. 3243 ‘_ -4

UNIVERSIDAD DE SEVILLA
FACULTAD DE FARMACIA
DEPARTAMENTO DE FARMACIA Y TECNOLOGIA FARMACEUTICA

FARMACOGNOSIA Y FARMACODINAMIA

ik

A CEVTICA
™. i g F Y TR TARE 1
SOV  EACULTAD DE FARMAGLA
) ) . 25-5-40
Wi
(7T Y A Y TN U A
A0¢ R  JRCE

Tesis Doctoral para aspirar al

grado de Doctora en Farmacia,

presentada por la Licenciada

M2 Dolores Herrera Gonzalez.

- AV

Sevilla, Mayo de 1990



Elisa Marhuenda Requena , Catedratica del Departamento
de Farmacia y Tecnologia Farmaceatica de la Facultad de Farmacia

de la Universidad de Sevilla,

CERTIFICA:

Que la memoria titulada "Estudio farmacoldégico de
Genista tridentata L.: Accion de Genistein sobre la musculatura
lisa", realizada por la Licenciada en Farmacia M2 Dolores Herrera
Gonzalez para optar al grado de Doctora, ha sido llevada a cabo bajo

mi direccion.

Concluido el trabajo experimental y bibliografico,
autorizo su presentacién para que sea juzgada por el Tribunal

correspondiente.

Seviila, 16 de Mayo de 1990

/’,{?N“%\_ -

e -
‘i/‘.{- '/

W ek (’("’\
I V»T&\
; -

Elisa Marhuenda Requena




ELISA MARHUENDA REQUENA, Catedratica de Farmacodinamia y Directora
del Departamento de Farmacia y Tecnologia Farmaceitica de la

Facultad de Farmacia de la Universidad de Sevilla,

CERTIFICA: Que la memoria de la Tesis para optar al
grado de Doctora, presentada por la Licenciada D2 M2 Dolores Herrera
Gonzalez, ha sido dirigida por mi y realizada en el Laboratorio de
Farmacognosia y Farmacodinamia de esta Facultad, cumpliendo todos

los requisitos para ser juzgada por el Tribunal correspondiente.

Y para que conste firmo ellpresente, en Sevilla, a dieciseis de Mayo

de mil novecientos noventa.




Mi agradecimiento a la Dra. Elisa Marhuenda
Requena, quien con sus continuas ideas y consejos ha
hecho posible la realizacién de este tirabajo,
brindandome su experiencia que de forma tan decisiva ha

coniribuido a mi formacién.

También quiero expresar mi agradecimiento a
aquellas personas que de una forma u otra han colaborado
en la elaboracién de mi Tesis Doctoral. Especialmente al
Dr. Alan Gibson, ofreciéndome su constante ayuda durante
toda mi estancia en Londres, transmitiéndome dia a dia
su inquietud por la Farmacologia; a la Dra, M2 Teresa
Saenz Rodriguez y a mis compaieras de Departamento que

tantas veces me han alentado durante todos estos afos.



Ami familia



Sumario



I1 - REVISION BIBLIOGRAFICA ..\vvv'vrvresnnsennnesonnnsonnneonss 4
I1.1 ESTUDIO BOTANICO DE GENISTA TRIDENTATA L. ......vvevvve D
IT1.1.1, SITUACION TAXONOMICA ... vvvvvuvranvinnvnns vireay O
II.1.2, DESCRIPCION DEL GENERO GENISTA ....... beeereeeens S
I1.1.3, DESCRIPCION DE LA ESPECIE ........v0vvens crrreeres B
I1.1.3.1. Distribucion general ...... veavees veverveseses B
II.1.3.2. Sinonimias ............ e veerireiniese B
I1.1,3.3., Nombres vulgares ......... et veeies 8

II.2. FITOQUIMICA Y EMPLEOS TERAPEUTICOS DEL GENERO GENISTA . 9
I1.2.4. ALCALOIDES ......... Ve R 9

11.2.2., FLAVONOIDES ...... e e e e T
1I.2.3, APLICACIONES TERAPEUTICAS DEL GENERO ............. 16

I1.3. ACTIVIDAD FARMACOLOGICA DE ISOFLAVONAS ........... .04 19

II1 - PARTE EXPERIMENTAL ...... e e Veerveesaes 31

A, ENSAYOS FITOQUIMICOS

ITI.A. 1, MUESTRA ............. e Ve veeees 32

IIT.A.2, ENSAYOS GENERALES CUANTITATIVOS .......cvvvvoveenss 32

I11.A.2.1. DETERMINACION DE HUMEDAD ....vvvvvivevnananos 32
II1.A.2.1.1. Resultados ..... e e N X

IIT1.A.2.2, DETERMINACION DE CENIZAS ......cvvvivvinnvnnns 33



III.A.2.2.1. Resultados ......... ot rrrar e vee 33

IIT.A.2.3. DISCUSION DE RESULTADOS ......... i 36
I11.A.3. SCREENING FITOQUIMICO .......... ... Cereaaeas Cereas 37
ITT.A.3.1, EXTRACCION .........c\.us e v 37
IT1.A.3.2, RENDIMIENTO ....... i Cevearreaa v 39
II1.A.3.3. RESULTADOS .+ \''vvvvvrverrvnnnnoreennns coeenen 39
ITT1.A.3.4, DISCUSION DE RESULTADOS ... vvvvernvnvanons oo i
IIT.A. 4, ANALISIS CUALITATIVO DE ACIDOS FENOLES ........... 42
III.A.4.1. EXTRACCION ...... e S
ITI.A. 4.2, ESTUDIO CROMATOGRAFICO ..... e i
IIT.A.4.2.1, Cromatografia en Capa Fina ....... vereas 44
IIT.A.4,2.2. Cromatografia en Papel ........... R 5
IIT.A.4.2,3. Identificacion mediante Patrones de
Referencia ....ovvvvivveess Ceraeeas vere 46
III.A.4.2.4, Resultados .......... Veveees Creeaas veees U6

IIT.A.4,2.5. Cromatografia Preparativa en Papel ..... 33

ITI.A. 4.3, ESTUDIO ESPECTROSCOPICO ........... R
IIT.A.4.3.1. Espectrofotometria U.V. ......... veveees OH
ITI.A.4.3.1.1. Resultados ...... B . 595
II1.A.4.3.2. Espectrometria de masas ........ veerene 55
III1.A.4,3.2.1, Resultados .......... R 1
IIT.A.4.4, DISCUSION DE RESULTADOS ... ivvevrnsnnrnnssens B2

III.A.5. ANALISIS CUALITATIVO DE PRINCIPIOS FLAVONICOS .... 63

ITI.A.5.1, EXTRACCION ........... R 63
ITI.A.5.2. ESTUDIO CROMATOGRAFICO ......vvvvvvvin vereas B9



ITI.A.5.2.1. Cromatografia en Capa Fina

III.A.5.2.2. Identificaciéon mediante

L A A I A IR )

Patrones de

Referencla """""""""" L N I R A B B B A A AR )

I11.A.5.2.3. Resultados ......

[ B A AN}

IIT.A.5.2.4. Cromatografia Preparativa en Capa Fina ..

II1I1.A.5.3, ESTUDIO ESPECTROSCOPICO
IIT.A.5.3.1. Espectrofotometria

t e ey

uv. .

IIT.A.5.3.1.1. Resultados .

II1.A.5.3.2, Espectrometria de masas .

IT1.A,5.3.2.1. Resultados ...

II1.A.5.4. DISCUSION DE RESULTADOS

B. ENSAYOS FARMACODINAMICOS

II1.B.1, ENSAYOS GENERALES DE TOXICIDAD AGUDA

t e e

II1.B.1.1. RESULTADOS ......vvvss
II1.B.1.2. DISCUSION DE RESULTADOS

II1.B.2. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ESPASMOLITICA EN ORGANO

(R 2R B B AR B K N )

AISLADO ......... Peereveens
II1.B.2.1. EXTRACTO FLAVONICO
III.B.2.1.1. Resultados ......

Tt et Y ey

IT1.B.2.1.2. Discusién de resultados

III.B.2.2. GENISTEIN ............
III.B.2.2.1, Accion frente a |

Histamina y Cloruro de

Barlo L A A A I ) v

III1.B.2.2.1.1. Resultados

vvvvvvvvvvvvvvv

68

79



III.B.2.2.4.2. Discusion de resultados ........... 96

I11.B.2.2.2. Efecto de Genistein en la inhibicion de
las contracciones indudidas por

estimulacion eléctrica de campo. Calculo

_d_g ﬁl ICSO TP T LT YT OEOYT L LY YR Y EELEEY LYY 104
II1.B.2.2.2.1. Resultados .....vvvevevnronenevess 106
111.B.2.2.2.2., Discusién de resultados .......... 106

I11.B.2.2.3. Efecto frente a contracciones producidas

por Acetilcolina y 6-0Xo-PGE1 en 1ileon

2151200 de CODAYA +vvvvvvvvvveeesrsrnes 140

III'B'E'B'3'1' Resultados [ I A B B I B B I IR AR S I A I R 113
III.B.2.2.3.2. Discusion de resultados .......... 117
II1.B.2.2.4, Efecto en la liberacion de [3H]-

Acetilcolina en Plexo mientérico de ileon

de CODaYa eviiiinnn P T L
III.B.2.2.4.1. Desarrollo de la experiencia ..... 120
I111,B.2.2.4.2. Resultados ....... e e 123
II1.B.2.2.4,3. Discusion de resultados ..... veees 124

I11.B.2.2.5, Efecto de Genistein en los niveles de

nucledtidos ciclicos en ileon de cobaya 129

111.B.2.2.5.4. Resultados .....evvevenronns veerae 137
II11.B.2.2.5.2, Discusion de resultados .......... 138
IV = CONCLUSIONES v vttt vt tnnnnennnnsnnsessntosnaasonestnnnssnns 143

IV - BIBLIOGRAFIA ........covvvvns I Ceerrraeeaee oo 146






l. Objeto



El objetivo fundamental de la Farmacologia es conseguir
un mayor conocimiento de las acciones de los farmacos y una mejor

comprension de su mecanismo de accion.

Durante décadas se han hecho grandes esfuérzos por
conocer cuales eran 1os procesos responsables que tenian lugar para
conseguir un efecto determinado. En los altimos 50 aios, el panorama
es radicalmente distinto; el desarrollo cientifico nos permite
aislar productos de fuentes naturales, conocer las acciones de estos
principios, asi como analizar las modificaciones que origina en 1la
célula y que son capaces de iniciar actividades de particular

importancia encaminadas a producir su efecto farmacodinamico.



La dilucidacién del mecanismo de accién de un farmaco es
el mayor desafio que se presenta para el investigador en
Farmacologia, ya que la informacién derivada de este estudio
suministra la base realmente satisfactoria para el uso terapeatico
racional de un farmaco por una parte, y para la creacién de nuevos y

superiores agentes quimicos por otra,

De acuerdo con estas premisas, hemos planteado el
estudio farmacologico de Genista tridentata L., especie localizada

én nuestira region.

Tras un "screening" fitoquimico previo, procedimos al
aislamiento e identificacion de principios de naturaleza flavénica,
que constituye una de las lineas de investigacion de nuestro

Departamento,

El estudio farmacologico se inicido con un "screening"
rapido, para asegurarnos de una actividad farmacologica que
"a priori" siempre se le supone a los principios activos de esta
naturaleza. En estas experiencias previas, logramos unos resultados
que en parie nos desviaron del objetivo que habiamos propuesto, que
estaba encaminado a determinar la actividad antihipertensora vy
centramos nuestro tirabajo en la valoracion de la actividad
espasmolitica, profundizando especialmente, en la dilucidacion de su

mecanismo de accion.



I Revision bibliografica



II.1, ESTUDIO BOTANICO DE Genista tridentata L.

II.1.1, SITUACION TAXONCMICA

Division ....vvvvveriviiniineeaea. .. Magnoliophyta

Clase ....... Ve veereseee., Magnoliopsida
Subclase ....vvvvivin bt . Rosidae

Orden ..vvivvivvrrriseniieaniaeaee., Fabales

Familia .......vevevvevvevevvevsss.. Papilionaceae
TribU vovvi it veeeeeee GEnisteae

Genero ....... e vereaneees Genista

ESPeCie vvvivivirvenrnrnssrnseeniss., @Genista tridentata L.

IT.1.2. DESCRIPCION DEL GENERO GENISTA

Arbustos o matas. Tallos estriados o 11is0s, a veces
alados.

Hojas simples o trifoliadas, sentadas o cortamente
pecioladas, sin estipulas o con estipulas a veces espinosas.

Flores axilares frecuentemente geminadas, en racimos
laterales cortos o en grupos terminales umbeliformes, pediceladas.

Caliz  tubuloso, bilabiado, normaimente con  dos

bracteolas en 1a base,



Corola con alas generaimente tan largas como el
estandarte.
Legumbres con {-12 semillas. Semillas con o sin

estrofiolo.

I1.1.3. DESCRIPCION DE LA ESPECIE

Mata sin hojas de 30-60 cm, inermes, rastreras o

ascendentes.

Tallos recorridos en toda su longitud por dos alas de
anchura mediana (3-7 mm), coriaceas, tridentadas en cada nudo,
verde, sedoso-plateadas cuando jovenes, rapidamente glabrescentes,
con el margen ondulado, aspero y roido-denticulado, Ramificaciones
laterales de longitud variable, de igual morfologia que el tallo

central y consideradas erréneamente como filodios.

Inflorescencias laterales y terminales, con 2-7 flores
en fasciculos o corimbos densos; pedicelos cortos, imm algo
gruesos, sedosos; bracteas linear-espatuladas u oblongo-lanceoladas,
agudas, rojizas, plegadas, sedosas en el dorso Yy pestafosas
marginalmente; bracteolas de 0O-1 mm, estrechas, oblongo-espatuladas,

rojizo-escariosas, tan largas como el tubo calicino.



Caliz de 5-6 mm,  submembranaceo, Sedoso-plateado,
campaniforme, bilabiado, con tubo aproximadamente de la longitud de
los labios; labio superior con dos dientes de ovados u ovado-
triangulares, oblicuos, obtusos, mucronados por prolongacion del
nervio central, casi tan largos como el tubo Yy Poco mas cortas que
el labio inferior; éste subcuneiforme en su conjunto, hendido hasta
1/2 en tres lacinias agudas, casi de igual longitud, pero desiguales
en la forma; la central linear o linear-lanceolada y las laterales

triangulares y mas anchas que aquélla.

Estandarte lampifio, de cerca de 10 mm, ovado-subrémbico,
obtuso, azafranado en la marchitez; alas apenas mas cortas que el
estandarte, oblongo-cuneiformes, obtusas, lampifas (excepto el borde
inferior, que es pubescente) y también croceas al secarse; quilla
(9-12 mm), tan larga o poco mas que el estandarte, de la misma forma

y anchura que las alas, exteriormente plateado-tomentosa.

Legumbre de 10-12 mm, oblonga, sericea, con 2-8 semillas

sin estrofiolo.

Matorrales bajos y brezales, de un modo especial sobre

suelos acidos.



II1.1.3.1, Distribucién general

W de la Peninsula Ibérica: Galicia, Asturias, ambas
Castillas, Extremadura vy Andalucia Occidental (Pedroches, Sierra
Norte, Aracena, Andévalo, Algeciras).

KW de Africa (Marruecos).

I1.1.3.2, Sinonimias

Genista tridentata L., Sp. Pl.: 710, 1733

Chamaespartium tridentatum (L.) P. Gibbs, Feddes Reperti.
79:54, 1968

Cytisus tridentatus (L.) Vuk.,, Rad. Jugoslav. Akad.
Znan. 31:104. 1875

Genistella tridentata Samp., Man. Fl. Portug.:22i. 19ii

Pterospartum lasianthum (Spach) Willk., in WillK., &
Lange, Prodr. Fl. Hispan. 3:440. 1877

Pterospartum tridentatum (L.) Willk. in WillK. & Lange,
Prodr. Fl. Hispan, 3:441, 1877

I1.1.3.3. Nombres vulgares

Carqueja, Carduexa, Carquexia, Lavacuncas (Galiclay

Asturias), Engordatoro (Milaga y Cadiz), Torogordo (Cadiz)



I1.2. FITOQUIMICA Y EMPLEOS TERAPEUTICOS DEL GENERO GENISTA

I1.2.1. ALCALOIDES

S6lo en 10 de las tribus mas primitivas de la Subfamilia

Papilionoideae se han encontrado alcaloides quinolizidinicos.

En la Tribu Genisteae y mas concretamente en el género

Genista, se pueden distinguir:

- Alcaloides quinolizidinicos tipo Esparteina/Lupanina.
- Alcaloides tipo esteres de Esparteina/Lupanina,

- Bases quinolizidinicas Pyridona (PELLETIER, 19684).

A continuacién exponemos un cuadro resumen con los mas

frecuentes alcaloides presentes en el género Genista.



ESPECIES

ALCALOIDES

13

{+)N-NETILAMMODERDRINA
ABAGYRIRA
BAPTIFOLINA
CALICOTOMIRA
CINEVERIRA

CITISINA
N-HETILCYTISINA
N-ACETILCYTISINA
ESPARTEIRA
{3-HIDROXIESPARTEINA
{T-0X0ESPARTEINA
GERISTEIRA

LUPARIRA
9-§-DEHIDROLUPARIEA
13-EPINETOXILUPARIEA
13-HIDROXILUPARIRA
OITMATINA

PUSILLINA

RETAMINA
RHOMBIFOLINE
TIRCTORINE

10




ESPECIES

-

[ T~ R =1
[T N e -

W oo =N N = W

. Genista

-

. Genista

Genista

. Genista
. Genista
. Genista
. Genista

. Genista

Genista

. Genista

. Genista

. Genista

. Genista

albida Willd. (TOSUN, 1987b)

anatolica Boiss. (TOSUN, 1986a)

aucheri Boiss. (TOSUN, 1986b)

burdurensis P. Gibbs (TOSUN, 1987a)
nungarica A. Kerner (ADZET, 1973)
involucrata Spach (TOSUN, 1987b)
l1ibanotica Boiss. (TOSUN, 1987¢)

lucida Camb. (ADZET, 1975)

ramossissima (Desf.) Poiret (ADZET, 1975)
rumelica Vel. (PEICHEV, 1982)

spartioides Spach ssp. retamoides (Sp.)Pau (ADZET, 19795)
tinctoria L. (GULUBOV, 1973; KNOEFEL, 1969)
valentina (Willd.) Steud. (ADZET, 1975)



I1.2.2. FLAVONOIDES

Estos compuestos quimicos Jjunto con 1los alcaloides,

llenan la fitoquimica del género Genista, conocida hasta el momento.

A modo de resumen, mostramos a continuaciéon ‘1os

flavonoides encontrados en la revision de Genista realizada.



ESPECIES

FLAVOROIDES A R 2 T T A R YA S U T ¥ I L I &
APIGERINA t

APIGERIRA-T-0-GLUCOSIDO + t
CTNAROSIDO + 4 + t T
COSHOSIIN +

CTANOSIDO +

DAIDZEIN b4 + t 4 +
DAIDZIN +

DIGITOFLAYOBOSIDO +

FISETIN 4 +
FORMONORETIN t +

GERISTEIN + 4 + b+t ot t
9-0-HETILGERISTEIN $ t 4 +

GERISTIN R + +
ISORHAMBETIE +

ISORHOIFOLIN +
KAEMPFEROL tot bt t
KAEKPFEROL 4'-METILETER +

LUTEOLIRA bbbt tot +
LUTEOLIR-5-GLUCOSIDO t t
LUTEOLIN-T-GLUCOSIDO 4 4 + +
LUTEOLIB-T-DIGLUCOSIDO t



FLAVOROIDES

LUTEGLIN-S, T-DIGLUCOSIDO
ORORIB
ORIEBTIN-4'-D-GLUCOSIDO
POPULEIE

PRUBETIE
PRUBETIR-GLUCOSIDO
QUERCETIN

SCOLYMOSIDO

TAKARIZETIN

ESPECIES

b

T8 ¢ 10

12 13 1415

14




ESPECIES

10,

i1,
12'
13.

14,
15.

0w o =N o N = W

. Genista
. Genista

. Genista

Genista
Genista
Genista
Genista

Genista

. Genista

Genista

Genista
Genista

Genista

Genista

Genista

aetnensis (Biv.) DC. (ARTAMONOVA, 1988)
albida wWilld. (HARBORNE, 1969)

carinalis Griseb. (NAKOV, 1978)

depressa Bieb., (NAKOV, 1982)

Januensis Viv. (NAKOV, 1982; NAKOV, 1983)
lydia Boiss. (ULUBELEN, 1974)

ovata waldst. & Kit. (NAKOV, 1982)

patula Bieb. (OZIMINA, 1981)

ramossissima (Desf.) Poiret (HARBORNE, 1969)

rumelica Vel. (NAKOV, 1973; NAKOV, 1978; NAKOV, 1982;
NAKOV, 1983)

spartioides Spach (HARBORNE, 1969)
subcapitata Pancic (NAKOV, 1982)

tinctoria L. (NAKOV, 1982; PALAMARCHUK, 1976;
ULUBELEN, 1971)

transcaucasica Schischk., (ALIEVA, 1977)
valentina (Willd. ex Sprengel) Steudel (HARBORNE, 1969)



II.2.3., APLICACIONES TERAPEUTICAS DEL GENERO

Los datos recogidos en bibliografia muestran que so6lo
ires especies del geénero Genista, tienen una aplicacion practica

desde el punto de vista terapeatico,

Genista tinctoria L.  (DUKE, 1986; GARNIER, 1964;
FONT GUER, 1976; HEYWOOD, 1985)

Fundamentalmente es conocida por su accién diurética,
emética, laxante, purgante (flores), y sudorifica, También es
aconsejado su uso contra la gota, cancer, hepatosis, nefrolitiasis,

nefrosis, reumatismo, esplenosis, hidropesia y quistes sebaceos.

Otros usos:

- Los capullos son preparados y servidos como condimentos.

- Las semillas son usadas como un sustituto del café.

- Antiguamente fue utilizada la planta entera, especiaimente
las flores para tedir, consiguiendo un buen tinte amarillo.

- Los Ibéricos hacen ropa de la fibra.

- Las vacas que toman como alimentaciéon la planta, producen

leche amarga.



- La planta enriquece los suelos pobres por la via de fijacion
de Nitrogeno.

- Sus alcaloides son halucinégenos.

Genista tridentata L.

Su composicion es desconocida. Produce ia conocida Como
"esencia de carqueja" que es de color amarillo, ligeramente

narcotica y de aroma canforaceo, no desagradable.

En Portugal, se utiliza para combatir la tos y como
emoliente. En un folleto publicado en 1788 por el Padre Martin
Sarmiento bajo el titulo "Disertacion sobre las eficaces virtudes y
uso de la planta llamada carquesa", detalla la virtud de la planta
de limpiar la sangre por medio del sudor. También la recomienda para

combatir la gota y la perlesia (FONT QUER, 1976).

G. tridentata (L.) P. Gibbs. subsp. cantabricum (Spacn.)
Riv.-Mart., 1Izco & Cost. es utilizada como antirreumatica, tanto
bajo la forma de infusion como en bafos (bados de carqueixa) (MAYOR,

1977).



Genista rumelica Vel.

Destacan su actividad ulcero protectora y Ssu accion

vitaminica P (RAINOVA, 1978; RAINOVA, 1988).

Los extractos totales de G, rumelica asi como el
Rhombifolin, un alcaloide de la misma, reducen la capacidad de 1la
glandula tiroide para retener y acumular yodo radioactivo. Ademas,
ambos presentan un efecto estimulante, mejorando las reacciones

reflejas y el tono muscular (PEICHEV, 1982).

La mezcla de los flavonoides totales muestran actividad
estrogénica pero no androgénica, antiandrogénica o anabdlica

(ILARIONOV, 1982).



11.3. ACTIVIDAD FARMACOLOGICA DE ISOFLAVONAS

Accion estrogenica

Las isoflavonas son débiles estirogenos y su presenclia en
las legumbres de forraje, tales como el trébol subterraneo
(Trifolium subterraneum) y trébol rojo (Trifolium pratense), han
sido reconocidas como 1a causa de problemas de infertilidad en
ovejas, Los compuestos no esteroides: Formononetin, Genistein y
Biochanin A son las isoflavonas estrogénicas principales del trebol

subterraneo,

Los principales productos de degradacion de Genistein y
Biochanin A son simples fenoles tales como el p-etilienol, que
ocasiona una pérdida de actividad estrogénica, mientras que 1la
degradacion de Formononetin produce 10s compuestos: equol Yy
O-demetillangolensein que si son activos estrogenicamente
(BATTERHAM, 1971). Este camino de inactivacion para Genistein Yy
Biochanin A, se desarrolla en el animal varios dias después de la
ingestion de pasto rico en estas isoflavonas. Formononetin, por otro
lado, ejerce en oveja la actividad estrogénica en todo momento
(LINDSAY, 1970). Originalmente, estos tres compuestos se encuentran
implicados, pero hay una evidencia fuerte que suglere que
Formononetin por si solo, es el principal factor involucrado en

estos problemas de infertilidad (PATRONI, 1982).



Respecto a los cambios fisiologicos producidos
por estos compuestos no esteroideos en animales caben destacar:
distocia y prolapso del atero de ovejas prenadas, déS&PPOllO de las
mamas y secrecion de leche en hembras que no se encuentran en
periodo de crianza y secrecion de leche e incremento en el peso de

la vesicula seminal en ovejas machos castradas.

Noteboom (1963) realizdé un estudio comparativo sobre el
efecto de dos componentes no esteroideos, Genistein y Coumestrol con
estradiol-178, en la estimulacion de la incorporacion de precursores
marcados en proteinas, fosfolipidos y &c. ribonucleico en las
células del dtero de rata, llegando a la conclusién que ambos
componentes son similares en su modo de accion al estradiol,

difiriendo so6lo en el grado de estimulacion.

En relacion a las caracteristicas moleculares de 1los
compuestos estrogénicos, se ha sugerido que la actividad estrogénica
de una molécula depende de grupos funcionales oxigenados, capaces de
formar puentes de hidrogeno, Yy a la presencia de por 10 menos, un
grupo fendlico funcional de alta capacidad para formar puentes de
hidrogeno. Tanto Genistein como Coumestrol contienen  grupos
fendlicos, los cuales pueden satisfacer los requerimientos
configuracionales y electrostaticos necesarios parar una molécula

estrogénica,



Otra serie de experimentos muestran los efectos de
Genistein, Biochanin A y Estradiol en la sintesis de progesterona
provocada por la adicion de LH a cultivos de celulas granulosas
bovinas. Se observd un efecto bifasico relacionado con la dosis, en
la génesis de esteroides en el sistema de células granulosas bovinas

aisladas (KAPLANSKI, 1981).

Respecto al mecanismo de accion de ciertas isoflavonas,
no esta claro si Genistein y otros compuestos relacionados son
"proestrogenos”, es decir, si son metabolizados a compuestos
estrogénicos activos como propuso Biggers & Curnow (BIGGERS, 1954) o
si ellos son débil estrégenos los cuales pueden interactuar con
potentes estrogenos inhibiendo su accién  utero-vaginotrésficos,
actuando de esta manera como antiestrogénicos como sugerié Folman &
Pope (FOLMAN, 1966). Shutt llegd a la conclusion que la interaccion
entre Genistein vy estradiol en el aparato reproductor del ratén,
ocasiona una reduccién de actividad estrogénica lo que lleva a
pensar que Genistein es un débil estrogeno que puede desplazar al

estradiol de sus receptores (SHUTT, 1967).



Accion antifungica (Fitoalexinas)

Numerosas plantas, en respuesta a una infeccién viral,
fingica o bacteriana, sintetizan unos compuestos (fitoalexinas) con
marcadas propiedades antifingicas, que desempefian un papel primario
en la resistencia a la enfermedad. Diversas especies pertenecientes
a las  Leguminosas, producen  frecuentemente fitoalexinas

isoflavonoides.

Investigaciones orientadas hacia la produccién de
fitoalexinas por parte de la legumbre Cajanus cajan (L,) Millsp. en
una suspension de conidios de Helminthosporium carbonum Ullstrup did
origen a varias isoflavonas antifungicas, entre las que se
encontraba Genistein (INGHAM, 1976). Otras experiencias similares se
han realizado con las hojas y tallos de Dolichos biflorus L. tras la
inoculacion con Pseudomonas pisi y Phytophthora megasperma f. Sp.
glycinea, aislando gran namero de fitoalexinas isoflavonoides (KEEN,

1980).

Estudios realizados sobre isoflavonoides del género
Phaseolus (Leguminosae): Phaseolus aureus Roxb, (O’NEILL, 1983),
P, mungo L. (ADESANYA, 1984) y P, coccineus L. (ADESANYA, 1985)
permitieron aislar las isoflavonas Genistein y 2'-hidroxigenistein y
la isoflavanona Kievitone, y como comprobar su accion antifingica

frente a Cladosporium cucumerinum.



Con respecto a la estructura del principio responsable
de la accién, se ha visto la relacion de la accion fungitéxica del
isoflavonoide con un alto nivel de lipofilia y la presencia de 1 0
mas funciones fenélicas en la molécula (ADESANYA, 1986), asi como un
aumento de su accién con la introducciéon de un sustituyente

isopentenil en la estructura isoflavonica (SCHRODER, 1979).

Accion hipolipidemica

Las isoflavonas naturales poseen actividad
hipolipidémica, provocando la disminucion del colesterol b4
trigliceéridos del suero sanguineo, destacando en este ultimo aspecto
la accioén de Genistein. Esta, se incrementa por la glucosilacion en
el C-4' y C-T y la hidroxilacion en el C-5 de la estructura

isoflavonica (KAZAKOV, 1979).

Otros trabajos describen el efecto inhibitorio sobre la
actividad lipasa del germen de tirigo, asi cbmo escaso efecto contra
la lipasa pancreatica de cerdo. EI orden de prelacidén en el efecto
inhibitorio de los derivados isoflavonicos es el sigulente: Metil
derivados> acetil derivados> agliconas> glucésidos (OHTA, 1981).
También se ha observado que Genistein y su grupo de derivados,'

exhiben una mayor inhibicién que el grupo de Daidzein (CHTA, 1982).

En un estudio realizado con Genistein (100 mg via

parenteral), se observaron los siguientes efectos: descenso en los



lipidos totales de la sangre, colesterol, lipido P y acetato asi
como un incremento en los acidos grasos monoesterificados, acetona,

acido acetoacético y vitamina E (PALFII, 1980).

En vacas adultas al administrar Genistein durante la
fase folicular del ciclo ovarico, se detecto un descenso en las
concentraciones de acido acetico, acido propionico y acido
B-hidroxibutirico en sangre, asi como un incremento en los niveles
de acidos grasos insaturados, especialmente los poliinsaturados. En
general se puede decir que Genistein origina una estimulacion del

metabolismo lipidico (RIVIS, 1981).

Accion antiinflamatoria

Luteolin, luteolin 7-glucosido y genistin, flavonoides
del género Genista, mostraron actividad antiinflamatoria frente al
edema inducido en la pata de la rata con dextrano y levadura, asi
como frente al granulona provocado por implantacion de una bolita de

algodon (ILARIONOV, 1979).

Genistein a la dosis de 50 mg/Kg animal inhibe el edema
producido en la oreja de conejo por inyeccion de aceite de croton

(GABOR, 1987).



Accion antiulcerosa

En un estudio sobre la accién antiulcerosa de algunos
flavonoides del género Genista (Genistin), mostrd una gran actividad
frente a la dlcera provocada con reserpina y fenilbutazona

(ILARIONOV, 1979).

En varios compuestos flavonoides aislados de Genista
rumélica Vel. (mezcla total de flavonoides, luteolin-7-glucésido y
genistin) se establecido la accidén ulceroprotectora en ratas frente a
cinco modelos de alcera gastrica, siendo Genistin el mas activo. Los
principios estudiados no presentaron efecto antiacido, ni se
observaron cambios de pH ni de actividad pepsinica en el jugo

gastrico (RAINOVA, 1988).

Accion inhibidora de la proteina del gen nod D

Esta descrito que las isoflavonas Daidzein y Genistein a
concentraciones 2 5 YM inhiben fuertemente la activacién del gen
nod D que interviene en la nodulacion de Rhizobium leguminosarum

(FIRMIN, 1986).



Accion inhibidora de la peroxidasa

Genistein, con actividad estrogenica y ahtiestrogénica,

inhibe directamente la peroxidasa uterina (SHORE, 1986).

En la determinacion de la actividad antihemolitica
conocida al medir la capacidad de prevenir la hemolisis peroxidativa
de eritrocitos, se observo que presentaban diferente susceptibilidad
segin la procedencia de los eritrocitos; asi Daidzein, muestra una
actividad antihemolitica muy alta frente a eritrocitos de oveja Yy
s6lo Genistein se muestra capaz de prevenir en pequefa proporcioén la
hemolisios de los eritrocitos de rata, sin mostrar actividad frente

a los de conejo,

La potencia antioxidativa de isoflavonas se valord por
Ssu capacidad de 1inhibicion de la lipooxigenasa, viéndose una
relacion con el n2 de grupos OH en la estructura isoflavonica asi
como una disminucion de su actividad relacionada con la

formacion del heteroésido correspondiente (NAIM, 1976).

Accion inmunosupresora

En el estudio de la actividad inmunosupresora frente a

8
eritrocitos de oveja (4 X 10 ), Genistin a dosis de 5 mg/Kg de peso
es capaz de inhibir en un 64,8 ¥ la formacion de anticuerpos

(WATANABE, 1988).



Accion cardiovascular

En un estudio fitoquimico de Pueraria ldbata (willd.)
Ohwi (OHSHIMA, 1988) se aislaron varios componentes isoflavonicos:
Puerarin, Daidzein, Daidzin, Formononetin y Puerarol, a partir de

los extractos de la raiz de Pueraria.

Estudios farmacolégicos (FAN, 1975) de la fraccién total
de 1isoflavonas de la raiz de Pueraria pusieron de manifiesto su
capacidad de incrementar la circulacion coronaria y cerebral,
disminuir el consumo de oxigeno del miocardio, incrementar el
suministro de oxigeno de la sangre y disminuir la produccion de
acido lactico en el masculo cardiaco deficiente en oxigeno., También
se demostré una accién espasmolitica como la papaverina. Los
componentes puros: Daidzein, Daidzin y Puerarin mostraron acciones
farmacolégicas similares a las de la fraccién total de isoflavonas.
Daidzein ha presentado la capacidad de aliviar los sintomas de 1la
hipertensién incluyendo dolor de cabeza y mareo. Adicionalmente se
mostraron eficaces en la angina de pecho, migrafa y sordera

repentina.

Accion antivirasica

Se ha examinado el efecto inhibidor de los

isoflavonoides de Wisteria brachybotrys en la activacion del virus
3e
de Epstein-Barr y en la incorporacién de P en fosfolipidos de



células Hela.

Un estudio del extracto activo de la planta llevdo al
ailamiento y caracterizacidén de Afromosin, Formononetin, Wistin Yy

Ononin como principales inhibidores (KONOSHIMA, 1988).

Accion inhibidora de Protein-Kinasas de Tyrosina

En el estudio de inhibidores especificos para Tyrosina
Kinasas, se ha aislado una isoflavona, Genistein, del crecimiento

fermentativo de Pseudomonas sp. (OGAWARA, 1986).

La actividad protein-kinasa especifica de Tyrosina es
conocida por estar asociada con productos oncogenos. Esta actividad
Kinasa esti fuertemente relacionada con la capacidad de los
retrovirus para transformar las células, y también se encuenira
asociada con los receptores celulares para varios factores de
crecimiento tales como el EGF. Por lo tanto, es posible que la
fosforilacion de la Tyrosina juegue un 1mportante papel en la
proliferacién y transformacion de la célula., Basados en esta
hipétesis, un inhibidor especifico para Tyrosina-Kinasas podria ser
un agente antitumoral. Se ha demostrado que Genistein es un alto
inhibidor especifico (AKIYAMA, 1987) pero apenas inhibe la actividad
de Serina y Treonina Kinasas. Ademas Genistein fue revelado como
inhibidor de la fosforilacién de EGF (Factor de Crecimiento
Epidermal) en células A431 cultivadas, siendo su IDS0 de 0.7 pg/ml
(OGAWARA, 1987).



Accidn sobre la composicisn mineral de la sangre

La administracion i.m. de Genistein (100 mg/dia) durante
10 dias a vacas, elevo los niveles de Py Na en eritrocitos vy
disminuyo los de P, Ca y K en el plasma sanguineo. Similares efectos

a los obtenidos con 10.000 U.I. de estrona (PALFII, 1986).

Accién inhibidora de B-galactosidasa

Daidzein, Daidzein 7-a-L-rhamnésido, Daidzein 4’', 7-di-a-
L-rhamnésido, Genistein, Genistein 7-a-L-rhamnésido y Genistein
4, 7-di-a-L-rhamnésido, fueron aislados de un cultivo de
Streptomyces xanthophaeus Yy muestran actividad inhibidora

B-galactosidasa (HAZATO, 1979).

Accion inhibidora de la DOPA-descarboxilasa

En un screening realizado a un filtrado de cultivos de
hongos y Streptomyces se obtuvieron las siguientes isoflavonas:
Psi-tectorigenin (I), Genistein (II), 3’,4’,5, T-tetrahidroxi-8-
metoxiisoflavona (III), Orobol (IV) y B8-hidroxigenistein (V),
mostrando III y IV la actividad mas fuerte con respecto a la
inhibicién de la DOPA-descarboxilasa, Todas inhibieron la Histidin-

descarboxilasa y la Catecol-O-metiltransferasa,



Orobol exhibido un significativo efecto hipotensor en

ratas espontaneamente hipertensivas (UMEZAWA, 1975).



l. Parte experimental



A, ENSAYOS FITOQUIMICOS

IIT.A. 1. MUESTRA

Se han utilizado las sumidades floridas de G. tridentata
L., recolectadas en Higuera de la Sierra (Huelva) durante el periodo

de floracién de la planta,

La desecacion se llevo a cabo sobre superficie seca a
temperatura ambiente (20-259C) y posteriormente se conservd en lugar

seco, oscuro y cerrado.

El material ha sido determinado en el Departamento de
Biologia Vegetal y Ecologia de la Universidad de Sevilla (Facultad
de Farmacia), quedando depositado un ejemplar en el Herbario de

dicho Departamento,

III.A.2. ENSAYOS GENERALES CUANTITATIVOS

II1.A.2.1, DETERMINACION DE HUMEDAD

El contenido en agua de una droga, hos permite saber si

el tratamiento posterior a la recoleccion, ha sido o no adecuado.



Hemos wutilizado el método gravimétrico, basado en Ia
pérdida de peso de la droga mediante desecacién en estufa a 100-

1050C (FARMACOPEA ESPAROLA, 1954; FAUGERAS, 1965).

III.A.2.1.1. Resultados

Los valores obtenidos, expresados en porcentajes,

figuran en la Tabla I.
IIT1.A.2.2, DETERMINACION DE CENIZAS
La determinacion de cenizas nos permite conocer el

contenido mineral de la droga que puede, de una parte, influir en la

actividad farmacologica y de otra, nos orienta hacia posibles

adulteraciones,

Se determino el contenido en cenizas totales por
calcinacion (FARMACOPEA ESPAROLA, 1954) en las muestras procedentes
del ensayo de humedad.

ITI.A.2.2.1. Resultados

Los valores obtenidos, estan recogidos en la Tabla II.



MUESTRAS 4 HUMEDAD

|
A """""""""""" 6' 577'
4
- 8. 60%
2
A Livvnens et erarans 8. 46%
3 _
I A e 8. 54% “

Tabla 1

VALORES DE HUMEDAD



RESIDUOS % CENIZAS “

A """""""""""" 2'30/
i

Fl S 2.05%
e

A i 2. 154
3

Tabla 11

VALORES DE CENIZAS TOTALES



IIT.A.2.3. DISCUSION DE RESULTADOS

La determinacion del contenido en agua de la sumidad
florida de G. tridentata L. utilizando el método gravimeétrico, nos
proporciona unos valores que no difieren de forma significativa con
los encontrados en bibliografia para otras especies del mismo
género (PARIS, 1981). Este hecho se hace extensible al determinar

los valores de cenizas totales de las muestiras ensayadas,



ITI.A.3. SCREENING FITOQUIMICO

El "screening" tiene como finalidad, proporcionar
informacion sobre la naturaleza quimica de los principios activos de

G. tridentata L.

ITI.A.3.1, EXTRACCION

Partimos de 20 g de Droga que Se Sometiéo a una
extraccion continua en Soxhlet (DOMINGUEZ, 1961; DIAZ CASADO, 1977)
operando con tres disolventes de polaridad creciente: Eter de

petréleo, alcohol de 960 y agua.

El proceso esquematizado queda recogido en la Figura {.



DROGA (20 g)

Marco A

Alcohol 9¢°

v cong,

Eter de petréleo

EXTC A >r.s. A (0.268)

vacio

l conc.

>r.s. B (3,838)

Marco B EXTO B
vacio
Agua
v conc.
Marco C EXTe C
vacio
Fig. 1

ESQUEMA

DEL PROCESO EXTRACTIVO

>r.s. C (2.17g)



ITI.A.3.2. RENDIMIENTO

El rendimiento de la extraccion expresado en gramos de

residuo seco (r.s.) por 100 g de planta desecada ha sido el

A, Etéreo ............,

siguiente:
ESPECIE EXTRACTO
G. tridentata L. B. Alcoholico .
C. Acuoso ..

II1.A.3.3. RESULTADOS

Los datos obtenidos en

constituyen el "Screening" quedan recogidos en la Tabla III.

La intensidad de las reacciones se expresan:

xxx fuertiemente positiva

¥% positiva

¥ debilmente positiva

- negativa

RENDIMIENTO (% )

L I R A AR A B IR I I ]

la serie de pruebas

que



GRUPOS GUIMICOS TECNICA
Etereo  Alcoh.,  ACU0S0 ————
Cuerpos grasos Ty ¥NN (OTERO, 1946)
Pig. carotenoides - - (PARIS, 19786)
Esterol, y triterp. T Nu¥ (DOMINGUEZ, 1973)
(BOUQUET, 1975)
Pig. antocianicos - -
(TORRENT, 1976)
Pig. leucoantocianicos - -
Taninos catéquicos ¥ ¥
(TYLER, 1979)
Taninos pirogalicos XN ¥
Flavonoides T 1] % (PARIS, 1976)
Glacidos %% % ¥ (LITWACK, 1967)
(PAVIA, 1976)
Alcaloides - - (SAN MARTIN, 197T7)
(CABO-TORRES, 1974)
(ADZET, 1975)
Lactonas pent. insat. %% %% (DOMINGUEZ, 1973)
Quinonas libres - - -
(TORRENT, 1976)
Quinonas combinadas - - -
Saponinas - (HERRERA, 1987)
Resinas - (PARIS, 1976)
Tabla III
RESULTADOS DEL "SCREENING" FITOQUIMICO



ITI.A.3.4. DISCUSION DE RESULTADOS

En el "screening" fitoquimico se han detectado cuerpos
grasos, esteroles - triterpenos, gluacidos y flavonoides; menor

proporcién de lactonas pentagonales insaturadas y trazas de taninos.

No detectamos 1a presencia de alcaloides con las
técnicas utilizadas, hecho que nos llama poderoéamente la atencion
ya que todas las especies del género Genista poseen este 1tipo de
principios., Quizas la explicacion de este hecho, se encuentre en la
dificultad que ha existido siempre a la hora de incluir desde el
punto de vista botanico esta especie., Este taxon originalmente
descrito por Linneo como Genista tridentata fue con posterioridad,
debido al caracter marcado de sus alas, recombinado bajo otros
géneros: Cytisus (1875) por Vukatinovic, Pterospartum (1877) por
Willkomm, Genistella (191%1) por Sampaio y Chamaespartium (1968) por
Gibbs. |



IIT.A. 4, ANALISIS CUALITATIVO DE ACIDOS FENOLES

ITI1.A.4.1. EXTRACCION

Se ha llevado a cabo por el método de Lescao Yy cols,
(LESCAO y cols., 1972) ligeramente modificado (MARHUENDA Y GARCIA,
1985).

Se sometieron 20 g de planta a un cocimiento acido al 10
%#. El extracto acuoso obtenido se llevo hasta residuo seco que se

recuperé posteriormente con agua acida y se trato con éter etilico.

El extracto etéreo alcalinizado con bicarbonato sédico
al 24, permitio que los acidos fenoles libres se solubilizaran al
estado de sales sodicas. En una posterior acidificaciéon con
sulfurico (10%4) se 1liberan de sus combinaciones y de nuevo son

tratados con éter etilico,

El extracto etéreo resultante lo concentramos hasta
sequedad obteniéndose un residuo de acidos fenoles que representa el

0.70 %, el cual lo recuperamos con etanol de 968,

El proceso esquematizado se encuentra representado en la

Figura 2.



G. tridentata L.

Cocimiento acido al 104

EXTO ACUOSO

Con¢, a presion reducida

Agua aclda

v
EXTO ACUOSO

‘ Eter etilico

! !

SOLUCION ACUOSA SOLUCION ETEREA

L Bicarbonato sodico 24

l l

SOLUCION ETEREA SOLUCION ACUOSA

| HCl
7 ' Eter etilico
! V

SOLUCION ACUOSA SOLUCION ETEREA

Conc. a presion
reducida

P's.

l Etanol 96°

" EXTO ETANOLICO "

Fig. 2



ITI.A.4.2, ESTUDIO CRCMATOGRAFICO

El extracto etanélico obtenido segun el método detallado

anteriormente, fue sometido a estudio cromatografico,

III.A.4.2.1, Cromatografia en Capa Fina

Fases moviles (TORK, 1980; TORO, 1987)
Acido clorhidrico 0.1 N

Acido acético 2 “

Acido formico 2%

Benceno/acido acético/agua (60:22:12)

Soporte (RANDERATH, 1974)

Celulosa microcristalina (Merck)

Grosor de la capa (STHAL, 1969)
0.25 m

Reveladores (DIDRY, 1982; RIOS, 19686)

U.V. (254 nm)

p-nitroanilina diazotada

p-nitroanilina diazotada seguida de una segunda

pulverizacién con Carbonato disédico al 154.



Desarrollo

Monodimensional ascendente.

IIT.A.4.2.2. Cromatografia en Papel

Fases moviles
Acido acético 2%
Acido formico 24

Benceno/acido aceético/agua (60:22:12)

Soporte

Papel Whatman no 1

Reveladores
U.V. (254 nm)
p-nitroanilina diazotada

p-nitroanilina diazotada + Carbonato disodico (45%)

Desarrollo

Monodimensional descendente



ITI1.A.4.2.3. Identificacion mediante Patrones de Referencia

Tanto en los ensayos cromatograficos en capa fina como
los realizados en papel, observamos la presencia de dos nicos
componentes que presentan en ambos casos las mismas coloraciones al

revelar con los reveladores especificos.

A fin de proceder a identificar ambos principios,

acudimos al uso de productos puros, seleccionando:

Ac. Vanillico
AC. p-hidroxibenzoico
Ac. m-hidroxibenzoico

Ac. Siringico
IIT1.A.4.2.4, Resultados
Los valores medios de Rf y las coloraciones que aparecen
con los distintos reveladores estan recogidos en las Tablas IV, V,

VI y VII.,

Las Figuras 3 y 4 muestran algunas de las imagenes

cromatograficas obtenidas en los distintos ensayos.



r——————————

E

F A S E S MOVIULES

A B C D

Compuesto I

AC, Vanillico
Compuesto II

Ac. p-CH-Benzoico

Ac, m-OH-Benzoico

AC., Slringico "

0.48 0.53 0.52 0.76

0.20 0.595 0.57 0.76

0.54 0.59 0.57 0.34

0.56 0.61 0.60 0.35

0.54 0.97 0.53 0.35

0.36 0.43 0.43 0.74

A,- Acido clorhidrico Q.1N

B.- Acido acético 24

C.- Acido formico 2%

D.- Benceno/ac.acético/agua (60:22:12)
Tabla IV

VALORES MEDIOS DE Rf DE LA CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

CON LOS DISTINTOS PATRONES



COLORACIONES

|| REVELATDOTRES

|

I A B C
Compuesto I azul cobalto naranja morado
Ac, Vanillico azul cobalto naranja norado
Compuesto II morado amarillo rosa
Ac., p-OH-Benzoico morado amarillo rosa
Ac. m-OH-Benzoico morado amarillio rosa
AC. 3iringico azul naranja azul

A.- UV, (254 nm)

.~ Pp-nitroanilina diazotada
C.- p-nitroanilina diazotada +

Carbonato disoedico (i5%)

Tabla V

COLORACIONES OBTENIDAS DE LA CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

CON LOS DISTINTOS PATRONES




| A B c
Compuesto I 0.93 0.52 0.70
AC. Vanillico 0.595 0.55 0.74
ff Compuesto II 0.58 0.57 0.38
- Ac. p-CH-Benzoico 0.66 0.62 0,37
Ac. m-CH-Benzoico 0.65 0.60 -
AC, Siringico 0.53 - 0.70
A.- Acido acético 2
B.- Acido fér*mico 24
C.- Benceno/ac.acético/agua (60:2d:12)

Tabla VI

VALORES MEDIOS DE Rf OBTENIDOS DE LA CROMATOGRAFIA EN PAPEL

CON LOS DISTINTOS PATRONES



COLORACIONES“

REVELGADGOTERTES

A B C
Compuesto I azul cobalto naranja morado
Ac. Vanillico azul cobalto naranja morado
Compuesto II morado amarillo rosa
) i
Ac. p-CH-Benzoico morado amarillo rosa
“ Ac. m-OH-Benzoico morado amarillo rosa
AC. Siringico azul naranja azul

A.- UV, (254 nm)

B.- p-nitroanilina diazotada

C.- p-nitroanilina diazotada +

Carponato disedico (15%)

Tabla VII

COLORACIONES OBTENIDAS DE LA CROMATOGRAFIA EN PAPEL

CON LOS DISTINTOS PATRONES



EXTO: EXtracto etanolico
V: Acido Vanillico
FHB: Acido p-hidroxibenzoico

MHB: Acido m-hidroxibenzoico
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II1.A.4.2.5. Cromatografia Preparativa en Papel

Para proceder al aislamiento de 1os dos componentes
presentes en el extracto de acidos fenoles, acudimos a la

cromatografia preparativa, manteniendo las siguientes condiciones

experimentales:
COMPUESTO 1 COMPUESTO 11
Fase movil AC, aceético 2% Benceno/ac.acético/agua
(60: 22: 12)
Soporte Papel Whatman no 3
Reveladores U.v,
p-nitroanilina diazotada + Carbonato disédico(15%)
Desarrollo Monodimensional descendente

Las ‘bandas correspondientes a los componentes a aislar,
son eluidas con etanol de 960 y sometidas a un estudio
cromatografico en capa fina a fin de confirmar 1a existencia de

compuestos puros en cada eluato.



III.A.4,3, ESTUDIO ESPECTROSCOPICO

II1.A.4.3.1, Espectrofotometria U.V.

Para confirmar los datos obtenidos en los ensayos
cromatograficos y contribuir a la identificacién de los compuestos
aislados, realizamos un estudio espectrofotométrico al U.V. de cada
uno de los eluatos obtenidos, operando frente a soluciones en etanol
95% para espectroscopia (Merck), de los patrones correspondientes a

los acidos fenoles identificados previamente.

Dichos compuestos presentan unos maximos de absorcion
caracteristicos vy estas absorciones pueden ser modificadas por 1la
adicién de diferentes reactivos, debido a 1la presencia de

sustituyentes en posiciones determinadas de su estructura (MABRY,
1970).

El estudio se ha llevado a cabo en un espectrofotidmetro
PERKIN-ELMER U.V./VIS de doble haz, modelo Lambda-3, con registrador

incorporado, utilizando cubetas de cuarzo de i cm de espesor.

Las condiciones experimentales fueron las siguientes
(ALARCON DE LA LASTRA, 1988):

Velocidad de la carta: 60 m/min
Sensibilidad: 0.0-1.0
Amax: 500 nm

Amin: 200 nm



II1.A.4.3.1.1. Resultados

En la Tabla VIII se indican las bandas de absorcion a
las distintas X\ maximas de los acidos fenoles aislados como de los
patrones utilizados; asi como los cambios espectrales detectados con

la adicion de diferentes reactivos.

Los espectros U.V. en etanol correspondientes, aparecen

en las figuras 5 y 6,

I11.A.4,3.2. Espectrometria de masas

Los compuestos aislados por cromatografia preparativa e
identificados por cromatografia en capa fina, papel b4

espectrofotometria U.V./VIS,, se confirmaron por espectrometiria de

masas (SEIBL, 1973).

El espectrometro de masas utilizado ha sido KRATOS-MS 80

RFA con ionizacion por bombardeo electronico,



Condiciones de la experiencia

Temperatura maxima de la fuente de ionizacion: 2002 C
Energia de ionizacioén: 70 E.V.

Resolucién: 1000

Introduccion de 1a muestra mediante una sonda para

solidos,

I11.A.4.3.2.1. Resultados

A continuacion se detallan los resultados obtenidos

expresados en valores de masa/carga eléctrica ' (m/z), quedando

indicadas entre paréntesis, las intensidades en %,

EM m/z (%)

COMPUESTO 1
M+ 1668(100), 153(56), 151(14), 138(5), 125(10), 121(6), 97(12),
21 (5).

COMPUESTO 11
M+ 138(88), 122(B), 121(100), 93(22), 65(15), 44(1T), 40(18).

Las figuras 7 y 8 nos muestran 1os espectros

obtenidos en cada caso.



ESPECTROS U.V. EE ETAROL

PEACT I VOGS

Rae0  AICI ALCT JHCL §a0Ac  HaOAc/H BO
]

3 33
COMPUESTO 1 238, 289 9% 262,359sh  257,359sh oM, 282 244, 28)
AC. VANILLICO 237, 289 %% 262,359sh  256,359sh 248,280 249,283
COMPUESTO 11 2 aTE 254, 33680 252, 354sh 2 it
AC. p-OHBERZOICO 231 216 296, 3588h 233, 360sh 2 24
AC. »-OHBENZOICO (41}

Tabla VIII

A RiX (nm) coprespondientes a los eluatos probiemas y soluciones patrones
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I11.A.4.4, DISCUSION DE RESULTADOS

Los ensayos cromatograficos en capa fina y  papel
efectuados con el extracto etanolico nos orientan hacia la presencia
de los acidos vanillico y p-hidroxibenzoico, de acuerdo con 1los
valores de Rf y coloraciones obtenidas al revelar el cromatograma

con los reveladores especificos.

Los resultados obtenidos por espectrofotomeiria
U.V./VIS., nos ponen de manifiesto que los principios aislados por
cromatografia preparativa, tienen el mismo comportamiento que 10s
acidos detectados en 1o0s ensayos cromatograficos; el especiro
correspondiente al acido vanillico, muestra dos maximos a una >\ de
258 y 289 nm que coinciden con el patron, coincidencia que tambien
se manifiesta con el acido p‘hidPOXiDChZOlCO y el patron
correspondiente, cuyos espectros muestran un maximo a una de 254

nm'

El analisis por espectrometria de masas nos confirma que
los compuestos I y II se corresponden con los acidos vanillico y p-

hidroxibenzoico respectivamente,

Sus espectros coinciden con 1los recogidos en la
bibliografia (STENMAGEN, 1969; MARHUENDA, 1987), encontrandose un
pico base a m/z 168 para el acido vanillico que corresponde al ion
molecular, mientras que para el acido p-hidroxibenzoico el maximo de
intensidad corresponde al ion 121 que proviene probablemente de la

pérdida de un COH.



IIT.A.5. ANALISIS CUALITATIVO DE PRINCIPIOS FLAVONICOS

IIT.A.5.1, EXTRACCION

La extraccion se realizé segun el método descrito por

Netien-Lebreton (NETIEN, 1964) modificado por nosotros (Fig. 9).

Se partio de 30 g de planta, que fue sometida a
extraccion continuada (Soxhlet) utilizando <cloroformo como

disolvente a fin de poder eliminar clorofila y sustancias lipofilas,

El marco resultante le sometimos a una nueva extraccion
con metanol. El exXtracto es concentrado hasta sequedad y el residuo
seco correspondiente se disolvio en agua hirviendo, Con este
extracto acuoso se procedido después a una extraccidén liquido-liquido
utilizando como disolventes sucesivos, éter etilico, acetato de

etilo y butanol (MAKBOUL, 1984).

Los extractos asi obtenidos se concentraron a presion

reducida hasta residuo seco, obteniendose 108 siguientes

rendimientos:
Exte cloroformico (r.s. A) ...... AR X T
Ext0 etéreo (r.s. B) ...... Ve Veeae 0. 961
Exta acetato de etilo (r.s. C) .......ovvun 1.53%
Ext0 butanolico (r.s. D) .v.vvvvvvvivvnnans 6.67%
EXt0 acuoso (r.s. E) ...vvvun, e 5.16%



G. tridentata L.

ICHCI

(SOXHLET)
‘L jl 3
MARCO EXTQ CLOROFORMICQ ——— r'.s. A
MARCO EXTQ METANOLICO

conc. a presion reducida
v

r.s,

agua hirviendo

v
EXTO ACUOSO

Eter etilico

' !

EXTQ ACUOSO EXTQ ETEREQ ——— > r'.8. B

' Acetato de etilo

! !

EXTO ACUOSO EXTQ ACETATO DE ETILO —————>r.5. C
' Butanol
EXT2 ACUOSO EXTQ BUTAMOLICQ ——— 1.5, D
r's' E

Fig. 9



III1.A.5.2. ESTUDIO CROMATOGRAFICO
Los residuos A,B{C y D fueron redisueltds en metanol

(KOLAR, 1981) y sometidos a estudio cromatografico a fin de conocer

el numero de principios presentes en cada extracto.

IIT.A.5.2.1. Cromatografia en capa fina

Tras la realizacion de numerosos cromatogramas
monodimensionales ascendentes con distintas fases méviles, se han
seleccionado las detalladas a continuacién que son las que han

mostrado un mayor poder resolutivo,

Fases moviles (AFCHAR, 1984)
Metanol/cloroformo (5:95)

Acetato de etilo/metanol/agua (150:10:5)

Soporte

Silicagel 60 HF 254

Grosor de la capa

0.25 mm



Reveladores (RIBEREAU-GAYON, 1968)
U.V. (254 nm)

Tricloruro de aluminio (sol. alcohdlica él 2% )

En el extracto etéreo hemos podido comprobar la
presencia de un componente mayoritario al que denominamos compuesto
I, Yy en el conseguido con acetato de etilo también aparece un

principio mayoritario que le designamos como compuesto II.

IIT.A.5.2.2. Identificacion mediante patrones de referencia

Los wvalores de Rf que presentaban los principios
detectados en los correspondientes cromatogramas, asi como la
informacidén bibliografica, nos permitieron seleccionar como patrones
de referencia, dos principios ya detectados en otras especies del

género Genista: GENISTEIN y GENISTIN (EXTRASYNTHESE).

IT1.A.5.2.3. Resultados

Los valores medios de Rf y las coloraciones que aparecen

con los distintos reveladores, quedan recogidos en la Tabla IX.



| Rf l Coloraciones
‘| FASES MOVILES REVELADORES
H A B A B
EXTe ETEREO 0.58 Parpura Amarillo
(Compuesto I) intenso palido
GENISTEIN 0.59 | Parpura Amarillo
intenso palido
EXTO ACETATO DE ETILO 0.54 Parpura Amarillo
(COMDU&ST.O I11) intenso palido
GENISTIN 0.56 Pirpura Amarillo
“ intenso palido
A. MeCH/CI CH (5:95) A. U.V. (254 nm)
3
B, Acet.etilo/MeQH/ B. AICl (2%4)

2

HO (150:10:5)

Tabla IX

VALORES MEDIOS DE Rf Y COLORACIONES OBTENIDAS DE LA CROMATOGRAFIA

EN CAPA FINA CON LOS DISTINTOS PATRONES




I1I1.A.5.2.4, Cromatografia preparativa en capa fina

El aislamiento del compuesto I y II lo hemos efectuado

mediante cromatografia preparativa.

EXTO ETEREQ EXTQ ACETATO DE ETILO
(COMPUESTO 1) (COMPUESTO 1I)

Fase movil Metanol/cloroformo(1:9) Acetato de etilo/MeCH/agua

(BECK, 1964) (HARBONE, 1969) (150:10:3)
Soporte Silicagel 60 HF 254

(KEEN, 1980)

Grosor 0.50 m

Reveladores U.V, (254 nm)

Tricloruro de aluminio (2%)

Las bandas obtenidas son diluidas en metanol siendo
posteriormente filtradas hasta ausencia total de silice y para
confirmar la pureza del compuesto eluido, se procedié de nuevo a

cromatografiarlo.



II1.A.5.3, ESTUDIO ESPECTROSCOPICO
Hemos procedido al estudio espectroscépico de los

principios aislados manteniendo las mismas condiciones operativas a

las expuestas en el apartado III.A.4.3. (GELLERT, 1985; KAZAKQV, 1980)

"III.A.5.3.1. Espectrofotometria U.V.

De acuerdo con los cambios espectrales producidos por
ciertos reactivos, relacionados con la localizacion de grupos
hidroxilos en compuestos de naturaleza flavonica (JURD, 1956),
podemos inducir cambios similares para obtener informacion

estructural atil en la serie de isoflavonas.

Estos compuestos suelen presentar un pico de absorcién
prominente - en la region de 250-290 nm (Banda II) y solamente un
sobrehombro o pico de baja intensidad, representa a la banda I

(MABRY, 1970).

Para la deteccion de un grupo hidroxilo libre en
posicion 7, wutilizamos acetato de sodio ya que dicho grupo es 1o
suficientemente acido como para ser ionizado por el reactivo,
produciendo un cambio batocromico de unos 10 mnm en la banda
principal de absorcion. No se observan cambios significativos en los
espectros cuando el hidroxilo no se encuentra libre. Esto, nos

permite diferenciar isomeros tales como GENISTIN y SOPHORICOSIDO 7 y



4 glucosido respectivamente de la aglicona GENISTEIN (57,4
trihidroxiisoflavona) con espectros en etanol virtualmente
idénticos, mientras que en presencia de acetato de sodlo, el de
GENISTIN se mantiene y ¢l de SOPHORICOSIDO difiere 13 nmm
(HOROWITZ, 1961 ).

Respecto al grupo hidroxilo en posicion 5, las
isoflavonas que 1o poseen en forma libre, forman complejo con el
tricloruro de aluminio y este complejo se manifiesta en un cambio

batocromico de 11-14 nm en su espectiro (BRIGGS, 1959; DUNLAP, 1960),

ITI1.A.5.3.1.1, Resultados

Los espectros U.V. en metanol de las dos isoflavonas

aisladas se muestran en las Figuras 10 y ii.

Los maximos de absorcion presentados por los diferentes

compuestos (problemas y patrones) quedan reflejados en las Tabla X.
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ESPECTROS U.V. EN KETAROL

FELACTIVOS

HaNeo AlCH AICH JHCL Ba0Ac  HaAc/H BO

] ] 3]

COKPUESTO | 264, 32880 217,321sh  212,307sh  273,3098h 270,325 262, 326sh

GENISTEIN 260, 3270 278, 32780 272,307sh 272, MO0sh 270,321 264,3358h

COMPUESTO 11 26,3308 210,353sh  274,373sh  274,373sh  264,33ish 260,328sh

GENISTIN 260, 33050 210,353sh 2712, 373sh  212,313sh  260,33ish 260, 328sh
Tabla I

X Rix (nm) correspondientes a los eluatos problemas y soluciones patrones




II1.A.5.3.2, Espectrometria de masas

Los espectros de masa de los dos compuestos aislados se
realizan en las mismas condiciones experiemntales a las resenadas en

el apartado IIT.A.4.3.2.

II1.A.5.3.2.1. Resultados

Los resultados obtenidos estan expresados en valores de
masa/carga eléctrica (m/z), indicando entre paréntesis, 1las

intensidades en 4,

EM wz (%)

COMPUESTO I
M+ 270(100), 153(35), 152(19), 135(7), 118(15), 70(9), 60(10).

COMPUESTO 11
270(100), 153(32), 152(19), 135(7), 118(14), 98(12), T3(48), 60(70),
57 (44),

Las Figuras 12 y 13 muestran 1los espectros obtenidos

para cada compuesto.



‘D590 FAPOR21.62 RT= @4:46 +E1 SLEP 1@-2@-82 12:47
p)

TIC= 2399824 100X= 221444 Gl (MD. HERRERAGLEZ. 3 FM_270.2%

190 279
1 .

90
82
70
50
50 ek
40
153

3¢

20

ie

i
[
& |

SO 109 159

FIG, 12

ESPECTRO DE MASAS DEL COMPUESTO I

Sse  See



DS99 FAPOER23.62 RT= @4:47 +EI1 SLEP 18/26-89 15:26
TIC= 4205056 100X= 306256 Gz(MD HERRER: GLEZ. D

‘190

20

=10

7O

=1

S50

40

20

1@

44

S@

—
i
Lt

100 15@ - ope

FIG. 13

ESPECTRO DE MASAS DEL COMPUESTO II




ITI.A.5.4, DISCUSION DE RESULTADOS

Para el aislamiento de los principios flav6nicos hemos
seleccionado el método de Netien-Lebreton y en la identificacion,

las técnicas espectroscopicas usuales,

De las fases moviles ensayadas se seleccionaron:
Metanol/cloroformo (5:95) y acetato de etilo/MeOH/agua (150:10:5),

Ya que nos permiten obtener una mejor separacion de 10s componentes.

Con todas ellas se ha evidenciado la coincidencla, tanto
de color como de Rf, de los componentes mayoritarios de nuesiros

extractos problemas con patrones puros,

Los resultados obtenidos por espectrofotomeiria
U.v. /VIS, para los dos compuestos aislados nos confirman su

naturaleza isoflavonica.

El cambio batocrémico resultante de 1la adicion de
clorhidrato de aluminio como reactivo tanto en el compuesto I como
II nos muestra la presencia de un grupo OH en 1la posicidén 5,
mientras que la ausencia de cambio en el compuesto II al anadir
acetato de sodio, nos orienta hacia la existencia de un bloqueo del
hidroxilo de 1la posicion 7 a diferencia con el compuesto I que se

encuentra en forma de OH libre.



Los espectros de masas coinciden con los recogidos en la
bibliografia (INGHAM, 1976; O'NEILL, 1983) encontrandose en ambos
un maximo de intensidad en el ion de masa 270 que Vcorresponde al

ion molecular de GENISTEIN.

Correspondiéndose por tanto, el compuesto I con

GENISTEIN y el compuesto II con su heterosido GENISTIN.



B. ENSAYOS FARMACODINAMICOS

II1.B.1. ENSAYOS GENERALES DE TOXICIDAD AGUDA

La determinacion de 1la toxicidad aguda, s  paso
obligatorio en el estudio de la actividad de un farmaco. Hemos

utilizado la técnica de Miller & Tainter (MILLER & TAINTER, 1944).

El ensayo se realizé con ratones Swiss de ambos Se€X0s Y

las dosis administradas por via intraperitoneal, fueron las

siguientes:
WOTE I ......... veersereess 2000 mg r.s. cocimiento/Kg de animal
LOTE Il vv'vvvvnvnennnnvnens 2500 mg r.s. " " "

LOTE 1III ..... Peeereerereey 3000 mg r.s. " " "

Tras realizar el recuento de animales vivos y muertos de
cada lote, se construye un grafico, en el que se representa el
porcentaje de mortalidad transformado en probits, en funcion del

logaritmo de las dosis correspondientes,

De esta forma, la representacion obtenida es una linea

recta, sobre la que deducimos el valor de la DL (dosis letal
50



media) por la lectura directa de la dosis correspondiente al 50% de

animales muertos (probits 5).

II11.B.1.1, RESULTADOS
Los resultados obtenidos, se exponen en la Tabla XI.

Los sintomas observados al administrar las dosis

ensayadas han sido: laxitud, somnolencia y leve taquicardia.

IT1.B.1.2. DISCUSION DE RESULTADOS

A la vista del comportamiento seguido por los animales
de experimentacidn tras la administracién de 2, 2.5y 3 & r.s./Keg
animal, se puede facilmente deducir la practica atoxicidad de G.
tridentata L. Yya que no sdlo no se produce la muerte de ninguno de
los animales de 1los lotes tratados, sino gque tampoCo aparecen
reacciones adversas de consideracion, teniendo en cuenta, que la
maxima dosis equivale a + 20 g de planta y que la via de

administracion ha sido la intraperitoneal.



1S EQUIVALENTE DROGA MORTALIDAD

(mg r.s./Kg animal) (g) (%)
2.000 12.86 0
2.500 16,08 0
3.000 19,29 0
Tabla XI

RESULTADOS DE LOS ENSAYOS DE TOXICIDAD AGUDA



II1.B.2, ENSAYO DE LA ACTIVIDAD ESPASMOLITICA EN ORGANO

AISLADO

La técnica experimental empleada para estudiar la
actividad espasmolitica, ha sido "in vitro", por constituir un
modelo sencillo que permite demostrar la interaccién farmaco-
receptor directamente, eliminando factores farmacocinéticos. Nos

permite ademas poner de manifiesto la relacion dosis-efecto.

ITI.B.2.1, EXTRACTO FLAVONICO

La valoracion de la actividad espasmolitica, se ha
' realizado sobre duodeno aislado de rata, siguiendo el método general
de Magnus (MAGNUS, 1983), Van Rossum y Van der Brink (VAN ROSSUM
1963).

Los organos han sido obtenidos de ratas machos de raza
Wistar de peso comprendido entre 200 y 250 g sacrificadas mediante
un  golpe en la nuca, procediendo  posteriormente a la

exsanguinizacioén por corte de yugular y carotida.

La copa del bano de organos, contiene 37 ml de solucion
nutricia de Tyrode (ESPLUGUES, 1982) que se mantiene a 37°C de

temperatura y con oxigenacion constante.



Los efectos se han registrado en un Poligrafo LETI-GRAFH
2000 al que se encuentra acoplado un transductor isotonico LETICA

905, ajustado con una tension inicial de 1 g.

Los agonistas empleados han sido, Cloruro de

Acetilcolina (Merck) y Cloruro de Bario (Merck) a dosis comprendidas

entre:
-9 -6
4.65x 10 M - 2.38x 10 M Cloruro de Acetilcolina
=6 -4
8.85x 10 M - 1.42%x10 M Cloruro de Bario

La solucion problema ensayada es un extractoe flavenico

al 2% en solucion hidroalcohdlica (1:1):

Dosis (mg) Vol. (ml) ~  Concentracién en bafo

4 mg r.s. EXt9 flavenico 0.2 0.1333 mg/ml

La preparacion se mantiene en reposo, hasta conseguir
una linea basal estable. A continuacion procedemos a realizar la

curva patron con el agonista correspondiente,



Las curvas dosis-respuesta se han elaborado de acuerdo

con el siguiente protocolo:

Experiencia A

Una vez estabilizado el masculo, se adiciona al bafo la
dosis seleccionada de problema y transcurridos 5 minutos se van

anadiendo las dosis correspondientes del agonista (MARHUENDA, 1988).

Experiencia B

La adicion al bafio de organos de la dosis de sustancia
problema tiene lugar segin esta modalidad, inmediatamente después
de la ultima adicion del agonista. Aguardamos 5 minutos y se procede
al. lavado de 1a preparacion a fin de devolverle las condiciones

iniciales (TORCK, 1971).



III.B.2.1.1. Resultados

Experiencia A

Las curvas dosis-respuesta se obtienen disponiendo en
ordenadas los valores medios correspondientes a los % de efecto
(E X 100/EMT) vy en abscisas los logaritmos correspondientes a las
concentraciones molares del agonista. De esta manera, podemos
apreciar las variaciones que puede ocasionar el pretratamiento con

la solucién problema, de forma grafica.

Los resultados se muestran en las Tablas XII y XIII en
las que se recogen los valores de DE , E Yy pD .
90 max e

La significacion estadistica entre las medias de 1los

valores obtenidos, fue determinada aplicando el test de Student.

Las figuras 14 y 15 muestran la representacion grafica.

Experiencia B

Los resultados quedan reflejados en la Tabla XIV como “
de relajaciéon producida después de la adicion del agonista
correspondiente, En la figura 16 se expone la representacion grafica

en forma de histograma,



DE E D
50 Tax 2
]
-7
Acetilcolina 1.82x 10 M 100.0 0.00 6.74
_7 r
I 4 mg Exto flavenico 2.75% 10 M 105.4.47.39 "
n.s,
Tabla XII

VALORES DE DE Y E OBTENIDOS CON EL EXTRACTO

20 max

EN ESTUDIO FRENTE A ACETILCOLINA



DE E PD
o0 max 2
il 3
-9
Cloruro de Bario 3.3 x 10 M 100.0 £0.00 4.48
| -5
4 mg EXt2 flavonico 2.82x 10 M 82.1 #5.88
*
¥ p < 0.025
Tabla XIII

VALORES DE [DE Y E OBTENIDOS CON EL EXTRACTO
20 max

EN ESTUDIO FRENTE A CLORURO DE BARIO.



Experiencia A (Extr. flav. + Ach)

% EFECTO

120

100 gt

/maza »g Ext./ml

. _
20 //

0 / ] 1 | 1 ‘ ] ] |

-8.33 -8.083 -7.78 -7.43 -7.18 -6.83 -6.68 -622 -56092 -6.62
Log (Acstilcolina) M

—— Acetilcalina  —t Ext.flav.+Acetilcol.

FIG. 14



Experiencia A (Extr. flav. + Cl,Ba)

% EFECTO

120

100 /
80 - ek

Mz mg Ext./mi
/r"

80 /
40 /

20 _'(7

0 ! I ! I 1
-5.06 -4.75 -4.45 -4.15 -3.856

Log (Cl, Ba) M
— QO,Ba —+ Ext.flav. + Cl, Ba

FIG. 15



AGONISTAS
(# relajacion)

I l
Acetilcolina Cl Ba
2
" EXTC FLAVONICO |
Vol. (ml) Concentracion bafo I
0.2 0.1333 mg/ml 60.05 £3.25 81,95 5.85
Tabla XIV

EFECTO RELAJANTE DEL EXTQ FLAVONICO DE G. tridentata L.

FRENTE A ACETILCOLINA Y CLORURO DE BARIO



Experiencia B (Agonista + Extr. flav.)

% RELAJACION

100

80

80

0.1333 mg Ext./ml

40

20

Cl,Ba + Ext.flav. Acetilcol. +Ext. flav.
FIG. 16



III.B.2.1.2. Discusién de resultados

El screening farmacodinamico previo realizado con el
extracto flavonico de la sumidad florida de G. tridentata L. nos
puso de manifiesto su capacidad para relajar la musculatura de fibra

lisa.

Determinamos 1a actividad de dicho extracto en duodeno
aislado de rata, seleccionando como agonistas Cloruro de

Acetilcolina y Cloruro de Bario,

Al elaborar las curvas dosis-respuesta de acuerdo con la
modalidad A (adicionar al bafo de organos el extracto y a los S
minutos el correspondiente agonista) observamos que dicho extracto
no es capaz de modificar de forma significativa la curva dosis-
respuesta conseguida con dosis acumulativas de Acetilcolina. Por el
contrario, si tiene capacidad para variar el perfil cuando el

agonista utilizado es el Cloruro de Bario,

En la experiencia B (adicién al bamo de érganos de dosis
acumulativas del agonista y posteriormente el extracto), 1los
resultados son de mucha mas significacion ya que los % de inhibicién
frente a los agonistas Cloruro de Acetilcolina y Cloruro de Bario
superan el 50 % llegando a producir una disminucion de la
contraccién maxima obtenida con el 20 de practicamente un 82 %, es

decir que en estos ensayos previos se puede observar una marcada



actividad espasmolitica y un ligero poder antiespasmogeno frente al

Cloruro de Bario.



IIT.B.2.2. GENISTEIN

I11.B.2.2.1. Accion frente la Histamina y Cloruro de

Bario

Utilizamos la técnica descrita en el apartado III.B.2.1.

Las condiciones experimentales fueron las siguientes:

AGONISTAS

Cloruro de Bario Clorn. Histamina
-6 -4 -8 =7
Concentracion bano (M) 8.85 x 10 - 5.66 X 10 1.76 X 10 -5.64 x 10
Tejido Duodeno de rata Ileon de cobaya
Oxigenacion Aire atmosférico Carbogeno

Una vez realizadas las curvas patron con el agonista
correspondiente, son anadidas al bano las dosis de Genistein para
valorar su efecto frente a la respuesta contractil del intestino, al

adicionar los espasmogenos antes citados.



Las dosis

administradas de

(Genistein) fueron las siguientes:

Genistein

hidroalcoholica (1:2).

vvvvvv

ooooooo

vvvvvv

vvvvvvv

la solucion

problema

Concentracién en bano (M)

fue

solubilizado

-6

7.33 X 10

)

1.47 x 10

)

2,93 x 10

én una

solucion



III.B.2.2.1.1., Resultados

Los parametros de accion que caracteriian las curvas
medias dosis-respuesta de Cloruro de Bario y Clorh., de Histamina,
asi como las obtenidas después del pretratamiento con cada una de
las dosis de Genistein (7.33 X 166 M 1.47 X 10_SM, 2.93 x 10 5M,
4,40 x 10 SM) quedan recogidos en las Tablas XV y XVI.

En las figuras 17 y 18 se muestran las curvas medias
dosis-respuesta del agonista antes y después del tratamiento con

cada una de las concentraciones de Genistein.

Los resultados obtenidos sobre la accion de Genistein al
ser anadido inmediatamente después de la ultima dosis del agonista
correspondiente, quedan recogidos en la Tabla XVII como # de

relajacién y representados en forma de histograma en la Figura 19,

II1.B.2.2.1.2, Discusion de resultados

Para elaborar las curvas dosis-respuesta con Genistein
hemos seguido el mismo protocolo descrito anteriormente, Ppero

seleccionando como agonistas el Cloruro de Bario y la Histamina,

En la modalidad A cuando el agonista utilizado es el
Cloruro de Bario se produce una modificacion significativa de la

curva dosis-respuesta al administrar una concentracion de Genistein



-5
de 4.4 X 10 M pudiendo apreciar como hecho curioso una mayor
-5
actividad de 1la dosis 23 (1.47 x 10 M) frente a 1a 32
-5
(2.93 X 10 M),

Este hecho se repite cuando utilizamos como agonista
Histamina, Yya que los valores de Efecto maximo disminuyen de forma
significativa a la dosis de Genistein de 7.33 X 10 6M: hay una menor
actividad (aunque también significativa) de la dosis 22 con respecto
a €sta, mostriandose de nuevo intensamente activa la concentracién de
2.93 x 10 ° M. El decremento conseguido con esta 33 dosis es de

32.86% por lo que no se considerd oportuno seguir incrementandolas.

Los valores obtenidos de acuerdo con la modalidad B si
muestran una clara relacion dosis-efecto, tanto cuando el agonista
es el Coruro de Bario como Histamina aunque se invierte la actividad
con respecto a la modalidad A. En este caso, muestra una mayor
capacidad espasmolitica frente al Cloruro de Bario originando a la
dosis de 4.4 x 10 ’ Mun % de reiaJacién de 95.57 sin que se

evidencie ningin problema para la recuperacién del tono muscular,



-4

DE (10 M) E pD
50 Max 2
CLORURO DE BARIO " 1.3182 100.00 * 0.00 3.88
GENISTEIN
-6
(7.33 X 10 M) 1.7783 95.61 *+ 5,35
n's'
-5
(L.47 X 10 M) i 1.2301 T7.78 * 6,91
¥
-5
(2.93 X 10 M) 1.3490 90,80 + 5,87
n.s,.
-5
(4.40 X 10 M) 1.6982 60.80 £+ 7.14 ¥ p<0.025
% % p<0.005
Tabla XV

PARAMETROS DE ACCION DE LA CURVA MEDIA DOSIS-RESPUESTA DE CLORKURO DE BARIO

EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE GENISTEIN



-7
DE (10 M) E pD
50 max 2
HISTAMINA u 0.9550 100.00 * 0.00 T.02 I
GENISTETIN
-6
(7.33 2 40 M) 1.5136 40,68 * 6,15
¥
-5
(1.47 X 10 M) 1.1749 63.75 + 8.15
¥
=5
(2.93 x 10 M) 2.0893 32,86 + T.11 ¥ p<0,005
%% % p<0, 004

Tabla XVI

PARAMETROS DE ACCION DE LA CURVA MEDIA DOSIS-RESPUESTA DE HISTAMINA

EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE DISTINTAS CONCENTRACIONES DE GENISTEIN



Modalidad A (Genistein + Cl Ba)

% EFECTO

120

100

.
50 //{///1

; F e

zo/%

0 = *
_20 1 i 1 1 1 i 1
-506  -476  -445  -415  -386  -856  -8.26
Log (Cl,Ba) M
—— Control —— 7.38x10°M  —¥ 147x10°M  —8 2.08x10° M
—%= 4,40x10° M

FIG 17



Modalidad A (Genistein + Histamina)

% EFECTO
120
100 /
80 e

o /  x

. T
" / //)‘?D

0
~71.76 -7.46 -7.16 -6.85 -6.66 -6.26

Log (Histamina) M
—— Control —+ T7.38x10°M ¥ 147x10°M —8 2.03x10°M
FIG. 18



AGONISTAS
(# relajaciéon)

[
CIEBa Hlst;mlna
I
GENISTEIN
Yol. (ml) Concentracion bano (M)
-6

0.1 7.33 x 10 40,45 * 1,90 6,90 *1.1¢2

0.2 1.47 X 10 ’ 47.84 + 3.44 14,58 *1.24

0.4 2.93 X 10 ° 61.33 i 6.23 17.33 #1.14
“ 0.6 4,40 x 10 ° 95.57 t 3.44

Tabla XVII

EFECTO RELAJANTE DE GENISTEIN FRENTE A CLORURO DE BARIO E HISTAMINA



Modalidad B (Agonista + Genistein)

% RELAJACION

120

100

80

80

40

20

)

7.33x107¢ 4.40x10°°

Dosis Genistein (M)
Cl,Ba + Genistein Histamina+Genistein
FIG. 19



II1.B.2.2.2. Efecto de Genistein en la inhibicion de las

contracciones inducidas por estimulacion

eléctrica de campo. Calculo de su IC

50

Se han empleado cobayas machos de peso comprendido entre
300-350 g, que fueron sacrificados de un golpe en la nuca y

exanguinizados.

Fueron utilizados segmentos de ileon de la porcién
terminal, descartando los 10 cm mas cercanos de la unién ileocecal,
Utilizamos un bafo de oérganos de 2 ml de capacidad conteniendo
solucion Krebs-Henseleit (RODRIGUEZ, 1986) a 37°C con burbujeo

continuo de carbégeno (954 0 - 54 CO ).
2 2

Los efectos obtenidos han sido recogidos en un
quimografo GRAPHTEC (Linearcorder mark VII WR 3101) al que se
encuentra acoplado un transductor isométrico HSE, ajustado con una

tension inicial de 1 g.
Después de un periodo de estabilizacion de 30 minutos,
el 1ileon de cobaya fue sometido a una estimulacion eléctrica de

campo (0.1 Hz; 70 V.; 1 ms) mediante un estimulador GRASS S48.

Cuando las contracciones 1llegan a ser estables, se

adicionan al Dbano dosis acumulativas de Genistein que una vez

- 104 -



finalizada la experiencia, fue retirada de la solucion del bado
mediante sucesivos lavados, para comprobar la reversibilidad de sus

efectos (ABDALLA, 1986).

Las dosis administradas de la solucion de Genistein
=3
(2.7 x 10 M) fueron las siguientes:

Dosis Vol. (pl) Concentracion bano (M)

-6

12 S 6.8 x 10
-5

2a 10 2.0 x10
-5

3a 20 4,7 x 10
-4

4a 40 1.0 X 10

La potencia antiespasmodica fue evaluada por calculo de
la concentracion de Genistein necesaria para producir una inhibicidn

de la contraccion del S04 -IC - (TREBIEN, 1988).
20
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II1.B.2.2.2.1. Resultados

En la Figura 20 se expone un registro de los efectos
de Genistein a las distintas dosis sobre las contracciones inducidas

por estimulacion eléctrica de campo.

En 1la Tabla XVIII se recopilan los valores de % de

inhibicion de la contraccion a las distintas dosis.

La representacion grafica se expone en la Figura 21, a
partir de la cual se ha calculado la IC de Genistein que se

S0
corresponde con una concentracion en bano de 37.5 M.

II1.B.2.2.2.2. Discusion de resultados

En bibliografia hemos encontrado el valor de IC de
50
Genistein con respecto a la Protein Kinasa C dependiente de Calcio

en cerebro de bovino, Dicho valor es de 35.3 M (GOTO, 1987).

Antes de iniciar el estudio de Genistein frente a la
Acetilcolina, procedemos a calcular este parametro de inhibicién
resultando ser segun nuestras experiencias en ileon de cobaya de

37.5 WM, utilizando dicha concentracién para el posterior estudio.

- 106 -
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REGISTRO DE LOS EFECTOS DE GENISTEIN SOBRE LAS CONTRACCIONES
INDUCIDAS POE ESTIMULACION ELECTRICA DE CAMPO



DOSIS Conc. GENISTEIN en baito 4 INHIBICION DE LA

M) CONTRACCION

-

ia 6.8 X 10 9.2 1.7
)

2d 2.0 x 10 26.7 £ 3.9
-9

34 4.7 x 10 62.9 + 4.6
-4

43 1.0 x 10 89.0 £ 2.7

Tabla XVIII

VALORES DE “% DE INHIBICION DE LA CONTRACCION OBTENIDOS
CON LAS DIFERENTES DOSIS DE GENISTEIN



% inhibicion de la contraccion

10%

o4

—o—i

Genistein en la inhibicion de las
contracciones Inducidas por estimulacion

electrica de campo

—o—

o

FIG. 21

(Ganistein),.M



II1.B.2.2.3. Efecto frente a contracciones producidas por

Acetilcolina y 6-0x0-PGE en ileon aislado

1
de cobaya.

La preparacion del tejido y las condiciones de
experimentacion fueron idénticas a las de la experiencia anterior

(ap. III.B.2.2.2).

Una vez transcurridos los 30 minutos de estabilizacion
del organo y conseguida una linea basal continua y persistente, se
anaden al bano de organos las soluciones del -agonista

correspondiente, empezando por la mas diluida (solucien I).

Entre dosis y dosis se esperan 5 minutos lavando
repetidamente el masculo con idea de recuperar la originaria linea
basal. Una vez conseguida la respuesta maxima se calcula la dosis de
agonista que permite obtener una contraccion que se corresponda con

el 70% del efecto maximo (PATNAIK, 1987).

Cuando se obtienen contracciones constantes con el
agonista, se anade al bado Genistein (IC = 34M), dejande

30
transcurrir 5 minutos antes de volver a adicionar el espasmogeno.
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DOSIS AIMINISTRADAS

A, AGONISTAS
- Acetilcolina
Dosis Vol (pl) Conc. en baio
-6
Sol.I (10 M)
-9
ia 10 5x10 M
-8
2a 20 1x10 M
-8
3a 40 2X 10 M
-5
Sol.Il (10 M)
-8
43 10 5x 10 M
=7
o2 20 1x10 M
-7
6a 40 2x 10 M
- 6-0X0-PGE
1
Dosis Vol (pl) Conc. en bafio
So0l.1 (200ng/ml)
ia 