en estudio se muestra activo frente a las bacterias
Gram (-) ensayadas. Con las Gram (+), s6lo la a—amirina presenta actividad, con
una concentracién mimina inhibitoria (CMI) de 0.50 mg para Bacillus cereus e
inferior a 0.25 mg para B. megaterium y Staphylococcus aureus. Ambos compuestos

fueron inactivos frente a los hongos ensayados.

Es de destacar el distinto comportamiento de los dos principios, a pesar de
derivar ambos del nicleo del ursano, hecho que podria ser debido a la presencia
del grupo carboxilico, lo que no concuerda con la opini6on de otros autores
(BEZANGER-BEAUQUESNE, 1990) que atribuyen una mayor actividad a los écidos

organicos.
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V.CONCLUSIONES



CONCLUSIONES

PRIMERA.

A partir de la sumidad florida de Erica andevalensis Cabezudo-Rivera
(Ericaceae) han sido obtenidos, por el método de Netien-Lebreton, los extractos
Coroféormico (caracterizado por la presencia mayoritaria de compuestos

triterpénicos), Etéreo y Acetato de Etilo (ambos de gran riqueza en flavonoides).

SEGUNDA:

Del extracto Acetato de Etilo (AcOEt) se aisl6 el compuesto M, que se identific6
por métodos espectroscépicos, como un heterésido flavonoide. Los estudios
realizados sobre las fracciones resultantes de 1a hidrélisis dcida, nos mostraron que
la cadena osidica estaba constituida por una molécula de galactosa y que la genina
correspondia al flavonol miricetina; por tanto, el compuesto en estudio se

identific6 con 3-O-mono-D-galactésido de la miricetina (3-GM).
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TERCERA:

La eficacia del extracto AcOEt y 3-GM frente a diferentes modelos
experimentales de dlcera géstrica, pone de manifiesto un claro perfil antiulceroso
para ambos. Los resultados obtenidos tras someter a los animales a un estado de
inmovilizacién y frio, nos muestran tanto para el extracto como para el flavonoide
aislado un comportamiento muy similar, en relacién al nivel de proteccion gastrica;
no se consiguen incrementos notablemente significativos en la cantidad de moco,
aunque si se aprecia aumento destacado del contenido glicoproteico. En el modelo
por ligadura de piloro, también previenen la ulcerogénesis; si bien, este efecto
protector no viene acompaifiado de una reduccién paralela de la acidez ni del
volumen de jugo gastrico; en consecuencia, se sugiere mecanismos antiulcerosos
diferentes a los antisecretores. Tras la administracién oral de etanol absoluto, se
observa una cierta actividad del extracto AcOEt, ya que el pretratamiento con las
dosis superiores ensayadas inhibe la ulceracion de manera significativa; en este
caso, descartamos el protagonismo del moco gdstrico en el mecanismo

gastroprotector.

CUARTA:

Los resultados obtenidos tras la administraciéon del extracto AcOEt, en relacion
al porcentaje de inhibicién del incremento de la permeabilidad vascular inducido
por histamina, nos ponen de manifiesto una marcada actividad vasoprotectora; esta
actividad podria participar en los mecanismos gastroprotectores de dicho extracto.
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QUINTA:

El extracto AcOEt muestra una potente actividad antirradicalaria frente a
DPPH. Su contenido en flavonoides, especialmente en 3-GM, puede justificar el
resultado obtenido; es posible que dicha actividad antioxidante participe
activamente en el reforzamiento de los mecanismos fisiolégicos mucosales

defensivos.

SEXTA:

El extracto Etéreo de Erica andevalensis, con miricetina y quercetina como
compuestos mayoritarios, produjo también una reduccién de la incidencia y
severidad de las lesiones gastricas agudas inducidas por diferentes agentes
ulcerogénicos. Los resultados obtenidos tras someter los animales a un estado de
inmovilizacién y frio, pusieron de manifiesto un marcado nivel de proteccién
gastrica, similar al conseguido con Omeprazol y mayor que con el extracto AcOEt;
no hubo incremento significativo en la cantidad de moco, aunque su contenido
glicoproteico aumenté de forma destacada. En el modelo por ligadura de piloro,
el extracto Etéreo previno la ulceracién , si bien, de manera menos eficaz que el
extracto AcOEt. Frente a la dGlcera aguda inducida por la administracién oral de
etanol absoluto, el extracto Etéreo s6lo manifesté actividad a la dosis mads alta, no
pudiendo establecerse, como para el extracto AcOEt, una relacién directa entre

peso de moco/contenido glicoproteico y proteccién gastrica.
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SEPTIMA:

El estudio sobre la permeabilidad vascular del extracto Etéreo también mostré
actividad vasoprotectora, aunque la inhibicién de la exudacién plasmatica fue

menor que la conseguida para el extracto AcOEt.

OCTAVA:

El extracto Etéreo posee una actividad antioxidante frente a DPPH

ligeramente inferior a la del extracto AcOEt, pero comparable también a la del

patron de acido ascdrbico.

NOVENA:

Las anteriores conclusiones referentes a las propiedades vasoprotectora y
antioxidante del extracto Etéreo, nos llevaron a su vez a concluir su relacién con

la capacidad citoprotectora del mismo.

DECIMA:

Del extracto Cloroférmico, de gran riqueza en compuestos triterpénicos, se
aislaron los compuestos M,y M, El primero, de P.F. 286°C, se identificé por
métodos espectroscépicos con la a-amirina y el M;, de P.F. 186°C, correspondia con
el 4cido ursélico, caracteristico y frecuente en Ericaceae y aislado por primera vez
de dicha familia.
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UNDECIMA:

El ensayo de antimitéticos en cultivo de células vegetales (bulbos de Allium
cepa L.) de los compuestos M,y M;, nos puso de manifiesto que ambos son
portadores de dicha actividad, aunque en ningiin caso se consiguié una completa

inhibicién de las células meristematicas a los diferentes tiempos establecidos.

DUODECIMA:
Del estudio de la actividad antimicrobiana de los compuestos M, y M, s6lo

el primero, a-amirina, se mostré eficaz frente a bacterias Gram (+).
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