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SINTESIS

Boldoa purpurascens,Cav es una especie silvestre que crece en Latinoamérica y
el Caribe; es utilizada en varios paises como diurético y para combatir las afecciones
del tracto urinario, existen escasos informes sobre dichos usos y no hay estudios
desde el punto de vista quimico que validen su uso tradicional. Se establecieron los
pardmetros de calidad de la droga. Se informa por primera vez que el extracto
acuoso no presenta toxicidad ni es genotoxico. Se comprobd, que el mayor
porcentaje de sustancias solubles extraibles se encuentran en el extracto acuoso y
gue los compuestos fendlicos son los de mayor proporcion en la fraccion bioactiva, la
cual presentd actividad diurética comparable con medicamentos de comprobada
eficacia. El fraccionamiento y posterior andlisis por espectroscopia RMN *Hy **C y el
sistema ESI-MS, permitieron conocer la presencia de tres nuevos flavonoides: 4’,5-
dihidroxi-6,7-metilendioxiflavona-3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—»2)-a-L-
arabinopiranosida, 4',5-dihidroxi-6,7-metilendioxiflavona-3-O-3-D-xilopiranosida y el
4’ 5-dihidroxi-6,7-metilendioxiflavona-3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-p-D-glucésido.
Dos de los compuestos aislados (flavonoides con grupo benzodioxalano) mostraron
un efecto diurético comparable con la furosemida, al igual que el extracto acuoso de
donde proviene, lo cual sugiere que son los flavonoides, junto a las sales de potasio

encontradas, los posibles compuestos que ejercen dicho efecto.
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INTRODUCCION

A principios de este siglo, el desarrollo de la quimica y el descubrimiento de
complejos procesos de sintesis organica desembocaron en dos sucesos: una nueva
produccion de medicamentos por parte de la industria farmacéutica y un aumento del
volumen de productos farmacoldgicos que facilito la atencion a un mayor nimero de
pacientes (Arteche, 1998; 2003).

Sin embargo, las plantas medicinales no quedaron totalmente olvidadas y en los
tiempos actuales se observa como en numerosos institutos y empresas
farmacéuticas de todos los paises se continta intensamente su investigacion.

Hoy, en todo el mundo, se realizan mdltiples trabajos dirigidos al campo de la
medicina natural, a pesar del alto consumo de quimioterapéuticos. En los momentos
actuales una parte de los esfuerzos en la industria farmacéutica van encaminados
hacia la obtencion de farmacos de origen natural que puedan ser terapias
alternativas respecto a los sintéticos (Harnischfeger, 2002).

En Cuba, como en el resto del mundo, la fitoterapia esta recuperando terreno debido
a la demostracion cientifica de su beneficio terapéutico y a una de sus caracteristicas
mas importantes: la seguridad, es decir, la poca o nula toxicidad y los escasos

efectos secundarios e indeseables que presentan (Graf, 1999; Rodriguez, 2001).
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Si bien es cierto que la extraccion, aislamiento e identificacion de los constituyentes
de las drogas vegetales se ha efectuado en afios relativamente recientes, el
propésito para el cual estas sustancias medicinales se emplean hoy dia es el mismo
gue le dieron nuestros antecesores.

Se han conocido muchas especies de diferentes familias de plantas con determinada
accion biologica, un ejemplo lo constituye la familia Nictaginaceae. Se ha encontrado
en la mayoria de los estudios realizados en los diferentes géneros y especies que los
flavonoides, las sales de potasio, los taninos y las saponinas, entre otros, pueden ser
responsables de una accién diurética (Arteche, 1998; 2003 ). Entre ellos se destacan
los flavonoles y las flavonas, presentes en algunas especies de esta familia (Arteche,
1998; 2003; Harbone, 1982;).

Dentro de las enfermedades mas frecuentemente tratadas con plantas medicinales
estan las del sistema renal. Una de las especies cuyo empleo en estas patologias se
informa popularmente es Boldoa purpurascens, Cav (Roig, 1988), conocida en Cuba
como Nitro. Esta especie solo tiene informes preliminares acerca de estudios que
validen su utilidad como medicamento vegetal con propiedades diuréticas y que la
misma puede ser utilizada en diversas patologias relacionadas con el sistema renal,
por lo que se requiere profundizar en el estudio quimico y farmacologico del extracto

acuoso de las hojas y para ello se plantea el problema cientifico siguiente:



Problema cientifico
La medicina tradicional refiere el uso del extracto acuoso de Boldoa purpurascens,
Cav en el tratamiento de afecciones del sistema renal. No hay estudios cientificos
qgue validen el mismo por lo que si se desea emplear como fitomedicamento, hay
gue realizar estudios quimicos y bioldgicos que corroboren dicho uso tradicional.
Por tales razones en el presente trabajo se plantea la hipétesis siguiente:
Hipotesis:
El extracto acuoso de las hojas de la especie Boldoa purpurascens, Cav posee
componentes quimicos que son responsables del efecto diurético atribuido por la
medicina tradicional.
Para comprobar dicha hipétesis se propusieron los objetivos siguientes:
Objetivo general:
Realizar evaluaciones fitoquimicas, farmacoldgicas y toxicologicas al extracto acuoso
de Boldoa purpurascens, Cav que permitan avalar su uso por la medicina tradicional.
Objetivos especificos:

1. Corroborar si el extracto acuoso de las hojas de la especie tiene efecto

diurético, como se le atribuye por la medicina tradicional.



2. Realizar las evaluaciones antimicrobianas y toxicoldgicas al extracto acuoso de
las hojas de la planta que permitan dar criterios sobre su uso como terapia
alternativa del sistema primario de salud en Cuba.
3. Evaluar algunos indices farmacognésticos para las hojas de Boldoa
purpurascens, Cav que permitan establecer los pardmetros de calidad para su
normalizacion como droga cruda.
4. Determinar los componentes inorganicos mayoritarios del extracto acuoso de la
planta.
5. Aislar y caracterizar quimicamente componentes organicos presentes en el
extracto acuoso de las hojas de Boldoa purpurascens, Cav.
6. Evaluar la posible contribucion de los compuestos aislados al efecto diurético
del extracto acuoso, referido por la medicina tradicional.
Novedad cientifica:
Por primera vez, se realiza un estudio cientifico que permite establecer que el
extracto acuoso a partir de las hojas de la especie Boldoa purpurascens, Cav al 5 %
presenta un efecto diurético comparable con la Furosemida y la Hidroclorotiazida, sin
presentar toxicidad detectable en animales de experimentacién, lo cual permite

sugerir su uso seguro como fitomedicamento para trastornos renales.



En este extracto activo, se determina la presencia de alto contenido de potasio
(0,9%), se aislan y caracterizan cuatro glicosidos derivados de flavonoides, de ellos,
tres estructuras se refieren por primera vez como nuevos productos naturales y se
demuestra que estos componentes quimicos contribuyen al efecto diurético de este

extracto.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Nyctaginaceae. Generalidades botanicas.

Nyctaginaceae: Plantas dicotiledoneas, orden Centrospermales, herbaceas o
lefiosas, por lo comun con hojas opuestas, flores en cimas umbeliformes o
corimbiformes, bracteas en la base de las flores, libres o soldadas, a veces
petaloideas, con frecuencia en involucro caliciforme, cinco sépalos corolinos,
soldados, con base persistente en la madurez, formando, alrededor del agujero, un
antocarpo envolvente. La mayoria son americanas. El nombre de la familia es
derivado de Nyctago, que denominé al hoy llamado Mirabilis.

1.2. Boldoa purpurascens, Cav ex Lag (nitro). Generalidades botanicas de la
especie.

Boldoa purpurascens, Cavanilles ex Lag, es conocida vulgarmente en Cuba como
nitro o tostén (Roig, 1988). Fue descubierta por Cavanilles en América 'y depositada
en el jardin botanico de Madrid en 1816 por Lagasca, un discipulo de Cavanilles,
introducida en Cuba en 1842. Se puede observar los aspectos taxonémicos mas
importantes en la figura 1.

A esta planta se le conocen tres sinonimias: Boldoa ovatifolia Lag; Cryptocarpus
globosus HBK y Salpianthus purpurascens Hook.& Arn. Es la Unica especie de su

género.
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1.2.1. Descripcion botanica.

Boldoa purpurascens, Cav. ex Lag. Es una planta de 1-2 metros de altura, herbacea,
muy ramificada; las ramas de la inflorescencia son pegajosas. Hojas rombo-aovadas
a aovado-deltoideas, de 5 a 20 cm; agudas a atenuadas, abruptamente acuminadas
en la base, decurrente en el peciolo. Flores aglomeradas en racimos cortos y densos
al extremo de las ramas de la panoja; periantio de 2,5-3 mm. Fruto de 1,5 mm de
diametro; semilla negra, lustrosa, crece en terrenos yermos, (Leon, 1957) (Figura 2 y
3).

1.2.2. Habitat , distribucion, fenologia y cultivo.

Es una planta silvestre en los terrenos de serpentina y calcareos, bastante
abundante en las cercanias de La Habana, por Guanabacoa y Marianao. (Roig,
1984; 1988). Habita en México, Nicaragua, Guatemala, Costa Rica y Venezuela
(Ledn, 1951). Es una planta poco conocida por la poblacion y quizas a eso se deba
los escasos estudios que posee.

En Cuba florece de diciembre a mayo, las hojas alcanzan su mayor tamafio en los
meses de junio y julio.

1.3. Usos en la medicina tradicional.

En los estudios etnobotanicos se informa su uso como diurético y antiséptico de las
vias urinarias. En algunos lugares de Cuba se ha usado para la eliminacién de

calculos renales. Es posible que esta accion (no demostrada) sea cierta, atendiendo
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al potente efecto diurético que se le atribuye, lo cual lleva consigo una eliminacion
considerable de liquido y puede ocasionar la fragmentacion de los calculos, pudiendo
ser arrastrados del 6rgano (rifdn). Se refiere el empleo de sus hojas y renuevos.
(Roig, 1988)

En 1957 el sacerdote Alain Ledén refiere su venta en La Habana, como un poderoso
diurético.

1.4. Antecedentes en los estudios de Nyctaginaceae.

La familia Nyctaginaceae esta constituida por 30 géneros, con aproximadamente 300
especies distribuidas en América y el Caribe, siendo quimicamente poco conocida.
Los géneros mas estudiados han sido Bougainvillea, Guapira, Mirabilis y Pisonea.
Los compuestos que mayormente se informan en la literatura para estos géneros
son alcaloides, flavonoides, proantocianidinas, saponinas y sapogeninas. Entre ellos,
kamferol y quercetina han sido los compuestos quimicos mas corrientemente
informados (Stintzing y col., 1998).

Atendiendo a los informes que aparecen en la literatura sobre estudios realizados a
algunos géneros de esta familia, solamente se resaltan evaluaciones realizadas a
Boerhaavia y Bougainvillea, siendo muy escasos en el resto de los géneros. La
investigacién para los flavonoides encontrados en las diferentes especies de estos
géneros ha estado dirigida en su mayoria a evaluar sélo la actividad antioxidante; no

se encontraron trabajos de comprobacién de la actividad diurética de flavonoides
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aislados en esta familia que avalaran dicho uso, indicando la presencia de éstos de
manera general y asociandolos con la accion (Tabla |)

Dentro de la familia botanica se han estudiado algunas especies del género
Boerhaavia, principalmente las especies Boerhaavia diffusa L(BD) y Boerhaavia
erecta (Stintzing y col., 1998).

La decoccidn y el jugo de las hojas frescas de B. diffusa se emplean en la medicina
tradicional de Martinica como analgésicas y anti-inflamatorias; las raices para la cura
de Ulceras corneales y ceguera nocturna; también se emplean como
hepatoprotectores. Las hojas han sido utilizadas contra la dispepsia, la ictericia, el
ensanchamiento del bazo y para aliviar los dolores abdominales. (Chandan y
col.,1991; Souza y col., 1999; Shrivastava, 1995).

Borrelli (1995), en el Departamento de Farmacologia Experimental, Universidad
Napoles, aislo varios rotenoides que se evaluaron en su efecto sobre la motilidad
intestinal "in vitro”. Tres de ellos presentaron actividad espasmolitica.

Se estudio la actividad antifungica de los extractos de cloroformo, acetato de etilo,
etanol, éter y agua a partir de las raices de B.diffusa. Se obtuvieron los mejores
resultados para los extractos etanodlicos y en acetato de etilo con 46 % y 57 % de
inhibicion al crecimiento del Microsporum fulvum respectivamente.

Lami (1999), en la Universidad Médica y Farmacéutica de Japoén, aislo del extracto

metandlico de las raices de Boerhaavia diffusa dos lignanos conocidos, la
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liriodendrina y el mono-beta-D-glucésido del syringaresinol. Este Gltimo mostré efecto
significativo como antagonista de los canales de calcio en el corazén de la rana.
Chang (1999) de la Escuela de Farmacia, Universidad de Medicina,Taipei, R.O.C,
informa que el tallo de Bougainvillea spectabillis salvaje se usa en la medicina
tradicional para tratar la hepatitis. De las hojas de la planta se aislaron y
caracterizaron el spinasterol y la quercetina . Estos metabolitos no se habian aislado
previamente de Bougainvillea spectabillis. Se demostré que la quercetina es el
principio activo de la misma al mostrar fuerte actividad en la inhibicién de la xantina
oxidasa en el estudio. Se evaluaron nueve flavonoides naturales para valorar el
efecto inhibitorio de la xantina oxidasa, la baicaleina, baicalina, capillarisina, d-
catequina, d-epicatequina, hesperidina, liquiritina, puerarinay wogonina.

Narwal 2002, en el Instituto de la Agricultura de Nueva Delhi, evalué el efecto
antiviral de una proteina aislada de las hojas de Bougainvillea xbuttiana que mostré
efectividad en estos ensayos después de ser inoculada en el tabaco.

1.4.1. Antecedentes en el estudio quimico de las especies del género Boldoa

El género Boldoa sélo tiene como especie a Boldoa purpurascens, Cav. En la amplia
revision bibliografica efectuada no se han encontrado estudios quimicos que
justifiqguen su uso popular como diurético, ni antibacteriano.

La Unica referencia a la especie se encuentra en la evaluacion por cromatografia

gaseosa acoplada a espectrometria de masas (CG — EM) de extractos de hojas de
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Boldoa purpurascens, Cav, donde se detectd la presencia de los acidos grasos
palmitico, estearico, oleico, miristico y pentadecanoico (Gonzalez y col., 2001). Con
anterioridad a este trabajo, no se citan estudios relacionados con la determinacion de
los componentes quimicos de Boldoa purpurascens, Cav..

1.5. Actividad biolégica de los compuestos del género Boldoa.

Uno de los géneros de la familia Nyctaginaceae es el de Boldoa el cual ha sido
poco estudiado desde el punto de vista quimico, pero se conoce que dentro de los
componentes mas comunes en esta familia estan los flavonoides, saponinas, sales
de potasio, taninos y otros (Arteche, 2003). La capacidad para provocar diuresis y
disminuir edemas se informa para los flavonoides y sales de potasio (Harbone, 1988;
Brandi, 1992) en varias especies de Nyctaginaceae. Se han referido los informes de
la familia por ser Boldoa purpurascens, Cav Unica especie dentro del género. Existen
otros compuestos dentro de la familia que pueden ejercer diferentes acciones
farmacoldgicas; a continuacion se describen algunos: los triterpenos y esteroides
como antiespasmaodicos, antipiréticos, antitumorales, narcéticos y eméticos; los
fenoles y taninos son astringentes, cicatrizantes y antisépticos; las saponinas se
caracterizan por ser tensoactivas, laxantes, hemoliticas, anticancerigenas e
inmunoestimulantes y los acidos grasos, hipolipemiantes.

(www.plantasmedicinales.org/abstract/2000).

1.6. Antecedentes en el estudio biol6égico de Boldoa purpurascens, Cav.
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Las afecciones renales constituyen uno de los indices de mas alta morbilidad en la
clinica y existe una alta incidencia en la tasa de urocultivos positivos. Por otro lado, el
uso de plantas medicinales por parte de la poblacion en el tratamiento de afecciones
renales también es elevado. Esto motivd que se evaluara el efecto de extractos en
forma de decocciones de once especies de plantas empleadas popularmente para el
tratamiento de afecciones renales. Se evalué "in vitro”, mediante el método de
difusion radial, sobre el crecimiento de seis especies de bacterias de los géneros
Escherichia, Klebsiella y Proteus, obtenidas a partir de urocultivos humanos
(Secades Yy col., 1987)

Se prepararon decocciones con concentraciones de 5, 8 y 10 %. Los extractos de
Boldoa purpurascens y otras tres especies no mostraron efecto bacteriostatico, por lo
que se plantea que su uso en dichas afecciones no se debe a su accion
antibacteriana. Se conoce que en el proceso de decoccion algunos compuestos
presentes en las plantas se degradan y quizas éstos sean los responsables de la
accion biolégica que se pretende comprobar. Ademas, el disolvente se satura en
breve tiempo lo cual conlleva a que la droga no se agote en el proceso de extraccion
y quizds los metabolitos activos no se hayan extraido en las concentraciones
adecuadas para ejercer determinada accion farmacologica. Por tanto, es
recomendable que se realicen otros ensayos utilizando concentraciones mas

elevadas de los extractos que permitan asegurar lo planteado, pues se conoce que
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generalmente los metabolitos secundarios estan en bajas concentraciones en las
plantas y, por otra parte, se pueden obtener los extractos por extraccion continua
con control de la temperatura, método que permite un agotamiento mayor de la
droga, obteniendo una mayor concentracion de los principios activos. Otro aspecto a
sefalar es que los ensayos microbiolégicos se deben realizar en cepas tipificadas
(ATCC), antes de hacerlo con cepas procedentes de cultivos de humanos. El método
de difusion radial no es adecuado para productos naturales por lo que se considera
gue los resultados de este trabajo no son confiables.

En el departamento de Farmacologia y Toxicologia del Centro Nacional de
Investigaciones Cientificas de Cuba se evaluaron como diuréticas e hipotensoras
cuatro especies de plantas, cuyas acciones farmacoldgicas son conocidas en la
medicina tradicional: Xanthium chinense (Guisazo de caballo), Boldoa purpurascens,
Cav (Nitro blanco), Lepidium virginicum (Mastuerzo) y Cecopria peltata (Yagruma).
(Tabla Il)

Los resultados corroboraron las propiedades diuréticas de estas plantas. De ellas
Boldoa purpurascen, Cav es la especie qgue manifestd un mayor efecto diurético con
la decoccién menos concentrada (Gonzalez y col, 1986). Al analizar los resultados de
esta investigacion se puede plantear que la extraccidon durante cinco minutos no
permite obtener concentraciones adecuadas de los metabolitos presentes en la

planta, pues ellos se encuentran en cantidades pequefias en las mismas. Ademas,
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solo se realizaron mediciones del volumen de orina excretada sin la comparacion con
controles positivos de diuréticos reconocidos y no se determiné la concentracion de
los iones excretados en la orina. Por otro lado, no quedan claros los criterios para
considerar la accion demostrada por los extractos como importante o no. Es por ello
gue se considera necesario realizar un estudio mas detallado en la comprobacion de
esta actividad farmacolégica para Boldoa purpurascens, utilizando para ello
diuréticos de comprobada eficacia como controles positivos e incluir en dicha
evaluacion extractos con concentraciones mas bajas, considerando que se propone
la mayor diuresis a la menor concentracion del extracto evaluado.

1.7. Aislamiento y purificaciéon de flavonoides

Los flavonoles y las flavonas glicosidicas son compuestos generalmente estables y
pueden extraerse desde el material vegetal secado, con disolventes en frio o en
caliente.

Los aglicones de los flavonoles y flavonas son raramente encontrados como
constituyentes internos de los vegetales; ellos son frecuentemente localizados sobre
las superficies externas de hojas (Harbone y col., 1982; 1988). Esos flavonoides
tienden a ser menos polares cuando estdn a menudo metilados o acilados y
requieren disolventes menos polares para su extraccion, tales como éter, hexano y

diclorometano.
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Los disolventes de eleccion son combinaciones de agua con metanol, etanol o
acetona (en relacion 1 : 5y 1 : 1; v/v), siendo baja la proporcion de agua requerida
para la extraccion (1 : 5; v/iv ), en material fresco. (Cimanga, 1998; Cody, 1982)

Para el aislamiento de una gran cantidad de flavonoides se usa la cromatografia en
columna con celulosa microcristalina y como fases maéviles metanol : ter- butanol :
acido acético : agua, n-butanol : acido acético : agua; silica (tamafio de particula
0,06-0,03 Merck gel de silice 60). Se recomienda como sistema de elucién una
mezcla del cloroformo con acetato de etilo, benceno y metanol. Ademas, se pudieran
utilizar como fases méviles en esta separacion la mezcla de diclorometano/ metanol/
agua, acetato de etilo/metanol; esto esta en dependencia de la polaridad que
muestren los componentes a separar. También se usa la poliamida, utilizando en
este caso como eluyentes metanol/acido acético/agua, agua/n-
butanol/acetona/dioxano y tolueno/hexanol/etiletilcetona/metanol. Se usa con mas
frecuencia sephadex LH-20, amberlite XAD-7 y lichroprep RP-18.

Otro de los métodos usados con estos fines es la cromatografia liquida de elevada
resolucién o eficacia (CLAR /CLAE). Generalmente, para las flavonas y flavonoles se
emplea la fase reversa RP-18. Para la separacion de una gran cantidad de
flavonoides se utiliza la cromatografia en fase reversa Cg6 C;5 y como eluyentes las
mezclas de metanol/acido acético/agua, metanol/agua/acido férmico, acetona/acido

acético/agua en gradientes o en modo isocratico (Markham, 1989).
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1.8. Técnicas analiticas empleadas en la identificacion y caracterizacion
estructural de flavonoides.

Numerosas técnicas analiticas se emplean en la identificacién y caracterizacion
estructural de las variadas estructuras flavonoides presentes en la naturaleza. La
combinacion de la cromatografia en capa delgada, la espectroscopia ultravioleta
visible, la resonancia magnética nuclear y la espectrometria de masa aportan
evidencias de incuestionable valor en este sentido.

En la determinaciéon de los flavonoides mediante la cromatografia en capa delgada
se emplean materiales adsorbentes como la poliamida, silica C-8 6 C-18 en fase
reversa. Las condiciones cromatograficas sugeridas en la identificacion de
flavonoides son las siguientes:

Los flavonoides en forma de glicésidos se determinan empleando como adsorbentes
celulosa, poliamida, silica y C-18 en fase reversa. Como fases méviles se utilizan
mezclas de ter-butanol/butanol/agua, butanol/acido acético/agua, metanol/acido
acético/ agua y agua/butanol/acetona/dioxano.

Para los flavonoides polihidroxilados se emplean de igual forma que la anterior como
fase estacionaria, celulosa, poliamida, silica y C-18 en fase reversa. Se proponen

para este caso fases méviles de mezclas de ter-butanol/butanol/agua, butano/ acido

32



Materiales y Métodos Dulce Maria
Gonzdlez Mosquera

aceético/agua, benceno/acido acético/agua, metanol/acido aceético/agua,
benceno/piridina/acido  formico, cloroformo/tolueno/acetona, acetato de etilo/
metiletilcetona, acido férmico y agua. Se sugieren las combinaciones de
metanol/agua para la aplicacién de la cromatografia en fase reversa.

Los flavonoides altamente metilados se separan cromatograficamente mediante el
empleo de las mismas fases estacionarias anteriormente sefialadas y como fases
moviles cloroformo/metanol, tolueno/hexano, metiletilcetona/metanol, asi como otros
disolventes de baja polaridad.

La propuesta de las condiciones cromatograficas descritas para la identificacion de
estructuras flavonoides se considera adecuada, atendiendo a la utilizaciéon de
variadas combinaciones de adsorbentes y eluyentes propuestos.

Como puede apreciarse en la identificacion de los compuestos flavonoides que
presentan una polaridad media se emplean mezclas medianamente polares que
incluyen generalmente la utilizacion de disolventes como butanol, metanol, acido
acético y agua. El diclorometano no aparece informado en la preparacion de estos
sistemas de elucion, siendo éste un disolvente a tener en consideracion de acuerdo a
su polaridad.

La espectroscopia de absorcidén ultravioleta/visible es usada ampliamente en la
determinacién de las estructuras tipo flavonoides, por lo que constituye una

herramienta muy Gtil en la elucidacién estructural de dichos metabolitos, pues se
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registran bandas con méximos de absorcion, caracteristicas para cada tipo de
flavonoide. Usualmente los espectros de flavonas y flavonoles se registran en
metanol y menos satisfactoriamente en etanol. (Mabry, 1970). El rango de lectura se
localiza a longitudes de onda entre 210 y 500 nm.

La resonancia magnética nuclear se sefiala como una técnica de caracterizacion
estructural de valor indiscutible. Es importante tener en cuenta la seleccidon
cuidadosa de los disolventes empleados, los cuales deben originar sefiales fuera del
area seleccionada del espectro donde los compuestos dan sefales tipicas. Los
disolventes comunmente empleados en la realizacion del espectro proténico son
acetona-ds (2,05 ppm), cloroformo (CDCls) (7, 25 ppm), dimetilsulfoxido-dg (DMSO-dg)
(2,5 ppm), metanol-d4 (CDOH-d,) (3,35 ppm) y piridina-ds (7,0; 7,35y 8,5 ppm).

Los flavonoides y sus glicosidos son mayormente solubles en disolventes polares,
tales como el DMSO-dg y piridina-ds. EI DMSO-dg tiene la ventaja que puede disolver
a ambos tipos de compuestos, ademas de la aglicona.

Complementariamente al espectro de resonancia magnética protonica (RMN *H), el
de resonancia magnética de carbono 13 (RMN **C) ofrece el nimero y el entorno de
los &tomos de carbonos presentes en la estructura, asi como la identificacién de las
uniones entre los carbonos de la estructura y los azlcares que puedan estar como
sustituyentes en sus formas glicosidicas.

1.9. Algunas consideraciones sobre la farmacologia y terapia de la diuresis.
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Para la comprension de los mecanismos que proporcionan la accion diurética, resulta
imprescindible estudiar la estructura de los rifiones, el lugar y el modo de accion de
los farmacos diuréticos.

Los rifiones contienen aproximadamente dos millones de nefronas, que filtran agua y
electrolitos como NH,*, Na*, K*, Ca**, Mg?*, CI', HPO,*, HCO5 y H50", asi como no
electrolitos, tales como urea, creatinina, acido Urico y glucosa.

Este proceso tiene lugar desde las capsulas de Bowman hacia los tabulos
proximales. Las proteinas plasmaticas, debido a su gran volumen, no experimentan
la filtracion salvo en casos de lesion renal; entonces aparecen albumina y globulina
en la orina (Goodman, 1996; Guyton, 1986).

Los rifilones mantienen constante el volumen y composicion de los liquidos
corporales elaborando orina, cuya constitucion esta finalmente determinada por la
ingestion de soluto, agua y por el tipo de transformacion metabdlica de carbohidratos,
proteinas, lipidos, acidos nucleicos enddgenos y exdgenos. Estos érganos también
sirven como la principal via de excrecion de medicamentos que se reciben como
terapéuticos.

Normalmente, el rifidn regula el equilibrio de sodio (en consecuencia, el liquido
extracelular) de una manera muy eficiente. La ingestion diaria de sodio varia mucho.
En paises occidentales la dieta promedio contiene unos 170 meg/24h. Casi el 98%

de esta cantidad se excreta por la orina. Sin embargo, ella representa menos del 1%
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de la cantidad del sodio filtrado. De ahi que la conservacion de la homeostasia del
sodio sea principalmente una funcion del tabulo renal y de la reabsorcion del sodio
filtrado.

Las alteraciones en el volumen arterial efectivo afectan el manejo del sodio por el
rion a través del sistema renina-angiotensina-aldosterona, el sistema nervioso
simpatico y otros factores. Es posible que la ultima categoria incluya cambios en las
presiones intrarrenales hidrostaticas y oncotica (factores fisicos) (Orizoga, 1994).
Estos factores fisicos juegan un papel importante en la reabsorcion de sodio, ya que
una caida de volumen sanguineo arterial efectivo (deshidratacion, hemorragia) y la
consecutiva disminucién de la presién arterial disminuyen el riego renal.
(Ramsay,1994; Ritz y col, 1994)

En respuesta a la reduccién de riego renal, se reduce el flujo de plasma glomerular,
mas que la presiéon hidrostatica de los capilares, originando una caida del indice de
filtracion en el glomérulo, proporcionalmente menor que la disminucién del flujo de
plasma renal.

Esta disparidad se debe a una mayor vasoconstriccion de las arteriolas eferentes
comparadas con las aferentes, en respuesta a un aumento de los valores de
catecolamina y angiotensinas Il (Orizaga, 1994).

La cantidad de potasio que entra en el filtrado glomerular cada dia es cercana a los

800 meq, en tanto que la ingestion diaria varia de 50 a 150 meq, aproximadamente;
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por ello, para conservar el equilibrio normal de potasio del cuerpo, sélo se puede
excretar la octava parte de la carga tubular diaria. En condiciones fisioldgicas, casi
70% del potasio filtrado se reabsorbe en el tibulo proximal (Orizaga, 1994).

Tanto la Furosemida como los demas diuréticos que actian en los segmentos
diluyentes provocan un rapido e intenso incremento en la eliminacion urinaria de
cloruro y sodio. Aumenta también la eliminacion de potasio porque, al aumentar la
carga de sodio que llega al tubulo distal, se incrementa el intercambio con potasio a
ese nivel. La estimulacién de renina produce también aumento de la actividad de la
aldosterona, lo cual facilita la eliminacién de potasio (Orizaga, 1994).

Estos farmacos son capaces de provocar dilatacion venosa a altas dosis con lo que
reducen la precarga; en tratamientos crénicos producen una ligera reduccién de la
presion arterial, pueden aumentar los niveles de acido Urico y glucosa en sangre
aungue en menor grado que las tiazidas (Florez, 2003).

Estos farmacos se emplean generalmente como tratamiento de primera linea en
pacientes con fallo cardiaco, excepto para aquellos con diabetes o gota, lo que ha
corroborado por estudios realizados por Anderson, 1997. En la insuficiencia cardiaca
aguda, los diuréticos reducen la presién y el volumen diastolico ventricular

(precarga).
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Como terapias alternativas a los farmacos sintéticos hay varias plantas medicinales
cuyos extractos se han utilizado con fines de producir diuresis y cuya composicion
qguimica se ha relacionado con dicho efecto (Caceres, 1987b; 1999).

El estudio bibliogréafico sobre los aspectos botanicos, quimicos y farmacoldgicos de la
familia Nyctaginaceae, y en particular de la especie Boldoa purpurascens, Cav,
permitié establecer las conclusiones parciales siguientes:

e Se han realizado escasos estudios quimicos en la mayoria de los géneros de la
familia Nyctaginaceae.

e Los géneros mas estudiados desde el punto de vista quimico y biolégico en esta
familia son Guapira, Pisonia, Mirabilis y Bougainvillea.

¢ No se han realizado estudios quimicos sobre la especie Boldoa purpurascens, Cav
que validen su uso tradicional como diurético.

e Los flavonoides son compuestos que pueden ser aislados de los productos
naturales por medio de la cromatografia clasica de columna, usando como
adsorbentes sustancias tales como celulosa, poliamida y silica y como eluyentes,
mezclas de disolventes de diferentes polaridades.

e Los métodos que mas usualmente se usan para la purificacion de este tipo de
compuestos son la cromatografia de columna, empleando como fase estacionaria
sephadex LH-20 y la cromatografia liquida de elevada eficacia en fase reversa (RP-

18).
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e La espectroscopia ultravioleta visible es un método que brinda informacion
estructural de gran importancia sobre estos compuestos.

e En la espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es importante
seleccionar el disolvente mas apropiado para cada caso. En particular para los
flavonoides y sus glicosidos el DMSO-dg y la piridina son los disolventes mas
adecuados, por la elevada solubilidad que presentan estos compuestos en los
mismos, aunque el DMSO-dg tiene como ventaja el poder disolver los azucares y la

aglicona.
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2. MATERIALES Y METODOS

Reactivos empleados en el trabajo experimental.

Los reactivos empleados en las diferentes fases experimentales se indican a continuacidn: Nitrato de
mercurio, difenilcarbazona y cloruro de mercurio (calidad farmacéutica), ciclofosfamida (Asta
Médica), acetylaminofluoreno y azida de sodio (ANALAR), éter dietilico, acetato de etilo,
diclorometano, metanol, n-butanol y cloroformo (MERCK), etanol (calidad farmacéutica).

2.1. Evaluaciones preclinicas.

2.1.1. Evaluacioén de la actividad diurética del extracto acuoso.

Se utilizaron ratas hembras de la linea Sprague Dawley de cuatro semanas de edad, con un

intervalo de peso inicial entre 160 - 220 gramos, procedentes del CENPALAB.

Fase experimental |
Para el desarrollo de esta fase experimental se analizaron diferentes concentraciones del

extracto acuoso obtenido de las hojas de Boldoa purpurascens , Cav al 10% liofilizado.

Un total de 30 animales se dividieron en 5 grupos de 6 animales cada uno, los cuales
permanecieron en ayuno (agua y comida) en cajas de T 4 (Techniplast) con fondo de rejilla,
18 horas antes de la administracion. Las ratas fueron hidratadas oralmente con agua (5
mL/100g) para el grupo control, mientras que los 4 grupos restantes recibieron (2 mL/100g)

de agua vy (3 mL/100g) del extracto acuoso  segun las  dosis
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orales Unicas de 10, 50, 100 y 150 (mg/mL), respectivamente, y de esta forma se
completaron los (5 mL/100g) de hidratacion.

Luego de cada administracion se colocaron en cajas metabdlicas individuales y se anoté el
volumen de orina en 24 horas, colectados en tubos graduados que contenian 2 gotas de
parafina liquida para prevenir la evaporacion, seleccionando asi la concentracion a
administrar en la fase Il del experimento.

Se evaluaron extractos de concentracién 1, 5, 10 y 15 % peso/volumen, obtenidos por
soxhlet y posteriormente liofilizado bajo las condiciones siguiente: Equipo EDWARDS HIGH
VACUMS MODEL EF6, temperatura de enfriamiento (-50 °C), tiempo de enfriamiento (4
horas), temperatura de calentamiento (+20 °C) y tiempo de liofilizacién 24 horas

Fase experimental Il

Este ensayo se realiz6 con 4 grupos de 6 animales, con la dosis seleccionada en la fase

experimental |.

Previo a cada administracién, los animales se mantuvieron en ayuno de 18 horas. El grupo 1 sélo
recibié agua (5 mL/100g) y sirvié como grupo control, el segundo grupo (2) recibié extracto acuoso (5
mL/100g), mientras que a los grupos 3 y 4 se les administré Furosemida (4 mg/Kg) e Hidroclorotiazida
(10 mg/Kg), respectivamente, en un volumen de 5 mL. En esta fase se determind, ademas del
volumen de orina, las concentraciones de sodio, potasio y cloruro, por la informacién que estos
pardmetros ofrecen en el andlisis de la diuresis.

La determinacion de sodio y potasio se realiz6 mediante un fotbmetro de llama Modelo FP-10

de fabricacion alemana. Los valores registrados en el equipo, se compararon con las tablas
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existentes para la determinacion de la concentracion de estos iones. El valor de
concentracion obtenido se convirti6 en meg/L, teniendo en cuenta la dilucion con la que el

instrumento realiz6 la lectura.

Al finalizar, los resultados se expresaron en meq/24 horas. El célculo se realizé a través de la

ecuacion:

meq/L*D
meq/24hr3 = 2000 D = diuresis en 24 horas

Para determinar las concentraciones de cloruro en orina, se aplicé el método de Shales:

1- Pipetear en tubos de ensayos graduados 0,2 mL de orina y 1,8 mL de agua destilada

2- Afadir cuatro gotas de difenilcarbazona y valorar con nitrato de mercurio; repetir los pasos

1y 2, pero usando 2 mL de cloruro de mercurio.
Este procedimiento debe efectuarse diariamente y cuando cambie el analista.

El analisis de este resultado se expresd en meqg/24 horas. Para esto se determind antes los

meq/L:
meg/L = dec. cons. x 100
(dec. cons. = décimas de mL consumidas de agente valorante.)

El agente valorante es una disolucion de nitrato de mercurio en presencia de

difenilcarbazona y el punto final se aprecia por la aparicién de una coloracion azul violeta
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estable. Todas las determinaciones se realizaron en cinco ocasiones con intervalos de una
semana entre ellas. Para el andlisis estadistico de estos datos se aplicaron técnicas no

paramétricas empleando los test de Kruskall- Wallis y Man Whitney.

2.1.2 .Evaluacién de la actividad antibacteriana del extracto acuoso.

Se utilizé un extracto acuoso, obtenido en equipo soxhlet por extraccién continua, usando 50 g de
droga y 600 mL de agua destilada.

El extracto se liofiliz, segun se describe en el epigrafe 2.1.1, se peso y se disolvié en agua
destilada estéril, hasta alcanzar una concentracion del 20 % m/v. Para la realizacion de las
pruebas de actividad antibacteriana se utilizaron cultivos bacterianos de la coleccién ATCC
del cepario del Departamento de Microbiologia, Facultad de Biologia de la Universidad de La
Habana. Para esta evaluacion se empledé el método de corte en agar, sobre tubos de
ensayos . Entre las cepas usadas en el estudio, se encuentran varias de las que causan
infecciones renales con mayor frecuencia, como son la E. coli, Proteus mirabilis, P. rettgeri,

Serratia marcescens, Enterobacter aerogenes, Citrobacter freundii y Staphylococcus aureus.

2.1.3 Valoracién toxicolégica del extracto acuoso.

2.1.3.1. Evaluacion de la toxicidad aguda.

-Muestras de ensayo empleadas.

Se empled el extracto acuoso liofilizado de Boldoa purpurascens, Cav, almacenado en

condiciones de refrigeracion durante el periodo de aplicacion.
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-Métodos y sistemas de ensayo empleados.

Se utilizaron 23 ratas (12 machos y 11 hembras) de la linea Sprague Dawley de nueve
semanas y 200-280 g de peso. Los animales utilizados en el estudio procedian de
CENPALAB. Los mismos se alojaron segun el sexo en cajas T-4 de macrolén, de fondo de
rejilla, en una densidad poblacional que garantizé el espacio vital recomendado para la
especie (5 por caja) y se les administré una dieta comercial peletizada, estipulada para la

especie, procedente del CENPALAB y agua corriente apta para el consumo humano.

Se mantuvieron en cuarentena durante cinco dias, realizando las inspecciones diarias. Los
animales certificados como saludables por el personal técnico que realiz6 el estudio, pasaron

al ensayo definitivo.

- Sistema de identificacion.

Los animales de estudio se identificaron individualmente por un nimero, mediante tatuajes
en las orejas. Las cajas se identificaron por medio de tarjetas en las que se recogi6 la
informacion siguiente: Grupo de tratamiento, sexo, especie, linea y nimero de cada animal

de la caja.

- Ensayo preliminar.

Se llevé a cabo en tres animales (2 machos y 1 hembra), a los cuales se les administré el
extracto en dosis de 2000 mg/Kg, considerando la cantidad de sélidos totales presentes en el

extracto, por via oral, mediante canula intragastrica, tras un ayuno previo durante toda la
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noche. La dosis se dividié en cuatro administraciones para cumplir con el volumen maximo
permitido para la especie por esta via que es (20 mL/Kg). El periodo entre una
administracion y otra fue de 3 horas y se permitio el acceso a los alimentos 3 horas después
de la dltima. Se observaron 24 horas después de la Ultima administracion y al no presentarse

mortalidad se procedié al ensayo principal (Chang, 1994).

- Aleatorizacion.

Los animales se ubicaron en diferentes grupos de forma aleatoria, asignandose por caja 5

animales.

- Procedimiento experimental.

Los animales se mantuvieron en ayuno durante toda la noche. Al grupo 1 se le administré el extracto
en dosis de 2000 mg/Kg de peso (78 mL/Kg) por via oral, mediante canula intragastrica. La dosis se
dividid en 4 administraciones cada tres horas para cumplir con el volumen maximo permitido para
ratas de este peso por esta via. El grupo 2 se tomd como control y no recibié tratamiento. Se permitid
el acceso a los alimentos, 3 horas después de la ultima administracién.

Los animales se observaron sistematicamente durante las 24 horas posteriores, para recoger
los signos clinicos; luego, el procedimiento se mantuvo diariamente por un periodo de 14
dias. Se control6 el peso corporal antes de la primera administracién, a la semana y al final
del experimento; posterior al sacrificio se practicé necropsia a todos los animales para ser

analizados por el patélogo.
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2.1.3.2. Evaluacién de genotoxicidad.

2.1.3.2.1 Ensayo de micronucleos.

Para la realizacién de este estudio se utilizé el extracto acuoso liofilizado de B. purpurascens,
extraido por soxhlet. Como sustancia de referencia se utilizé6 el mutageno ciclofosfamida,

agente alquilante de la firma Asta Médica, Espafia.

Se utiliz6 como control negativo el agua corriente, para comprobar la incidencia de

micronucleos espontaneos.

- Animales de experimentacion.

En el desarrollo del experimento se utilizaron como modelo animal 25 ratones machos

consanguineos de la linea Balb€, procedentes del CENPALAB.

Los animales se encontraron con una edad entre las 8-12 semanas y sus pesos corporales
estaban entre 22 + 3 g. Luego de concluida la etapa de cuarentena se procedio al pesaje de
los animales y se distribuyeron en 5 grupos de tratamiento, con 5 animales por tratamiento.
Se alimentaron con la dieta ratonina comercial, formula EM 1001 y agua corriente "ad

libitum”.
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La ciclofosfamida se administré en una dosis 60 mg/Kg de peso por via intraperitoneal. Se
utilizé la via oral para el extracto a evaluar, por ser la que se emplea en la medicina

tradicional.

- Procedimiento experimental.

La conduccién de la parte experimental del ensayo se realizé en dos semanas. Los animales
se trataron en el horario de la mafana y por las tardes se observaron durante todos los dias,
con vista a anotar la aparicion de cualquier signo téxico. Estos se trataron durante dos dias
consecutivos, espaciados los tratamientos 24 h y se sacrificaron los mismos luego de 24 h de

la Ultima administracion.

El procedimiento empleado para obtener las preparaciones celulares de la médula 6sea es el

de Schmid (1976).

-Criterio de Genotoxicidad.

Se tomd como criterio de evaluacidn genotdxica los indices de genotoxicidad (IG) y el de citotoxicidad
(1C), recomendados por la OECD (1993) y Hayasshi y col., (1994).

El indice de genotoxicidad se determind mediante la relacidn de eritrocitos policromaticos (EPC)
micronucleados (MN) y el total de eritrocitos policromaticos (EPC) [ IG = EPC MN/Total EPC ] en agua

destilada, en ratones machos de la linea Balb/c.
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El indice de citotoxicidad (IC) (eritrocitos normocromaticos) se determind registrando 400 células y
como medida de la relacién entre los eritrocitos policromaticos (EPC) y los eritrocitos
normocromaticos [IC = (EPC/ENC) ] (CSGMT, 1995).

2.1.3.2.2. Test de Ames.

Como sistema biolégico se emplearon las cepas de la entero bacteria Salmonella
typhimurium, cepa TA100, para detectar sustituciones de pares de bases, y cepa TA 98, para
detectar corrimiento del marco de lectura. (Anderson, 1997). Se utilizaron cuatro medios de
cultivo, medio minimo E.Vogel Bonner, medio minimo suplementado con histidina-biotina,
agar de superficie y medio rico en el ensayo de confirmacion de las caracteristicas genéticas
de las cepas, el medio minimo E .Vogel- Bonner se utiliz6 para los estudios exploratorios y

definitivos ( Mc George, 1986).

Como controles positivos se utilizd 2-acetylamino fluoreno ( ANALAR) y Azida de sodio

(ANALAR).

Como control negativo: Agua destilada estéril y como sustancia de ensayo extracto acuoso

liofilizado de Boldoa purpurascens, Cav.

Procedimiento de tratamiento e intervalo de dosis.

Para el desarrollo del estudio de incorporacion en placas, se seleccionaron las dosis 50, 100,

150, 300, 500 ug por placa de acuerdo al criterio de toxicidad (estudios de

genotoxicidad realizados en médula 6sea).
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-Disefio experimental.

Antes de comenzar los ensayos se comprobaron las caracteristicas fenotipicas de las cepas;
cada cepa se cultivé en caldo nutriente durante 16 h, sin agitacion. Al finalizar la incubacion
se sembraron las bacterias en medio de cultivo Vogel- Bonner E. Ensayo de incorporacién

en placa.

Se adicion6 0,1 mL de cada dosis a cada tubo de top agar que contenia 0,1 mL del cultivo de
Salmonella typhimurium y 0,5 mL de la mezcla S9, muestra de ensayo con activacion
metabdlica Se mezclaron vigorosamente en vorter y se colocaron en placas, las cuales se

incubaron durante 66 h a 37° C.

Todos los procedimientos experimentales se realizaron acordes al Codigo de Buenas

Practicas de Laboratorio en Toxicologia Experimental.

- Andlisis estadistico.

Se calcularon las medias y la relacion existente entre el nUmero de colonias revertantes para
las tratadas y los controles (Razén de mutagenicidad RM). Se evalué la posibilidad de que el
producto produjera una respuesta positiva en alguna de las cepas empleadas con y sin

activacion metabdlica.

La relacion dosis respuesta se analiz6 mediante el empleo del programa estadistico
Salmonel (Myers y col., 1987), el cual encuadra esa relacion en al menos cuatro modelos

matematicos.
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Constante Y=b
Lineal simple Y= ax+b

Lintox | (lineal atenuado por toxicidad exponencial simple)Y= (ax+b)**

Lintox Il (lineal atenuado por toxicidad exponencial a segunda potencia) Y=(ax+b) ™?*

2.2. Estudio farmacogndstico de Boldoa purpurascens.
2.2.1. Recoleccion.

El material vegetal empleado en el estudio se recolecté en los meses de diciembre a marzo
(2003-2004), en el semillero del area de "Las Antillas” de la Universidad Central de Las
Villas, en horas de la mafiana, procedente de un suelo carbonatado. La planta se identificd
por la Ingeniera Agronoma Betty Campos Hernandez, especialista de la estacion

experimental de la institucion.

Para el desarrollo del trabajo s6lo se utilizaron las hojas de la planta, por ser las que
presentan informes sobre su uso en la medicina tradicional. Una muestra de la planta se

conservo en el herbario del Jardin Botanico de la propia Universidad, con el No 3012.
2.2.2. Estandarizacién de la droga cruda.

El estudio farmacognoéstico se realizé de acuerdo con la metodologia establecida por la
Norma Ramal 309 de Salud Publica para medicamentos de origen vegetal (N.R.S.P.

309/1992). En cada ensayo se realizaron tres réplicas y se informa el valor promedio.
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2.2.2.1. Secado.

Se emplearon los tres métodos de secado descritos en la literatura: secado al sol, sombra y
en estufa empleando un equipo MLW WSU 100 R.D.A a una temperatura de 40° C con aire

recirculado.

Se realizaron tres réplicas en cada evaluacién. El registro del secado se realizé con una
frecuencia de 24 horas (sol), 48 horas (sombra) y 8 horas (estufa), hasta que la masa del

material vegetal se mantuvo aproximadamente constante.

Secado a la sombra: Las hojas se colocaron sobre mallas de hilo que dejaban pasar
perfectamente el aire a través de ellas; éstas se mantuvieron en un local ventilado en
ausencia de radiacion solar directa, moviéndose manualmente dos o tres veces al dia para

obtener una ventilacién mas completa y acelerar el secado.

Secado en la estufa: La droga se sometié a una temperatura de 40°C. Cada 8 horas se
determin6é la masa del material vegetal a la temperatura ambiente, hasta obtener tres

lecturas consecutivas iguales.

Secado al sol: Las hojas se expusieron al sol esparcidas sobre mallas de hilo y se movieron
manualmente dos o tres veces al dia, durante todas las horas en que se disponia de sol. En
horas de la noche se retiraban, para evitar que cualquier accidente atmosférico limitara el

estudio y se continué con igual procedimiento que para el secado a la sombra.
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Posteriormente toda la droga secada se molind, utilizando un molino de cuchillas (Redsch

muhle. Gmbh 657 Haan, West-Germany) con un tamafio de particulas de 0,75 mm.

2.2.2.2. Determinacion de los parametros de calidad.

Se determinaron los indices numéricos siguientes: humedad residual, cenizas totales,
cenizas insolubles en &cidos, cenizas solubles en agua (NRSP 309,1992) y el contenido

mineral del extracto acuoso.

Humedad residual: Este andlisis se realizé a la droga secada por los diferentes métodos
seleccionados. Con el objetivo de compararlos, se realizé de acuerdo al método gravimétrico

establecido en la norma referida con anterioridad. Se utilizé una estufa MLW WSU 100.

Cenizas totales: Estos ensayos se realizaron utilizando una balanza analitica marca Boeco-

alemana, una plancha y una mufla marca TGL FM 222-11, de procedencia alemana.

Se procedié a realizar las determinaciones segun la norma indicada anteriormente y se
efectuaron cuatro réplicas, de las cuales dos fueron usadas posteriormente en la
determinacion de cenizas solubles en agua y dos en la determinacién de cenizas insolubles
en acido clorhidrico. La temperatura utilizada en la mufla fue de 650 °C. Se utilizé6 un papel
cuantitativo, con una especificacion del porciento de cenizas igual a 0,03. Para informar los
valores se realizaron los calculos correspondientes, se emplearon las formulas C; = (Mx-M/
M;-M) x 100 (%) C, =C,x100/100-H; C, (porciento de cenizas totales en base hidratada); M

(masa del crisol vacio (g)); Mi(masa del crisol con muestra (g)); My(masa del crisol con
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cenizas totales(g)); 100 (factor matemético); H - porciento de humedad del material; para las

solubles en agua el célculo se realiz6 por la férmula:

Ci= (M>-M4/M;-M) x100 (%) Ca= (C1x100/100-H), donde C; (porciento de cenizas solubles en
agua); M,=(masa del crisol con cenizas insolubles en agua (g)), el resto de las denotaciones

tienen el mismo significado.

Para el célculo de las cenizas insolubles en &cido se empled la formula siguiente:

Ci= (My,—M/ My -M) x 100 (%), Ci =C;x100/100-H; M,- (masa del crisol con cenizas insolubles

en acido (g)), M (masa del crisol vacio (g)); M; (masa del crisol con muestra de ensayo (g))

Determinacién de la composicién inorganica por espectrofotometria de absorcién atbmica

Se procedié al andlisis cuantitativo del contenido de plomo, cadmio, litio, hierro, cobre,
cromo, manganeso, niquel, sodio, potasio, magnesio y calcio en el extracto acuoso de B.
purpurascens. El analisis quimico se llevé a cabo segun la metodologia descrita en la Norma

Cubana (N.C. 76-01, 1981).

Inicialmente se realizaron tres réplicas de extraccidn, las cuales se obtuvieron por decoccién de 10 g
de droga seca en 100 mL de agua desionizada, calentando durante 30 minutos; se filtré y del filtrado
se tomaron diferentes alicuotas para las diluciones correspondientes. Para la lectura de potasio se
prepard una dilucién de 0,5 mL en 100 mL; para sodio y para litio fue de 5 mL en 50 mL.
Posteriormente a estos anadlisis, se realizd la cuantificacion a partir del extracto liofilizado;

para ello se emplearon dos réplicas de un mismo lote.
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La curva de calibracion para cada una de las determinaciones se realiz6 con reactivos

estandar y en diferentes intervalos de concentracion.
Tamizaje fitoquimico.

El método de tamizaje se llevd a cabo utilizando las técnicas establecidas en el afio 2000 por

Miranda y col.

Se realiz6 el proceso de extraccion del material vegetal por el método de maceracién y por
extraccion continua en equipo soxhlet empleando como disolventes éter dietilico, etanol y

agua.

Siguiendo el procedimiento establecido se realizé el tamizaje fitoquimico a los extractos, a

través de los diferentes ensayos planificados para el mismo (Miranda y col., 2000).
2.3. Preparacion de extractos y métodos de fraccionamiento.
2.3.1. Extraccion por un sistema de polaridad creciente.

Uno de los métodos de extraccion aplicados en el estudio de la planta fue la extraccion con
disolventes de polaridad creciente. La especie objeto de estudio no tiene informes acerca de

su composicion quimica, por lo que se comenzo realizando este proceso extractivo general.

Se fragmentan 50 g de droga secada en estufa a 40°C a un tamafio de particula de 0,75 mm
y se extrae con disolventes de polaridad creciente de la siguiente forma: Primero se extrae
por maceracién con de éter dietilico (1L, 72 horas) (Extracto A). Se filtra, se guarda el

extracto y el proceso se repite una vez mas. Se continda la extraccion con acetato de etilo
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(600 mL, 8 horas) (Extracto B), etanol (600 mL durante 12 horas) (Extracto C) y finalmente
con agua (600 mL, 6 horas) (Extracto D). Por ese orden, se determin6 que disolvente extrae

la mayor proporcion de componentes de la planta.

Todos los extractos de forma independiente se concentraron con evaporador rotatorio BUCHI-100
hasta un volumen aproximado de 50 mL y se procede con ellos a calcular el porcentaje de sustancias
extraibles, calculando los sélidos totales extraidos para cada disolvente, expresandolos en porciento.
Asi, se tiene como promedio de tres réplicas, (todos referidos respecto al peso de sdlidos contenidos
en un mililitro de extracto)

Se realiz6 la determinacién cualitativa de flavonoides en los extractos A, B, C, D aplicando

los ensayos de tamizaje fitoquimico.
Analisis cromatografico del extracto D (acuoso)

Se realiz6 una cromatografia en capa delgada al extracto D, utilizando como fases maoviles
cloroformo-etanol (1:1; v/v), benceno-cloroformo-acetona (9:3:1; v/v/v), benceno-acetona
(3:1; v/v), n-butanol-acido acético-agua (3:1:1y 2:1:1; v/v/v); se emplearon como reveladores
generales camara de yodo y asperjado con &cido sulfurico 50 % en agua mas calor, el

amoniaco, UV y tricloruro de aluminio, como reveladores especificos para flavonoides.
2.3.2. Preparacion del extracto acuoso.

Las hojas de Boldoa purpurascens (2 kg ) secadas y molinada se extrajeron en un matraz
camiseteado (reactor) a 120 °C con 20 L de agua, durante dos horas y el extracto se secé

por atomizacién en spray dry para su conservacion y posterior uso.
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2.3.2.1 Fraccionamiento por un sistema de contracorriente.

Se utilizé un sistema de contracorriente con intercambiadores, empleando como fase fija 50
mL de etanol 20% en agua y como fase mavil primeramente 50 mL de tolueno, después 50

mL de cloroformo y finalmente 50 mL de n-butanol.

En la primera fase fija se disuelve 1g del extracto seco. Se realizaron cinco intercambios con
tolueno, después cinco intercambios con cloroformo y finalmente los cinco intercambios con
n-butanol. Estas 15 fracciones mas las cinco fracciones de la fase fija, se concentraron en
evaporador rotatorio con vacio hasta sequedad, calculando el rendimiento de extraccion y se
destinan para un andlisis en capa delgada bajo las condiciones cromatograficas descritas en

el epigrafe 2.3.1 y posterior aislamiento de los compuestos de interés.

2.3.2.2. Separacion por placa preparativa de la fraccién n-butandlica.

Se utilizé una placa preparativa con gel de silice como fase estacionaria, en las mismas condiciones
cromatograficas descritas para la CCD del epigrafe 2.3.1 y seleccionando como fase moévil la mezcla
cloroformo etanol (1:1; v/v).

Las manchas obtenidas en forma de franjas para la fracciébn n—butandlica se rasparon y se
extrajeron con 40 mL de metanol, calentando suavemente, se filtré y el disolvente se elimin6

por rotoevaporacion en atmaosfera de nitrdgeno.

2.3.2.3. Andlisis espectroscopico de la fraccién n-butanolica.
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Se registra el espectro infrarrojo de los sélidos obtenidos en el acépite anterior en forma de
tabletas sobre KBr empleando un instrumento VECTOR 22 R.D.A y con un intervalo de

frecuencia entre 4000 y 399 HZ.

2.3.2.4. Andlisis por cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE) de la fraccién n-

butandlica.

Las fracciones de las cuatro franjas obtenidas (I,IL1II,IV) se analizaron por CLAE utilizando
una columna BioRad-Aminex HPX 87H, (300x7.8mm), con un detector UV/Vis, volumen de
inyeccion 20 uL, flujo 0,3 mL/min. y un buffer de acido sulfdrico 0,005 M y fosfato. Antes de
inyectar las muestras se pasaron por matriz C18 para extraer contaminantes hidrofébicos en

una precolumna.

Se emplearon patrones de la firma SIGMA: Quercetina, Hesperidina, Hesperetina,

Naringenina, Naringina, Rutina, Sacarosa, Rafinosa, Glucosa y Fructosa.

2.3.3. Obtencion de una fraccién rica en flavonoides.

Se disolvieron en 600 mL de agua 200 g del extracto seco que se obtuvo en el epigrafe 2.3.2
y se extrajo con n-butanol diez veces. La fraccién butandlica se evaporé a sequedad y el
residuo se disolvio en 200 mL de metanol; se filtrd, el filtrado se concentré y posteriormente
se adicion6 sobre éter diisopropilico (1L); se obtuvo un precipitado de color carmelita

denominado crudo de flavonoides (27g).
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2.3.3.1. Aislamiento y purificacion de los compuestos presentes en el crudo de

flavonoides .

Para el aislamiento de estos compuestos se tomaron 10 g de la mezcla de flavonoides
obtenida a partir de la fraccion n- butandlica, segun la metodologia descrita en el epigrafe
2.3.3 (crudo de flavonoides) y se colocaron sobre una columna cromatografica de gel de
silice de (Im x 50 cm de diametro) y se eluyé con 20 % de MeOH en CH,CI, Cuando el
primer producto se colectd, de acuerdo al seguimiento por CCD, el eluente se cambi6 por
CH,CI,/MeOH/H,O en proporciones (80 :19 :1; viviv). Se colectaron 125 fracciones de 100

mL cada una.

Todas las fracciones se analizaron por cromatografia en capa delgada y se reagruparon en
cuatro fracciones mayores, (10-16, 17-23, 41-48, 60-128) FA, FB, FC, FD. Las fracciones se

sometieron de forma independiente a un proceso de cristalizacion en metanol.

La fraccion FD (60-128) se sometié a un nuevo fraccionamiento en columna de gel de silice
(Im x 50 cm de didmetro) eluyente: MeOH/CH,CI, (20:80, v/v). Se obtuvo una mezcla de
(600 mg). Para la separacion de la mezcla obtenida se emple6 CLAE RP-18, por medio de
una columna X TERRA MS C-18, de dimensiones 30 x 100 mm. Se eluyé con MeOH/H,O
desde 50 % hasta 100 % de MeOH vy utilizando un flujo de 10 mL/min. La lectura se realizé a
276 nm (Liu y col, 2002; Liv, 2004; Lock, 1998; Sakusihima, 1998; Sanchez-Rabaneda,

2003).
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2.3.3.1.1. Andlisis por espectroscopia ultravioleta (UV/VIS) de los compuestos

aislados.

A cada compuesto aislado e identificado como 1, 2 y 7 se le registré el espectro
UV/VIS, en un equipo Genesy de procedencia americana (E.U). Para ello se tomo
por separado 1 mg de los compuestos 1y 2 y se diluyé en 25 mL de metanol; en el
caso del compuesto 7, la dilucién se hizo en 10 mL, y la lectura se realiz6 desde 200
hasta 400 nm.( Mabry y col, 1970; Harbone, 1988).

2.3.3.1.2. Andlisis por espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de los

compuestos aislados.

Todos los compuestos obtenidos a partir de los 10 g del precipitado descrito en el epigrafe
2.3.3 se analizaron por espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN *H y *C ),
en dimetilsulféxido (DMSO) y CHCI; a 37°C en un instrumento Bruker AMX 400 a 300 y 400
MHZ para el *Hy 75 y 100 MHZ para el **C. Los corrimientos quimicos se informaron en ppm

tomando como referencia al tetrametilsilano.
2.3.3.1.3. Anélisis por espectrometria de masas.

Para obtener los espectros de masa de los compuestos 1y 2 se utiliz6 el método ionizacion

por electro spray (ESI-MS) (modo negativo y positivo), en un equipo
Termo Finnigan LCQ-Advange de procedencia alemana.

2.3.3.1.4. Determinacién de la rotacion Optica.
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La rotacion o6ptica de los compuestos 1, 2 y 7 se determiné con un polarimetro Propol Perkin-
Elmer 241, empleando como disolventes para las determinaciones agua c:0,054 M; dimetil

sulféxido (DMSO) c: 0,023 My cloroformo c: 0,066 M, respectivamente.
2.3.3.4. Preparacion de derivados acetilados

Se tomaron 5 g del crudo de flavonoides obtenido en 2.2.3 y se realiz6 el proceso de
acetilacion con una mezcla de 100 mL de piridina: anhidrido acético en proporcién (1:1; v/v).
Posteriormente se realizd una extraccion con CH,Cl,, el disolvente se evaporo y el residuo
sélido se disolvié en metanol. La disolucion obtenida se separ6 por columna de gel de silice,
eluyendo con acetato de etilo al 15 % en diclorometano (EtOAC/CH,Cl,) (15:85; v/v). Se
obtuvieron los espectros RMN *H de todos los compuestos acetilados

2.3.3.2. Evaluacion de la actividad diurética de la metilendioxiflavona aislada (4',5-dihidroxi-6,7- metilendioxiflavona-3-O-f-D-

xilopiranosida) ( compuesto 2).

Este ensayo se desarrollé siguiendo la metodologia descrita en 1997 por Vogel.

Animales utilizados: Ratas Wistar hembras, con un peso entre 150-200g como promedio,
procedentes del CENPALAB (Centro Nacional para la Produccion de Animales de
Laboratorio) las cuales se mantuvieron en cuarentena. Las mismas se aclimataron 5 dias
antes de iniciar el ensayo, para adaptarlas a las condiciones del laboratorio. El suministro de

agua y comida se hizo “ad libitum™.

A los animales se les retird el agua y la comida 18 horas antes de comenzar el ensayo. Se

confeccionaron seis grupos de 5 animales cada uno. Después de un ayuno de 18 horas, los
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animales se hidrataron con 8 mL de cloruro de sodio de concentracion al 0,9 % administrado
por via oral en dos administraciones, con una hora entre cada una de ellas por cada 200 g

de peso corporal.

Una hora después de la ultima administracion del hidratante, se le suministré a cada uno de
los animales la solucion de uno de los flavonoides aislados del extracto acuoso de B.
purpurascens, Cav, asi como la Furosemida, Hidroclorotiazida y el agua destilada; los
animales se colocaron inmediatamente en jaulas metabdlicas individuales para comenzar la
recogida de orina alas 1, 2, 3, 4, 5y 24 horas después de la administracion de los productos

a evaluar y realizar la medicién del volumen excretado

- Descripcion de las dosis y vias de administracion.

Se administré un volumen de 4 mL (por rata de 200 g). La via de administracion fue la oral,
empleando para ello una canula intragastrica, Se utilizaron como controles positivos los
diuréticos Furosemida e Hidroclorotiazida a dosis de 25 mg/Kg, el producto objeto de estudio
una fraccion de flavonoides obtenida a partir del extracto acuoso de B. purpurascens a las
dosis de 25, 50 y 100 mg/Kg. La duracion del ensayo fue de 6 dias (5 de aclimatacion de los

animales y uno de prueba).

2.3.3.3. Evaluacion de la actividad diurética de la metilendioxiflavona aislada (4’,5-
dihidroxi-6,7-metilendioxiflavona-3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—»2)-a-L-arabinopiranosida

(Compuesto 1).

El ensayo se desarroll6 siguiendo la metodologia descrita en 1997 por Vogel.
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Se emplearon ratas machos Sprague Dawley procedentes del CENPALAB con un intervalo
de peso entre 180-220 g y de 8 a 12 semanas de edad, las cuales se mantuvieron en
cuarentena durante 5 dias, para detectar cualquier cambio anormal, sélo aquellos
considerados sanos fueron seleccionados para el experimento. ElI suministro de agua y

comida se hizo “ad libitum”.

A los animales se les retird el agua y la comida 18 horas antes de comenzar el ensayo. Se
empleé un volumen de agua de 40 mL/Kg de peso para administrar los productos, por via
oral por medio de canula intragastrica. Se utilizé6 un control negativo (cloruro de sodio 0,9
%), un control positivo (Furosemida) y el flavonoide aislado del extracto acuoso de B.

purpurascens, Cav.

Los animales se colocaron en jaulas metabdlicas individuales para comenzar la recogida de
orina a la hora después de la administracién del producto a evaluar y los controles utilizados
y realizar la medicion del volumen excretado en tubos graduados, culminando la recogida a

las 6 horas.

- Descripcion de las dosis

Las dosis de ensayo para el grupo control positivo (10 mg/Kg), segun establece la técnica
empleada y para la sustancia en estudio las dosis de ensayo administradas (3, 6, 12, 25, 50
y 100 mg/Kg). El ensayo tuvo una duracion de 17 dias. (5 de aclimatacion de los animales y

12 de prueba).

3. EVALUACIONES PRECLINICAS
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3.1 Evaluacion de la actividad diurética del extracto acuoso.

Resulta necesario primeramente comprobar algunos aspectos etnomédicos relativos al
efecto bioldégico que se le atribuye al extracto acuoso de esta especie para proceder a
determinar algunos parametros farmacognosticos y fitoquimicos de la planta, finalizando con
la evaluacion farmacolégica de los compuestos aislados que permitan correlacionarlos con la

actividad biolégica que se le atribuye.

La primera fase del experimento farmacoldgico persiguié como objetivo determinar la dosis y
la concentracién minima con la que se obtuviera el mayor volumen de orina, para establecer
la concentracion del extracto a administrar en la fase dos del experimento y asi corroborar
que un extracto acuoso a partir de las hojas de Boldoa purpurascens, Cav, de la forma que
se realiza por la medicina tradicional, es portador del efecto diurético que se le atribuye. Se
administraron voliumenes de 3 mL/100 g de extracto acuoso mas el volumen necesario de
agua para completar los 5 mL/100 g necesarios para lograr la hidratacion de los animales.

(Tablas 111, 1V, V, VI, Vil y VIII)

Al comparar los valores medios de volumen de orina obtenidos a las 24 horas luego de
administrar las diferentes concentraciones de extracto acuoso de Boldoa purpuracens, Cav,

con los valores obtenidos para los grupos controles se  evidencid
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una diuresis resultante muy escasa, practicamente nula, para el extracto a la concentracion
mas baja de las administradas. Este resultado indicé que la dosis debia ser aumentada y se
propuso como volumen de extracto a administrar 5 mL/ 100 g, lo cual no afecté el volumen
de hidratacién propuesto (5 mL/100 g). El hecho de no conocer el 6 los principios activos de
la planta y por tanto en las cantidades que se encontraban en este extracto (componentes
que provocan la accion diurética) constituy6 otro factor que hizo pensar en un aumento del
volumen del extracto a utilizar, pues en las dosis de extracto administradas, existe una
mezcla de todos los metabolitos presentes en el mismo, por lo que resulté una concentracion

muy pequefia e insuficiente para provocar el efecto diurético esperado.

Se selecciond como concentracién Optima del extracto acuoso para la segunda fase del
experimento la concentracion mas baja a partir de las que se produjo el efecto diurético
deseado (50 mg/mL; extracto al 5%), ya que a partir de esta no se obtuvieron diferencias
notables en cuanto a los valores medios de volumen de orina para las diferentes
concentraciones del extracto. Esto se corresponde con los resultados obtenidos por otros
autores (Gonzalez, 1986), en un estudio realizado a cuatro especies de plantas medicinales
diuréticas, dentro de las cuales estaba la especie Boldoa purpurascens, Cav y donde se
comprueba que el extracto de la misma produjo la mayor diuresis a la concentracion mas
baja, también la concentracién seleccionada constituyé un valor intermedio entre todas las
concentraciones administradas, lo que evita una posible subdosificacién o sobredosificacién

del extracto (Goodman, 1996).
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En la fase Il del experimento los resultados que se obtuvieron, tanto para el extracto como
para la Furosemida, Hidroclorotiazida y el control en cuanto a volumen de orina (p=0,0002) y
a meq de sodio (p=0,0008), potasio (p=0,0002) y cloruro (p=0,0082) excretados en 24 horas,
se registraron. Se tomaron en consideraciéon los valores medios de todos los parametros
medidos para cada uno de los animales, en las 5 ocasiones en que se realizo el

experimento.

A través del analisis de estos datos mediante la utilizacion de técnicas no paramétricas (Test
de Kruskal-Wallis) y obtenidos los resultados que se exponen en la tabla IX se pudo conocer
gue existian diferencias muy significativas (p < 0,01) de los valores de volumen de orina,
excrecion de sodio, potasio y cloruro entre todos los grupos analizados (control, Furosemida,
Hidroclorotiazida y extracto). Este analisis permiti6 comprobar que el extracto y los controles
positivos tomados para el estudio provocaron cambios en los pardmetros evaluados, por lo
gue se hizo necesario determinar entre qué grupos estaban dadas las diferencias entre ellos
(Tabla X) y asi valorar el efecto diurético del extracto acuoso de Boldoa purpurascens, Cav,
por lo que se analizaron estos resultados por el test de Mann- Whitney para conocer los
niveles de significacién en la comparacion entre los grupos de estudio. Se encontré entre el
grupo control (1) y el grupo extracto (4) diferencias significativas en cuanto a todos los
parametros, ya que p < 0,05 para un nivel de confianza de 95%, donde los mayores valores
correspondieron al grupo extracto, exceptuando la excrecién de cloruro, la cual no se
comport6 de la misma forma. Esto corroboré una vez mas la actividad diurética del extracto

en estudio. Al comparar el grupo extracto (4) con el grupo Hidroclorotiazida (3) se pudo
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apreciar las diferencias significativas entre ellos, al realizar un analisis de los parametros
volumen de orina y excrecion de sodio y potasio. Sin embargo, se establecié una
comparacion de este mismo grupo (4) con el grupo Furosemida (2) y se observé que no
existian diferencias significativas para el volumen de orina y excreciéon de sodio y cloruro.
Estos grupos solo diferian significativamente en la eliminacion de potasio, perteneciendo los
valores mas elevados al grupo extracto (4). Esto evidencié que este grupo presenta un

comportamiento similar al grupo Furosemida (2)

Al analizar la tabla XI, que muestra los valores de la media ( X ) y desviacién estandar (SD)
de cada uno de los parametros para los grupos sometidos al estudio, se pudo apreciar las
diferencias que existen entre las mismas, donde el volumen de orina y la excrecién de los
diferentes iones es mayor para los grupos tratados con Furosemida, Hidroclorotiazida y
extracto, si se comparan con el grupo control, lo que permitié6 demostrar la accion diurética
que provoca este extracto en los animales de experimentacion, pues uno de los efectos de
los farmacos diuréticos es el aumento del volumen de orina excretada y la modificacion de
algunos iones, como ocurrié en este caso. Ademas, el aumento de estos parametros para la
Furosemida e Hidroclorotiazida (diuréticos reconocidos), también permiti6 garantizar un
control de la calidad del estudio ya que el comportamiento de estos farmacos se

correspondid con lo informado en la literatura (Fl6rez, 2003).

3.2. Evaluacién de la actividad antibacteriana.

Para evaluar la actividad antimicrobiana se mantuvo el extracto acuoso de Boldoa

purpurascens, Cav en contacto con las 22 cepas bacterianas empleadas, segun se describio
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en el epigrafe 2.1.2. No se detectaron afectaciones al crecimiento, ya que en ningun cultivo
se hallaron halos de inhibicion, a pesar de que el extracto se aplicd en concentracion elevada
(20 % m/v), lo cual indicd que el extracto acuoso de Boldoa purpurascens, Cav carece de
propiedades antibacterianas. La concentracion usada en esta investigacion super6 la
empleada por la poblacion, a pesar de ello no se detectd en el extracto evaluado actividad

inhibitoria del crecimiento bacteriano. (Tabla XII)

Aunqgue el extracto acuoso de Boldoa purpurascens, Cav carece de actividad antibacteriana,
el efecto mecanico de arrastre durante la miccion y eliminacion de volimenes considerables
de orina, contribuyen a la disminucion de la infeccion microbiana (Bojase, 2002; Fukait, 2002;
Khan, 2004), toda vez que se demostré que el extracto acuoso de las hojas de la especie a
una concentracion de 5 mg / mL tiene efecto diurético por via oral en ratas, similar a la

Furosemida.

3.3. Evaluacion toxicolégica del extracto acuoso.

3.3.1. Toxicidad aguda oral.
Se realizé el ensayo de dosis limite en ratas Sprague Dawley por tratarse de un extracto de
una planta medicinal de la cual no existen informes de toxicidad en su uso tradicional, ni en
estudios anteriormente realizados. Este ensayo es valido para compuestos de los cuales se
espera muy baja toxicidad (Hoffman,1996; Le6n, 1991, Loomis, 1992;), por lo que seria
irrelevante conducir un estudio de toxicidad aguda a altos niveles de dosis. Asi pues, debe
existir un punto a partir del cual el investigador puede llegar a la conclusién de que el

producto es practicamente no toxico o no letal tras una exposicion aguda. (Tabla XIII)
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Durante las observaciones diarias no se evidencié ningun signo de toxicidad en los grupos
tratados. Se realiz6 la comparaciéon entre el comportamiento de los pesos corporales por
grupo y por sexo al inicio, a los 7 dias y al final del experimento. El andlisis de los resultados
obtenidos a partir de los 7 dias indica que el tratamiento no provocé ningun efecto en la

variaciéon de los pesos corporales. (Tablas XIV)

Al comparar sexos iguales en grupos diferentes, se obtuvo que tampoco se observo
diferencias significativas (p > 0,05) en el comportamiento de los pesos corporales, lo que

indico que no existen diferencias por sexo. (Tabla XV y XVI)

El ensayo culminé con un 100 % de supervivencia, este resultado se correspondié con lo
esperado en este tipo de ensayo, asi como con la baja toxicidad que se esperaba obtener
del extracto. Asi se pudo determinar que la dosis letal media para el extracto acuoso de

Boldoa purpurascens, Cav es superior a 2000 mg/kg de peso.

3.3.2. Ensayo de micronucleos en médula 6sea.

Los micronucleos se forman a partir de fragmentos de cromosomas 0 cromosomas enteros
que se circularizan y se encuentran en el citoplasma de la célula (Hartman, 1995; Krishna,
1995; Matter, 1997; Schimid, 1976) cuando una sustancia es capaz de inducir roturas de
cadenas o dafia el huso mitético, provocando un retardo en la migracion de los cromosomas
durante la mitosis (Albert y col, 1989; Bolognesi y col., 1997; Heddle, 1990; Nakayama,

1994;)
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La introduccion y estandarizacion de esta prueba en diferentes laboratorios ha permitido demostrar la sensibilidad y
reproducibilidad de los resultados obtenidos en este experimento (CSGMT, 1995; Hayashi, 1994, 1999; ICH, 2002), lo que ha
generado que ésta se encuentre incluida en la ruta critica de evaluacion de cualquier sustancia a utilizar en humanos (Gutierrez,
1998; Gravue, 1994; Marzin, 1997; Scheider, 1995; 1998b; Sanchez, 1999;). La descripcién y los resultados del experimento se

muestran en las tablas XVII y XVIII.

Para el ensayo de micronucleos se recomienda tanto la via oral como la intraperitoneal,
siempre que se realice el estudio de la maxima dosis tolerable (CSGMT; 1995; Speit y col,
1996), aunque para algunos compuestos se ha demostrado su efecto clastogénico sélo
cuando se inocula intraperitonealmente. Un ejemplo de ello lo constituyen el dicromato de
potasio (CSGMT, 1989) y el uretano (Bernardini, 1998; Holmstrom, 1990). Se utilizé la via

oral ya que es la utilizada terapéuticamente.

Para las dosis de 500, 1000 y 2000 mg x kg™* de peso se encontré una induccién de
micronucleos de 0,442; 0,415 y 0,362 %, respectivamente. Estos valores se encuentran
dentro del rango espontaneo (0,10-0,39 %) de aparicion de micronucleos en la linea
ensayada (Aron, 1989; Anderson, 1997; Khan, 1998; Socorro, 1999). Del andlisis de estos
resultados se puede concluir que, a las dosis ensayadas y bajo las condiciones del
experimento, los componentes del extracto no mostraron actividad clastogénica o

anuegénica (Hayatsu, 1998).

Los valores informados en la literatura consultada para el indice de genotoxicidad, oscilan
entre 0,10 y 0,49 para esta especie de roedores (Lovell, 1989; Mac Gregor, 1987) y para la

linea de ratones Balb/c hasta 0,39 en el control negativo (Ashby, 1997; Heddle, 1983, 1990;
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Salamone, 1991;). En Cuba esta linea, procedente del CENPALAB puede presentar valores

de hasta 0,50 (Cancino, 1993).

Es conocido que el indice de citotoxicidad brinda un estimado de la exposiciéon del 6rgano
diana al compuesto evaluado (CSGMT, 1995; Paton, 1996) y una disminucion del mismo
expresa cualquier perturbacién en la hematopoyesis como resultado de la exposicion al
xenobidtico (Asita, 1992; Jourenkova y col, 1998; Mavourin, 1990; Shi y col, 1994; Te y col,
1997). Los valores encontrados para este indice (tabla XVIII), para los animales tratados con
el extracto acuoso de Boldoa purpurascens, Cav demostré que el mismo no induce efectos
citotoxicos en los eritrocitos de médula 6sea. Se prob6 la maxima dosis recomendada para
estudios de toxicologia in vivo, 2000 mg/kg de peso (OECD, 1996). Como se observo, no
existen incrementos significativos del porcentaje de eritrocitos policroméaticos nucleados a las
dosis ensayadas del extracto acuoso de Boldoa purpurascens, Cav, como tampoco se
observé una relacion dosis-respuesta. Estos resultados avalan la inocuidad del extracto,

propuesta en los estudios toxicolégicos generales analizados anteriormente;

aunque no se puede excluir la posibilidad de que estuviera influenciado por la via de
administracion que pudo limitar la llegada del compuesto al érgano diana.

3.3.3. Test de Ames.

Estos sistemas de ensayos son capaces de detectar mutaciones puntuales (Mac George,
1986), eventos de recombinacion y no disyuncién, aneuploidias y aberraciones numéricas o
estructurales, o sea, un amplio espectro de dafios al ADN (CETESB, 1993) y su reparacion.

Con tales fines se emplean sistemas biolégicos que difieren en su nivel de organizacion,
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desde bacterias y levaduras hasta células soméaticas y germinales “in vivo” e “in vitro”

(Anderson, 1993; Marzin, 1997).

Estas series de pruebas a corto plazo han sido ideadas para predecir el riesgo que corren los
humanos al estar expuestos a sustancias quimicas sospechosas y pueden en algunos casos
brindar informacién suficiente para establecer niveles de seguridad. Para recomendar un
farmaco de origen vegetal sobre bases seguras es necesario conocer, a ciencia cierta, los
posibles efectos adversos y los colaterales al efecto beneficioso (Le6n y col, 1991). Esto se
debe a que con frecuencia se ha informado actividad mutagénica y carcinogénica en muchos
productos de origen vegetal (Graf, 1994; Stadler y col, 1994; Stoner, 1995; Sycheva y col,

1997).

Entre los ensayos a corto plazo para evaluar mutaciones génicas, el de mayor difusion es de
reversion del locus histidina, conocido como ensayo de Ames. Este ensayo tiene como
premisa la utilidad de sistemas bacterianos como un camino eficiente para detectar agentes

gue pudieran interactuar con el ADN y causar mutaciones. (Abril, 1984)

Los resultados que se muestran en las tablas XIX y XX permitieron determinar si el producto
de prueba produjo mutaciones puntuales en el ADN de las cepas de ensayo, lo cual se
detecta por la produccion de mutaciones en el fenotipo de las mismas. Aqui se pudo
observar la media del nUmero de colonias revertantes inducidos por la sustancia de prueba
en ausencia y en presencia de activacion metabdlica, la media del nimero de colonias
revertantes del control del disolvente (agua destilada estéril), asi como la razén de

mutagenicidad (R M).
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En el ensayo se pudo observar que la media del nUmero de revertantes para cada una de las
dosis empleadas no sobrepasa el doble del control, lo mismo con activacion metabdlica que
en ausencia de esta, para la cepa TA 100. Por consiguiente la RM (razén de mutagenicidad)
es menor que dos. En la cepa TA 98, se encontr6 que la media del numero de revertantes
para cada una de las dosis empleadas no alcanza el doble de la media del control, tanto con
activacion metabdlica como en ausencia de ella, lo mismo que la razén de mutagenicidad, la
cual es menor que dos, lo cual indica que no se produjo mutaciones puntuales en el ADN de

las cepas evaluadas.

Estos resultados evidencian que no se produjo dafio genotéxico en las bases del ADN de las

cepas evaluadas.

Los resultados obtenidos mediante el programa estadistico SALMONEL demostraron que no
existia relacion dosis-respuesta al no existir diferencias significativas entre las cepas con y

sin activacion metabdlica, es decir los resultados cumplen con el criterio de negatividad.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en los ensayos farmacoldgicos y toxicoldgicos

se proponen las consideraciones parciales siguientes:

e El extracto acuoso de las hojas de la especie mostré una potente accion diurética en ratas,

comparable con diuréticos reconocidos de alta eficacia.

e El extracto acuoso de Boldoa purpurascens no mostré6 accién antimicrobiana a
concentraciones del extracto al 20% por lo que el empleo popular de esta planta en

infecciones urinarias no esta justificado cientificamente.
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e No se presentaron consecuencias toxicologicas derivadas de la administracién Unica del

extracto acuoso preparado al 10 % de las hojas de Boldoa purpurascens, Cav.

e El consumo de una dosis Unica elevada del extracto probado por via oral no representa un

riesgo para la salud, atendiendo a los resultados experimentales.

e El valor de la LDs, del extracto acuoso de Boldoa purpurascens, Cav es mayor que 2000

mg/Kg de peso.

e El extracto acuoso de Boldoa purpurascens,Cav no resultdé genotéxico en ninguna de las
dosis (500, 1000, 2000 mg/Kg de peso) evaluadas, ya que no produce efectos clastogénicos

ni aneugénico.

¢ El extracto acuoso de Boldoa purpurascens, Cav no presenta efecto mutagénico, probado
por el ensayo de incorporacion en placa en las cepas TA 98 y TA 100 en presencia y

ausencia de activacion metabdlica.
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4. ESTUDIO FARMACOGNOSTICO DE LAS HOJAS DE Boldoa purpurascens.

4.1.Clasificacion botanica.

Se comprob6 que la planta objeto de estudio es Boldoa purpurascens Cav, por medio de su comparaciéon con un ejemplar
herborizado en el Jardin Botanico de la Universidad Central “Marta Abreu” de Las Villas, identificado el con nimero de herbario
3012, coincidiendo con los datos botanico informados para esta especie en la literatura (Leén, 1957).

4.2. Estandarizacién de la droga cruda.

Secado y humedad residual.

Este estudio suele ser de gran importancia, pues el proceso de secado reduce
sustancialmente el volumen y la masa de la droga vegetal, lo que permite el almacenamiento
durante el tiempo que se establece para cada especie y poder disponer de ella en diferentes
épocas del afio. También mejora su estabilidad quimica, fisica y microbiolégica. (Miranda,

2000; OMS, 2003)

Por primera vez se realiz6 el estudio de secado, asi como la determinacion de los indices
numeéricos para esta especie, lo que permitié establecer los limites de especificacion para el

secado de las hojas de Boldoa purpurascens.

Los resultados obtenidos aparecen en la tabla XXI. Las hojas de la planta sometidas al
proceso de secado artificial en estufa, demoraron tres dias para alcanzar el peso estable en

las condiciones descritas en el experimento.
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con una pérdida en peso de 82,02+1,00 %. La humedad residual del material seco presentd

un valor adecuado para la conservacion del material vegetal que result6é de 5,600 * 0,06 %.

Para el secado a la sombra y al sol se alcanz6 el peso constante a los 15 y 4 dias,
respectivamente. Atendiendo al tiempo de secado, se puede plantear que el método artificial

es el mas adecuado.

Con respecto a los valores de pérdida de peso para la droga sometida a los tres métodos de
secado, en todos los casos son superiores al 60%, (dentro de los limites normales
establecidos), segun las normas ramales de Salud Publica de Cuba (NRSP 309 y 310, 1992),
a pesar de ser el secado en la estufa el que logré6 un mayor porcentaje de pérdida en peso

de agua y por lo tanto, de acuerdo a este parametro, es el mejor método de secado.

En la tabla XXI se muestran los valores promedios de las réplicas evaluadas para la
humedad residual para cada método de secado. Tal como se informa en la Farmacopea
BritAnica del 2004, los valores de este parametro para cada método de secado se
encuentran dentro de los limites establecidos para las especies vegetales, que se establece

gue sea por debajo de un 10 % (Sharapin, 2000).

El método de secado en la estufa proporciona los menores valores de humedad residual en
el material vegetal, por tanto puede permitir alargar el tiempo de almacenamiento de la droga
en base a este indice (Claus,1985; Miranda, 2000). Este resultado favorece la propuesta de
que el secado artificial (estufa) para las hojas de Boldoa purpurascens, Cav, es el méas

apropiado.
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Determinacion de cenizas totales.

Las cenizas que se obtienen por incineracién son indicativas de la calidad de la muestra con
gue se trabaja y constituyen una base para juzgar la identidad y la pureza de una droga,
brindando ademas una informacién de la posible adulteracibn con materias inorganicas o

cuerpos extrafios que contenga la misma y del contenido de sales inorganicas.

Es razonable el hecho de detenerse a analizar los valores de cenizas obtenidas, ya que
segun Evans, 2002, dichos valores dan criterio, en el caso de muchas plantas, del tipo de
manipulacion realizada. Sin embargo, existen gran cantidad de plantas que ofrecen valores
elevados de cenizas, debido probablemente a un alto contenido de componentes

inorgénicos.

Se apreci6 que los valores de cenizas totales en la especie Boldoa purpurascens, Cav
resultaron relevantes (41,19+0,55 %) (tabla XXIl), lo cual correspondié con el elevado
porcentaje de componentes inorganicos encontrados en los extractos del material vegetal,
resultando llamativos los valores para el potasio, magnesio, sodio y calcio, determinados por
absorcion atémica. El elevado contenido de algunos de estos minerales esta relacionado con

la composicion del suelo donde crece esta especie.

Los porcentajes de cenizas solubles en agua exceden del valor que aparece referido para
varias especies vegetales (34,096 + 0,66 % ) (NRSP 309,1992; Farmacopea Britanica, 2004),

lo que estuvo dado por la presencia de metales alcalinos y alcalinos térreos, asi se comprobo
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la presencia de los mismos en las hojas de esta planta en cantidades considerables. Para el
caso de las cenizas insolubles en acido clorhidrico (2,32+0,04 %), exceden del valor que se
refiere en la literatura consultada para muchas plantas. (Evans, 2002; WHO, 1998). El valor
de las cenizas insolubles en &cido clorhidrico puede alertar sobre la presencia de metales
pesados que pueden conferir toxicidad, por ello se realizé la determinacién de la

composicion inorgénica de los extractos acuosos, lo cual se analiza mas adelante.

En plantas como la que se estudia, en la que el valor de las cenizas totales es elevado, es
necesario afiadir &cido nitrico o sulfirico para obtener cenizas blancas al igual que otras
plantas que se han estudiado (Farmacopea Britanica, 2004). No obstante, una alta
proporcion de ellos justifican el valor de las cenizas solubles en agua, vinculadas a la

presencia de los metales alcalinos y alcalinos térreos.

Composicién inorganica de la planta.

Si se toman en consideracién los valores de las cenizas totales, se advierte que se esta ante
una planta con elevado contenido de componentes inorganicos en las hojas. Entre los
metales presentes en la planta se encuentran potasio, plomo, cadmio, hierro, cobre, cromo,
magnesio, niguel, sodio, manganeso y calcio, estando en mayor proporcion el potasio,
aunque el sodio, magnesio y calcio se hallan también en cantidades importantes. La
presencia de cadmio y plomo en las plantas se atribuye generalmente a la contaminacion de

los suelos donde se cultiva; la cantidad maxima permisible esta en el orden de 10 mg/kg para
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el cadmio y 0,3 mg/kg para el plomo (Miranda M, 2000; USP.XXIV, 2000), por lo cual esta

planta tiene valores permitidos para esos metales. (Tabla XXIII)

Existen un gran niumero de plantas cuya accion diurética se debe a la presencia de algunos
componentes inorganicos en forma de sales. Asi, la especie objeto de estudio contiene un
elevado porcentaje de sales de potasio y en menor cuantia otras como sodio y calcio,
principalmente. La determinacion de los metales presentes en el extracto acuoso de Boldoa
purpurascens demostrd que el potasio se encuentra en una alta proporcion en las hojas de la
planta, lo que puede contribuir al efecto diurético que presenta la misma (Arteche, 1998,

2003; Florez, 2003).

Tamizaje fitoquimico.

El estudio fitoquimico a través del método de tamizaje se llevé a cabo utilizando las técnicas
establecidas por Miranda y col, 2000. Este procedimiento permitié conocer tentativamente los

metabolitos secundarios presentes en el material vegetal estudiado.

Una vez conocida la posible presencia de determinados metabolitos, es posible encaminarse
a la preparacion de los extractos con los disolventes mas recomendables para el tipo de

componentes que se desee estudiar.

Los resultados del tamizaje fitoquimico de la planta fresca y secada diferentes métodos
sugieren que no existen diferencias en los resultados al aplicarlo a los extractos de la planta

secada, por lo que al menos la composicion por familia quimica no se altera. (Tabla XXIV )
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Segun los resultados para el tamizaje fitoquimico, se puede sefialar que la compaosicién por

familia quimica general que presenta Boldoa purpurascens, Cav es:

- Triterpenoides y/o esteroides
- fenoles y/o taninos
- saponinas
- acidos grasos
- flavonoides
- compuestos con grupos aminos
- compuestos reductores (pueden estar en forma libre o formando glicésidos) .
Los resultados de los ensayos realizados permitieron arribar a las siguientes conclusiones

parciales respecto al andlisis de calidad de la droga cruda:

e Los estudios realizados a las hojas de Boldoa purpurascens, Cav permitieron establecer
algunos valores de los parametros de calidad para la normalizacién de la especie como
droga cruda, por encontrarse los mismos dentro de los limites establecidos segun las normas
cubanas para especies vegetales (NRSP 309 y 310,1992) y las establecidas por la OMS,

1998 .

e El estudio de secado permitié establecer al método artificial como el méas adecuado para
esta especie, por proporcionar el menor tiempo de secado (tres dias), el menor contenido de
humedad residual del material secado (5,600 £ 0,06 %) y el mayor valor de pérdida en peso

de agua (82,02+1,00 %).
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e La caracterizacion inorganica del extracto acuoso de las hojas de la especie corroboro la
elevada composicién de componentes inorganicos, lo cual se corresponde con el elevado
valor de cenizas calculado (41,19+0,55 %), en particular se resalta el potasio entre 0,8 y 0,9

% en peso.

e Se determind por primera vez, por medio de las técnicas de tamizaje fitoquimico, la posible
composicion quimica de las hojas de esta planta, que no ha sido informada con anterioridad

a este trabajo.
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5. OBTENCION DE EXTRACTOS; AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE

METABOLITOS SECUNDARIOS.

5.1. Extraccién con disolventes de polaridad creciente.

La especie Boldoa purpurascens, Cav. s6lo tenia escasos informes que confirmaran la
existencia de determinados metabolitos, se conoce lo descrito en el (tamizaje fitoquimico) del
epigrafe 4.2 y la presencia de acidos grasos encontrados por Gonzalez y col, 2001, por lo

que se comenzé realizando este proceso extractivo.

El procedimiento empleado permiti6 determinar cual de los disolventes extraia la mayor
cantidad de componentes solubles presentes en las hojas de la planta, asi se obtuvo el
porcentaje de los mismos que produjo cada disolvente (todos referidos al peso de sélidos

contenidos en 1 mL de extracto).

Extracto A (etéreo) 2,5%
Extracto B (acetato de etilo) 2,2%
Extracto C (etanol) 8,4 %
Extracto D (agua) 21,0 %

Se pudo observar que aun después de extraer con tres disolventes de polaridad diferente, el
extracto acuoso final es el que mayor cantidad en peso extrajo de los componentes solubles
de las hojas de la planta y so6lo en el extracto D los resultados del tamizaje fitoquimico

maostraron evidencias positivas para metabolitos
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posiblemente responsables del efecto farmacoldgico propuesto para la planta. (Markhan,

1988; Roig, 1988; Toebes, 2005; Van Hoff, 1989)

El extracto acuoso (D) se refrigerd para tratar de obtener algun solido por cristalizacion. Al no
observar cristalizacion pasadas las 24 horas se procedi6 a realizar el analisis de este
extracto, empleando cromatografia en capa delgada (CCD), para evaluar la abundancia de

metabolitos y valorar la posibilidad de aislar algan componente por algiin método clasico.

Se pudo apreciar que por la poca complejidad en cuanto a nUmero de manchas que se
observaron en el cromatograma y la buena resolucion de las mismas, se podria aislar algun

componente farmacoldégicamente activo.

En el cromatograma (Figura 4), se observaron sélo 4 manchas de color purpura al ser
reveladas con vapores de amoniaco y luz UV (reveladores especificos para flavonoides), con
Rf 0,2; 0,4; 0,5 y 0,7; que sugiri6 la presencia de estos metabolitos pues coincidieron los
valores de Rf vy el revelado con lo referido en la literatura (Markham, 1982; Miranda, 2000;

Vande, 1998).

Una vez conocido que el extracto acuoso contenia el mayor porcentaje de metabolitos
presentes en las hojas de Boldoa purpurascens, Cav (21,0 %) y que existian en el mismo
compuestos que podrian estar relacionados con la accién farmacoldégica comprobada,
teniendo en cuenta el resultado del tamizaje fitoquimico y el desarrollo de la cromatografia

para este extracto, observada anteriormente, se decidi6 emplear el extracto acuoso, para
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aplicar diferentes fraccionamientos al mismo y aislar los componentes de tipo flavonoide que

pudieran contribuir a la accion farmacoldgica demostrada para este extracto.

5.1.1. Preparacioén del extracto acuoso y métodos de fraccionamiento

Las hojas secas y pulverizadas de Boldoa purpurascens, Cav se sometieron a extraccién con
calor utilizando un reactor para obtener el extracto acuoso, ya que esto permitio procesar
masas de droga superiores a 1 kg en poco tiempo y por tanto obtener mayor volumen del
extracto de una sola vez y realizar el proceso extractivo con un control exacto de la
temperatura, para evitar posible degradacion de los componentes activos. El extracto se
seco por el método de atomizacion por Spray Dry, para su conservacion y posterior uso,
pues, como es conocido, los extractos acuosos estan expuestos a la proliferacién de

microorganismos en muy poco tiempo. (Figura 5)

Fraccionamiento por contracorriente.

Teniendo en cuenta los resultados del tamizaje fitoquimico, este procedimiento estuvo
dirigido a obtener los compuestos fendlicos presentes en el extracto acuoso (Figura 6),
dentro de los cuales estan los flavonoides, por su posible relacion con la accion

farmacologica demostrada para Boldoa purpurascens.

Teniendo en cuenta el desarrollo cromatogréafico en CCD al UV y el uso de tricloruro de
aluminio como reveladores especificos para flavonoides. Las 10 fracciones de lavado con los
disolventes organicos, tolueno y cloroformo, no mostraron manchas definidas ademas de

tener un aspecto resinoso, mientras que las fracciones acuosa y de n-butanol dieron lugar a
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manchas mejor definidas; siendo estas las seleccionadas para continuar trabajando, lo cual
conduce a tratar de aislar este tipo de metabolito, presentes en el extracto acuoso de las

hojas de B. purpurascens, Cav (Markhan, 1988).

La fraccion butandlica mostré seis manchas mejor resueltas (Figura 7) que las de la fraccion
acuosa que presentd cuatro manchas, ademas, se obtuvo mayor cantidad de masa seca
para esta fraccion, lo que indicé mayor proporcién de los componentes eluidos en ella, por lo
gue se seleccion6 a la primera fraccion para la separacidon por cromatografia en placa

preparativa con vistas a aislar los componentes que aparecieron en esta fraccion (Figura 8).

5.1.1.1. Separacion por placa preparativa de la fraccién butandlica.

Los componentes de la fraccidon n—butandlica, se separaron mediante el uso de
cromatografia en placa preparativa atendiendo a los resultados del andlisis cromatografico
por (CCD). Las cuatro manchas mejor resueltas en forma de franjas, con Rf: 0,3; 0,5; 0,6 y
0,7 se disolvieron en metanol y evaluaron cualitativamente por CCD para tener criterios de la
pureza de las fracciones correspondientes a cada franja (I, II, lll y IV), lo cual permitié
conocer que los productos obtenidos estaban ain impuros. A cada fraccién se le registro el
espectro infrarrojo, para obtener mas informacion sobre los grupos funcionales presentes en
cada fraccion obtenida y relacionar estos con los grupos que poseen los metabolitos de

interés del extracto acuoso( Shulten, 1985).

Absorcion por espectroscopia infrarroja (IR) de las fracciones |, Il y IV.
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Los resultados obtenidos en el espectro infrarrojo (IR) (Tabla XXV y Anexo 1) de las
fracciones descritas en el epigrafe 4.2, indicaron la posible presencia de grupos hidroxilos
alcohdlicos y fendlicos asociados, preferentemente secundarios y primarios de acuerdo al
ancho de la banda que aparece entre 3000 y 3500 cm™, la cual sugiere una posible
asociacion por puentes de hidrogeno; ademas, el hecho de que exista una banda OH indica
la presencia de un enlace C-O el cual puede ser asignado a la sefial que se registra en

1109,3 cm™

En los espectros de las fracciones |, Il, Il y IV aparece también una banda entre 2923 y 2931
cm™ la cual puede ser asignada a vibraciones de valencia de Csys-H y que indica la presencia
de una porcion saturada en la molécula. Esto se complementa con las bandas que aparecen

entre 1385y 1389 cm™ en las fracciones |1, Ill y IV, que es caracteristica de CHs.

Ademas, en los cuatro espectros aparece una banda ancha con centro entre 1647-1652 cm™
gue puede tener incluidas las bandas del C=C no conjugado y, ademas, la banda carbonilica
donde la constante de fuerza del enlace esta debilitada por asociaciones por puentes de

hidrogeno que puede corresponder con compuestos de tipo flavonoides.

En el espectro obtenido para la fraccion IV aparece una banda en 1653 cm™ que se asemeja
mas a la del C=0 de un aldehido o cetona, que participa en enlace por puente de hidrégeno,
lo que provoca que esta banda aparezca méas ancha y a valores por debajo de 1700 cm™

(Anexo 1)
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Para corroborar que en la fraccién n—butandlica aparecieron los compuestos de interés, se
evaluaron las fracciones I, Il, lll y IV por cromatografia liquida de alta eficacia (CLAE )

(Hober; 2001; Svedstrom, 2006).

Analisis de las fracciones I, II, lll, IV por Cromatografia Liquida de Alta Eficacia.

(CLAE).

Las cuatro fracciones obtenidas mediante cromatografia en placa preparativa fueron
analizadas usando patrones de carbohidratos y flavonoides como compuestos de interés, y

se obtuvieron los resultados siguientes:

Fraccion 1. Presentd tres picos detectables (Figura 9), siendo el de mayor tiempo de
retencién (40,29 min) el componente principal (50,1%) de la cantidad de sustancia eluida a

partir de la franja obtenida de la cromatografia en placa preparativa.

Fraccion 1lI: Present0 seis picos detectables (Figura 10) y so6lo dos de apreciable intensidad,
siendo el de menor tiempo de retencién (13,77 min) el componente principal (65,9%) de la
cantidad de sustancia eluida a partir de la franja obtenida de la cromatografia en placa

preparativa.

Fraccion lll: Present6 seis picos detectables (Figura 11), similar al cromatograma anterior; el

de menor tiempo de retencion (13,80 min) result6é ser el componente mayoritario (50,1 %), de
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igual comportamiento, pero con la diferencia de que el componente principal, pudiera estar

mas impuro.

Fraccion IV: Presentd cuatro picos detectables (Figura 12), siendo también el de menor

tiempo de retencién (13,93 min.) el componente principal (53 %)

La comparacién de los tiempos de retencion y el enriquecimiento de los picos de las
muestras y los patrones disponibles, sugirié que estas fracciones eran ricas en carbohidratos
y de igual forma, de acuerdo al tiempo de retencion de algunos flavonoides y sus glicésidos
(Lock, 1998; Kuma y col, 2001; Liu y col, 2002; Liv, 2004), estos tipos de productos naturales
pueden estar presentes en el extracto acuoso de Boldoa purpurascens, Cav, por lo cual el
trabajo posterior se encaminé a realizar el aislamiento de estos compuestos (Figura 13 y 14,

Tabla XXVI).

5.2.2. Analisis de la fraccién n-butanélica obtenida por contracorriente.

De acuerdo a los resultados observados en CCD, de la fraccion obtenida en n-butanol en el
intercambio por contracorriente, epigrafe 5.1.1, donde aparecieron manchas de
comportamiento cromatogréafico similar al de los flavonoides, y conocido que con este
disolvente se pueden eluir los diferentes flavonoides, segun las mezclas empleadas
(Markhan, 1988), a partir de este andlisis se decidid6 cambiar la fase mévil empleada por

diclorometano/ metanol/ agua (80:19:1; v/iviv).

Del analisis de estos resultados se selecciond el n-butanol como un buen disolvente para la

extraccion de los flavonoides y que podria ser usado para la obtencion de una fraccidn
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enriguecida en estos metabolitos a partir del extracto acuoso seco obtenido de las hojas de

Boldoa purpurascens, Cav.
5.3. Obtencién de una fraccion n-butanélicarica en flavonoides.

El sélido obtenido a partir de la fraccion butandlica (Figura 15), descrito en el epigrafe 2.3.3
evaluado por cromatografia en capa delgada utilizando placas fluorescentes (PF-254),
origind varias manchas bien resueltas en la fase moévil diclorometano/metanol/agua (80:19:1;
vivlv), revelado al UV y con acido sulfurico mas calor, lo cual sugiri6 la presencia de

flavonoides en la mezcla evaluada (Voirin, 1983).

5.3.1. Aislamiento y purificacién de los compuestos de la fraccion

butandlica (compuestos 1, 2, 3, 4).

Las fracciones descritas en el epigrafe 2.3.3.1 se reunieron en cuatro nuevas fracciones
denominadas como FA, FB, FC y FD. Se decidi6 realizar una cristalizacion en metanol para
la fraccibn FA (10-16), ya que en la cromatografia en capa delgada no se observaron
diferencias y a las 24 horas se observo que precipité un sélido de color amarillo claro con

una masa correspondiente a 56 mg denominado compuesto 2, (andlisis realizado por CCD).
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La segunda fraccion FB (17-23) también se sometid a cristalizacion en metanol y se
obtuvieron 19 mg de un sdlido de color amarillo que por el resultado de la cromatografia en
capa delgada resultdé una mezcla de dos compuestos, uno denominado 3, que estaba
ligeramente contaminado con el compuesto 2. La tercera fraccion FC (41-48), después de
someterla a cristalizacion en iguales condiciones a las anteriores y evaporar el disolvente,
rindi6 600 mg de un producto de color amarillo intenso, que al seguimiento por CCD, indicé
un compuesto aparentemente puro, denominado 1. La fraccién FD (60-120) se evaporo y
rindi6 600 mg de una mezcla de compuestos, que por su poca complejidad se decidié
separar por CLAE preparativa en fase reversa (Parejo, 2004; Pereira y col, 2004; Petsalo,
2005) utilizando un gradiente desde MeOH 50% en agua hasta 100% de MeOH. Se
obtuvieron 20 mg del compuesto 4, ligeramente contaminado con otro compuesto, segln la

CCD.

5.3.1.2. Separacion y purificacion de otros compuestos de la fraccion butandlica (

Compuestos 5y 7).

La fraccion butanolica descrita en el epigrafe 2.3.3 se acetild y se eluyo de la columna
cromatogréfica con acetato de etilo al 10% en diclorometano. Las fracciones colectadas se
llevaron a sequedad y se obtuvieron 2,8 g de un sélido que al analizarlo por CCD aparentaba

estar puro y se denominé 5. Ademas, se obtuvo otra fraccion de 157 mg de un compuesto
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contaminado que se denominé 7, el cual se purific6 mas tarde por placa preparativa y rindié

25 mg de dicho compuesto aparentemente puro.

El proceso de acetilacién tuvo como objetivo obtener el compuesto 7 puro y permitio a la vez
corroborar las uniones de los azlcares en las estructuras propuestas, como se vera mas

adelante.

Los tres compuestos aislados y purificados que resultaron nuevas estructuras tenian las

caracteristicas siguientes:

Compuesto 1: sélido amarillo intenso (recristalizado en MeOH), temperatura de fusion 189-

191 °C, [a] p ®® —100,5 (H,0, c: 0,054 M).

Compuesto 2: sélido amarillo claro (recristalizado en MeOH), temperatura de fusién 262-264

°C, [o] o ° —136,6 ( dimetil sulféxido (DMSO), c: 0,023 M).

Compuesto 7: sélido amarillo claro, temperatura de fusion 101-103 °C, [a] o ® —64,96

(cloroformo (CHCI3), c: 0,066 M).
Denominaciones:
[a]lpo ® Angulo de rotacion especifica

( ¢) concentracion del analito.

En los informes revisados sobre aislamiento de compuestos de tipo flavonoides (Markham,

1989; Mandalari y col, 2006) aparece descrito que el extracto de partida es el metandlico y
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en otros casos es el etandlico. Los disolventes que se refieren para la elucién de este tipo de
metabolito por cromatografia de columna preferentemente son mezclas de agua con metanol
0 acetona, siempre usando proporciones bajas de agua, generalmente en relacion (1 : 5;
v/v). Sin embargo, para el caso de Boldoa purpurascens, Cav no se emple6 el método para
el aislamiento de estos compuestos como se refiere en la literatura (Markhan, 1987). Para el
desarrollo de este trabajo experimental, se partié del extracto acuoso, por ser el que tiene
informes de su uso en la medicina tradicional (Roig, 1988); ademas, se comprobd
experimentalmente para dicho extracto la actividad farmacol6gica propuesta. Se utilizaron
como fases maviles para la elucién de estos compuestos diclorometano/metanol (80: 20;
v/v) y diclorometano/metanol/agua (80 :19 :1; v/v/v) y se obtuvo aproximadamente un 15 %
de compuestos que responden a estructuras con nucleo flavonoide, por lo cual se consideré

una metodologia adecuada para aislar este tipo de metabolito a partir de extractos acuosos.
5.4. Analisis espectroscoépicos de los compuestos obtenidos.

5.4.1. Absorcion por espectroscopia UV/Vis.

El espectro ultravioleta visible (UV) registrado en metanol del compuesto 1 (Anexo 2), mostrd
dos maximos de absorcion a 278 y 336 nm, en el cual se observaron dos bandas una entre
250y 285 nmy la otra entre 320 y 385 nm, esta banda se corresponde con una sustitucion
de hidroxilo en el carbono 4° (Mabry y col., 1970). El espectro del compuesto 2 (Anexo 2),
aparecié con dos maximos de absorcién, uno a 278 y el otro a 339 nm, lo que correspondi6
con dos bandas similares a las del compuesto 1; esto estuvo dado por la similitud estructural

de estos dos compuestos. Para el caso del compuesto 7 (Anexo 2), los maximos de
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absorcion se observaron a 209 y 309 nm, originando un espectro con dos bandas una entre
210y 250 nmy la otra entre 299 y 350 nm, lo cual se corresponde con flavonas sin grupos
hidroxilos (Mabry, 1970; Voirin, 1983). Los espectros de flavonas y flavonoles son registrados
usualmente en metanol y es poco frecuente en etanol (Markham, 1970), por lo cual los

espectros de estos compuestos se registraron bajo esas condiciones.

Muchas flavonas y flavonoles presentan dos bandas de absorcion en la region del UV/Vis,
una en el intervalo entre 320 y 385 nm y otra entre 250 y 285 nm, correspondiendo a los

anillos Ay B del nucleo base de estos compuestos (Voirin, 1983).

5.4.2. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear. Propuesta estructural.

Los espectros RMN *H y de **C del compuesto 1 (anexos 3, 4 y 5) mostraron sefiales para
los protones aromaticos que son caracteristicas de compuestos fendlicos. Asi, el singuleto
ancho centrado a & 12,55 ppm evidencia la presencia del grupo OH en posicion 5 del anillo
A, con un corrimiento quimico a campo bajo de 8177,8 ppm en el anillo C (Niassy y col,
2004) (Tabla XXVII y XXVIII), lo cual se refleja en las sefales del espectro HMBC. Este valor
responde al establecimiento de una interaccion por puente de hidrégeno entre el protdén del
grupo OH del C-5y el oxigeno del grupo carbonilo situado en la posicion cuatro del anillo C
(C-4). En el patrén de sustitucion del anillo A se observan un singuleto de protén aromatico a
8 6,90 ppm y otro fuera de esta zona a 6,17 ppm, indicativo de un sistema trisustituido, lo que
acertadamente responde a lo correlacionado para las sefales del carbono a ¢ 102,8 ppm en
el espectro HMQC. Igualmente, esta sefial a ¢ 6,17 ppm correlaciona con los corrimientos a

campo bajo de los carbonos 6 y 7 del anillo A del flavonoide a 129,4 y 153,9 ppm,

96



respectivamente, confirmando asi la trisustitucién para este anillo. La localizacion del grupo
metilendioxi en las posiciones 6 y 7 de este anillo se establecié comparando los resultados
del espectro RMN **C de este compuesto 1 (Tabla XXVIIl) con el conocido compuesto 4
(Hiroshi, 1988) (Figura 16). Como resultado de esta comparacién pudo establecerse la
identidad estructural del aglicon de los compuestos 1 y 4. Es decir, se evidencia una total

correspondencia en las sefiales para este sistema comun entre ambos compuestos.

Se encontrd en el espectro HMBC (Anexo 7) la correlacién que existia entre el protén del
carbono ocho (C- 8) con un corrimiento a 8 6,90 ppm y los carbonos 6 y 7 del anillo A del
flavonoide, con corrimientos a 129,4 y 153,9 ppm, respectivamente. Se encontrd, ademas,
gue el protén del carbono ocho (C-8) tenia correlacién cruzada con el carbono 9 a 3 151,7

ppmy con el 10 a  106,9 ppm.

La aparicion de un sistema AB comprendiendo dos dobletes (2 H) y las sefiales a & 8,05

ppmy & 6,91 ppm mostraron que el anillo B del flavonoide es parasustituido.

Se observé una sefial con un corrimiento a & 8,05 ppm en el espectro HMIBC que
correlaciond con un corrimiento en el espectro de **C a 160,3 ppm, lo que permitié asignar el
carbono 4 del anillo B. Asi, se comprobd que este proton correlacionaba con el carbono 2
del anillo C con un corrimiento a 156,6 ppm. Ademas, habia correlacion en el espectro de
RMN **C con corrimientos que aparecieron a 130,7 ppm. Esto brind6 la informacion para

asignar los carbonos 2" y 6.
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Se comprobo en el espectro H-H COSY (Anexo 6) el acoplamiento en el anillo B entre los
protones de los carbonos 2, 6 y 3, 5, asi como del protén 6 con el carbono 4 del propio

anillo.

Para el anillo B, en el espectro HMBC, se estableci6 la correlacion entre el carbono uno (C-
1) de este anillo y los protones que aparecieron a 6,91 ppm pertenecientes a 3 y5. Por
otra parte aparecié un singuleto ancho a & 10,3 ppm en el espectro RMN *H HMQC. La
resonancia a estos bajos valores de campo debe ser atribuida al grupo hidroxilo de la

posicion cuatro de este anillo, manifestandose asi la naturaleza fendlica de este compuesto.

Las correlaciones observadas en el espectro HMBC del compuesto 1 (Anexo 7) permitieron
la asignacion de todos los atomos de carbono del aglicén, excepto para el carbono 5, el cual
se asignd por comparaciéon con el resto, teniendo en cuenta el entorno quimico del mismo y
se asigno el corrimiento a 140 ppm. El resto de las sefiales del espectro RMN H indicaron
la presencia de una cadena de disacarido, que consistié en una unién de una pentapiranosa

al aglicén del flavonoide y un terminal 6-deoxihexopiranosa.

Todos los glicosidos aislados y caracterizados poseen el mismo aglicén, por lo cual se

discute la asignacion de los carbonos de este esqueleto una Unica vez. (Figura 16)

Estos datos son concordantes con la presencia en el espectro de masas (ESI- MS modo
negativo) (Anexo A), al de un pico correspondiente al ion molecular a m/z 591 [M-H]’, un pico

a m/z 445 que correspondio a la pérdida del fragmento de una hexosa
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(ramnopiranosa), asi como un fragmento correspondiente al aglicén de dicho compuesto

que aparecié a m/z 313.

Las sefiales correspondientes al aglicén en los espectros de RMN *H y **C concuerdan con

una estructura de flavonoide con grupo dioxalano (Tabla XXVII y XXVIII).

Propuesta estructural de los azlcares

Compuesto 1

Las sefiales en el espectro RMN 'H (Anexo 3, Tabla XXVII) indicaron la presencia de la
cadena de un disacarido, consistiendo en una pentapiranosa unida al aglicon y un terminal 6-
deoxyhexopiranosa. Estos azUcares se identificaron como «-L-arabinosa y o-L-
ramnopiranosa por analisis combinado del compuesto 1 y su producto acetilado 5 (Tabla
XXIX). El andlisis del espectro H-H COSY para el compuesto 5 revelé que la ramnosa
estaba unido por el C-2 de la arabinosa, la posicién de unién del disacéarido al aglicon se
determiné por la correlacion observada en el espectro HMBC entre el proton anomérico de la
arabinosa (8 5,55 ppm) y el C-3 (8 132,7 ppm). Una correlacion se observé entre el protdon
anomérico de la a-L-arabinosa (5 5,90 ppm) y el proton H-2 absorbiendo por debajo de los

valores del corrimiento de (5 3,85 ppm).

En el espectro protdnico de este compuesto aparece que el H-2 es un triplete con una
constante de acoplamiento de (8,40 Hz), este tripleto puede estar interpretado como un

doble doblete con una constante de acoplamiento con el hidrégeno 1 (H-1) de (5,90 Hz), lo
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que se puede corresponder con una interaccién axial- ecuatorial y mayor que 8 Hz con una

interaccion axial - axial con el H-3.

Aqui aparece que los protones de H-5 tienen como constante de acoplamiento con el H-4

(4,3 y 6,45 Hz), esto supone una orientacion ecuatorial del H-4.

Asi se pudo establecer sobre la base del RMN **C y el espectro de masa en modo negativo
(ESI-MS) (Cuyckens, 2004), el cual mostré un ion molecular a m/z 591 [M-H]". También se
encontré un pico a m/z 445 que corresponde a la pérdida de un resto de ramnopiranosa, y un
fragmento correspondiente al aglicon que aparecié a m/z 313. Todo esto permitié proponer
como férmula molecular para este compuesto de C,; H,g O;5. Consecuentemente, se propuso

como estructura del compuesto 1.:
4',5-dihidroxi-6,7-metilendioxiflavona-3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-arabinopiranosida.
Compuesto 2

Las sefiales en el espectro RMN *H (Anexo 9) indicaron la presencia de la cadena de un
monosacérido, consistiendo en una pentapiranosa unida al aglicon. Este azucar se identifico
como B-D-xilosa por andlisis de las constantes de acoplamientos de todos los protones de la
misma en el espectro proténico (RMN 'H) de su producto acetilado 6 (Tabla XXIX). La
posicion de unién del monosacarido al aglicon se determiné por la correlacion observada en
el espectro HMBC (Anexo 13) entre el proton anomérico de la xilosa (8 5, 42 ppm) y el C-3 (8

132,7 ppm).
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En el experimento H-H COSY del compuesto 6 (Tabla XXIX), se observé la correlacién que
existia entre la sefial del protén anomérico a 5,58 ppm y el protén H-2. Asi apareci6 el H-2
como un doble doblete con una constante de acoplamiento de J= 8,22 Hz con el H-3 y de

6,4 Hz con el H-1, lo que puede corresponder con una interaccion axial axial .

Aparece que los protones H-5 tienen como constantes de acoplamiento (J=11,88 y 4,57 Hz),

lo que se corresponde con una posicién axial para el protén H-4.

Se estableci6 sobre la base de espectro RMN *C y el espectro de masa (ESI-MS) que el
compuesto 2 respondié a la formula molecular C,H,70,,. El espectro de masa en modo
negativo [M-H] mostr6 un ion molecular a m/z 445. Aparecié un fragmento a m/z 313, lo que
correspondi6 con el aglicon, lo cual indica la pérdida de una unidad de pentosa (Anexo B).
En consecuencia, se propuso como estructura para el compuesto 2: 4',5-dihidroxi-6,7-

metilendioxiflavona-3-O-B-D-xilopiranosida.

Compuesto 7

La correlacion observada en el espectro H-H COSY ( Anexo 19) entre el protébn anomérico de
B-D-glucosa a & 5,65 ppm y el protén 2 (H-2) absorbiendo por encima de § 3,76 ppm , sugirié
que a-L- ramnosa estaba unida por la posicion dos (C-2) de la glucosa. Las sefiales
observadas para el resto del aglicén eran bastante similares a las de los compuestos 1y 2,
indicando una estructura comun para el aglicon de la flavona. (Anexos 15-21)

Sin embargo, debido a la acetilacién de 4 OH, los protones 3 y 5 del anillo B se observaron

a menores valores de corrimiento, mientras que la sefial del grupo metilendioxi se detecto
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como un singuleto en el espectro proténico de los compuestos 1 y 2. Aqui aparecié en el
espectro como un doblete para el compuesto 7 realizado a 25° C; el cual a 55° C fue
transformado a un sistema de Spin AB con ) = 1Hz. Este valor de ?J coincide con lo
informado para el metilendioxibenceno (Prasch y col, 2000).

Asi, el espectro de masa (ESI-MS) en modo positivo [M+H]" mostré el ion molecular a m/z
959. Este correspondié con la formula molecular C44H460,4. Dada la baja energia de la
técnica empleada es limitada la informacién estructural por la poca fragmentacion, pero los
valores obtenidos juntos a los resultados del espectro DEPT RMN **C permitieron proponer
la estructura del compuesto 7 como 4°,5-bis (acetiloxi)-6,7-metilendioxiflavona-3-0-(2,3,4-Tri-
O-acetil-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-(3,4,6-tri-O-acetil)-B-D-glucopiranosida. Esta estructura
correspondi6 con el octaacetato del compuesto natural original 4°,5-dihidroxi-6,7-
metilendioxiflavona-3-O-a-L- ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glucopiranosida.

5.5. Evaluacion de la actividad diurética de compuestos aislados del extracto acuoso.
5.5.1. Evaluacion de la actividad diurética de 4',5-dihidroxi-6,7-metilendioxiflavona-3-O-

a-L- ramnopiranosil-(1->2) -a-L-arabinopiranosida. (compuesto 1)

Cuando se comparé el grupo control negativo (7) con los diferentes grupos donde se
probaron las dosis del producto en estudio (1, 2, 3, 4, 5 y 6), se obtuvo diferencias
significativas en cuanto a todos los parametros medidos: volumen de orina, excrecion de
sodio, cloruro y potasio, pues la probabilidad es menor que 0,05, excepto en el grupo 2,
donde no hay diferencia en la excrecioén urinaria del potasio de este grupo comparado con el

control negativo. Cuando se analiz6 los valores de rangos medios de cada uno de los
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parametros del propio test, se observo que los mayores valores correspondieron a los grupos
donde se administr6 el flavonoide en cuanto a la diuresis en las 6 horas y las
concentraciones de los electrolitos sodio y potasio, lo cual confirma la actividad diurética del
producto que se ensayl (Tabla XXX). Se compararon las diferentes dosis de la flavona
administrada con la Furosemida (8) y se observé que no existen diferencias en el volumen
de orina excretado para la dosis de 100 mg/mL (1), significativa para dosis de 50 mg/mL (2) y
25 mg/mL (3 ) y muy significativas para las restantes dosis, siendo mayores los valores de
volumen de orina en el producto evaluado, por tanto se pudo confirmar la eficacia del
flavonoide como diurético (Figura 17). Cuando se analizé el comportamiento del sodio y el
cloruro se encontraron diferencias muy significativas. Se pudo observar que la menor
excrecion de los mismos se encontraron para las dosis ensayadas de la flavona (Tabla XXXI
y XXXII) de forma contradictoria al volumen de orina excretado. Esta diferencia permitié
sugerir que el compuesto pudiera pertenecer a un nuevo grupo de sustancias diuréticas

llamadas acuaréticas, que actlan a través de los canales de agua (acuoporin) (Agre, 2003).

5.5.2. Evaluacién de la actividad diurética de 4’,5-dihidroxi-6,7-metilendioxiflavona-3-

O-B-D-xilopirandsida. (compuesto 2)

Con los valores obtenidos de los volimenes de orina para cada grupo de animales se
obtuvieron los valores medios y la desviacion estandar en todos los tiempos medidos y se

determinaron las diferencias. (Tabla XXXIII)

Como se observé en este estudio, la Furosemida y el compuesto aislado de Boldoa

purpurascens a 100 mg/Kg mostraron los mejores efectos diuréticos, muy semejantes a
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todos los tiempos evaluados (siendo conocida la actividad de la Furosemida como diurético
de alta eficacia). Por otra parte, el compuesto aislado de Boldoa purpurascens a 50 mg/Kg
mostré efectos semejantes a la Hidroclorotiazida, al igual que a 25 mg/Kg a partir de las

cuatro horas, observandose diferencias en todos los casos con el control sin tratamiento.

Como puede apreciarse, las curvas de la Furosemida y la del compuesto aislado a dosis de
100 mg/Kg de peso corporal practicamente se superponen en todos los tiempos evaluados
(Figura 18 y Tabla XXXIII), siendo muy similar su comportamiento; lo mismo ocurre con el
compuesto aislado a 25 mg/Kg y la Hidroclorotiazida. Se comprobd, que aun a esta
concentracion, el compuesto estudiado presenta efecto diurético. Con los resultados
obtenidos se pudo sugerir que este compuesto es uno de los que contribuye a la accion
diurética propuesta para el extracto acuoso de las hojas de esta planta por la medicina

tradicional.

Los procedimientos desarrollados para la obtencién de la fraccién farmacoldgicamente
activa, los analisis cromatograficos y espectroscépicos permitieron establecer las

consideraciones parciales siguientes:

oEl agua es el disolvente, de los empleados, que mayor porcentaje en peso de sustancias

extrae de las hojas de esta especie, con el 21,0% de sustancias solubles extraibles.

eLa metodologia de extraccién liquido-liquido con agua y n-butanol y el uso de la

cromatografia clasica de columnas empleando las fase mévil CH,Cl,/MeOH/H,O (80:19:1;
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viviv) y gel de silice 60 como fase estacionaria, es un método adecuado para aislar los

flavonoides del extracto acuoso de las hojas de Boldoa purpurascens, Cav (13,5%).

«Con el uso de espectroscopia RMN *H, RMN**C, COSY HMBC, HMQC y ESI-MS, se
pudieron caracterizar cuatro glicosidos flavonoides, tres de los cuales resultaron no

conocidos.
e El estudio biodirigido permitié establecer que los compuestos:

4' 5-dihidroxi-6,7-metilendioxiflavona-3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-arabinopiranosida y
el 4',5-dihidroxi-6,7-3-O-B-D-xilopiranosida son dos de los compuestos que contribuyen a la

accion diurética del extracto acuoso de las hojas de Boldoa purpurascens, Cav.
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6. DISCUSION GENERAL

Se comprueba, con rigor cientifico el poderoso efecto diurético del extracto acuoso de
Boldoa purpurascens, Cav, postulado por la medicina tradicional. Se pudo determinar la
dosis efectiva en ratas del extracto acuoso para provocar dicho efecto (extracto al 5%), a
través de los ensayos preclinicos realizados y establecer que el comportamiento de este
extracto es similar a la Furosemida que es un diurético de elevada eficacia. Se comprueba,
ademas, este efecto para el compuesto 4',5-dihidroxi-6,7-metilendioxiflavona-3-O-o-L-
ramnopiranosil(1—2)-a-L-arabinopiranosida (1), presentando diferencias significativas con la
Furosemida en cuanto al volumen de orina excretado, siendo mayor para el compuesto en
todas las dosis ensayadas. También se observé que a la dosis de 50 mg/kg de peso en ratas

la excrecién de potasio es menor para el producto evaluado.

Para 4’,5-dihidroxi-6,7-metilendioxiflavona-3-O-3-D-xilopiranosida (2) a la dosis de 100 mg/kg
de peso se observd un comportamiento similar a la Furosemida, mientras que a la dosis de
50 mg/kg se comportdé como la Hidroclorotiazida a todos los tiempos evaluados, igual
comportamiento que la dosis anterior tuvo a 25 mg/kg; pero a partir de las 4 horas. Se pudo
realizar la determinacién cuantitativa de los iones sodio, potasio y cloruro excretados en la
orina al evaluar el extracto y para uno de los flavonoides aislado (4’,5-dihidroxi-6,7-

metilendioxiflavona-3-O-o.-L
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-ramnopiranosil(1—2)-a-L-arabinopiranosida) (1), lo cual permitié establecer diferencias con
la Furosemida, farmaco que se caracteriza por ser expoliador de potasio, mientras que este
producto no tiene esta tendencia a la dosis de 50 mg/kg. Se comprobd que a pesar de ser
mas potente el compuesto 1 que la Furosemida, tiene similar eficacia. Ademas, el volumen
de agua excretado no se corresponde con la excrecion de sodio, por lo que pudiera pensarse
que no acttan por el mismo mecanismo para provocar el efecto propuesto y que pudiera ser
por el mecanismo de los diuréticos acuaréticos para el flavonoide (Agre, 2003). Se observo
que, en ratas a la dosis de 3 mg/kg, el compuesto 1 mantenia una elevada diuresis al cabo
de las seis horas, lo que permitié6 predecir que el mismo tiene un tiempo de vida media
superior al de la Furosemida. Todos estos resultados permitieron concluir que en este
extracto se encuentra la fraccidn bioactiva para la accion que se le atribuye. Se comprueba
que el extracto acuoso no tiene accidn antibacteriana, lo que sugiere que el efecto que se
propone por la medicina tradicional para este extracto no se encuentra fundamentado.

Boldoa purpurascens, Cav es la Unica especie de su género y es una planta con amplia
distribucion en América y el Caribe, silvestre, que se multiplica con relativa facilidad,
garantiza una fuente natural de flavonoides, con probada potencia y eficacia como diurético,
farmacos de primera linea para el tratamiento de diversas patologias. En el estudio
farmacogndéstico de las hojas de la especie colectadas en los meses de marzo-diciembre, se
determinaron algunos parametros de calidad de la droga a través de los ensayos
fundamentales que permitieron establecer los valores limites para cada parametro, dentro de
los cuales la droga tiene las cualidades que se valoraron en este estudio, lo que posibilita

establecer dichos valores para la normalizacion de la droga para su comercializacion. Asi, se
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establecié que para las hojas de la especie secadas a 40° C en estufa y durante tres dias el
material vegetal debe contener una humedad residual de 5,600+0,06 %, el contenido de
cenizas totales estara en 41,19+0,55 % y el de las cenizas solubles en agua e insolubles en
acido clorhidrico tendra valores de 34,096+0,66 % y 2,32+0,04 %, respectivamente. No
existian estudios de esta indole en esta especie. Las determinaciones cuantitativas de la
composicion inorganica del extracto acuoso de la planta sirvié de pauta para confirmar la
presencia de un numero elevado de componentes metalicos y que no proporcionaban
efectos toxicos al extracto, al no encontrarse concentraciones apreciables de metales
pesados a la vez que confirma cual es la causa del elevado contenido de cenizas totales. Se
corrobora que las sales de potasio se encuentran en un elevado porcentaje en las hojas de
Boldoa purpurascens, Cav (0,9 %), lo cual justifica su contribucién al efecto diurético en el

extracto acuoso.

El tamizaje fitoquimico revelé la compleja composicion quimica de las hojas de esta
especie, de la cual no se poseia informacién. Se propone la presencia de triterpenoides
y/o esteroides, saponinas, fenoles y/o taninos, acidos grasos, compuestos reductores y
compuestos con grupos amino.

Los métodos de fraccionamiento empleados para el extracto acuoso de Boldoa
purpurascens,Cav con vista a obtener la fraccién bioactiva conllevaron en ambos casos a
proponer la presencia de flavonoides en dicho extracto y a escoger el método de
extraccion por intercambio liquido-liquido utilizando agua —n-butanol como el mas
adecuado para esta especie, el cual permite obtener un porcentaje considerable de la
fraccion de flavonoides (13,5 %) presentes en el extracto acuoso. Ademas, proporciono la
separacion de los flavonoides del resto de los metabolitos.

La fraccién parcialmente purificada, obtenida del extracto acuoso de las hojas de Boldoa
purpurascens, Cav se encuentra enriquecida en flavonoides en forma glicosidica, como lo
demostré su comportamiento en cromatografia en capa delgada, con el uso de
reveladores especificos (UV, amoniaco y tricloruro de aluminio). Por un procedimiento
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sencillo, se logré la obtencién de una fraccion rica en glicésidos flavonoides de la cual se
pudieron aislar y purificar cuatro compuestos, mediante el uso de la cromatografia en
columna y posterior cristalizacion y por medio de cromatografia liquida de elevada eficacia
usando fase reversa. Tres de estos flavonoides resultaron ser nuevas estructuras de
productos naturales nunca antes conocidas.

El andlisis de los espectros *H NMR **C NMR y ESI-MS permitieron corroborar la presencia
de los flavonoides 4',5-dihidroxi-6,7-metilendioxiflavona-3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-o-L-
arabinopiranosida (1), 4',5-dihidroxi-6,7-metilendioxiflavona-3-O-B-D-xilopiranosida (2), 4,5-
bis(acetiloxi)-6,7-metilendioxiflavona-3-0-(2,3,4-tri-O-acetil-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-(3,4,6-
tri-O-acetil)-B-D-glucopiranosida (7), este resultd ser el octoacetato del producto natural 4',5-
dihidroxi-6,7-metilendioxiflavona-3-O-a-L- ramnopiranosil-(1—2)-p-D-glucopiranosida
(compuesto 3) como los nuevos flavonoides identificados y caracterizados del extracto
acuoso de Boldoa purpurascens, Cav hunca antes informados, el compuesto mayoritario es
el 4' 5-dihidroxi-6,7-metilendioxiflavona-3-O-a-L-ramnopiranosil-(1—2) -a-L-
arabinopiranosido.

El amplio estudio antimicrobiano realizado para el extracto acuoso, a elevadas

concentraciones, demostré que el mismo no actia como antibacteriano en los desoérdenes

del tracto urinario, sino que la mejoria en esta patologia puede estar dada por el fuerte
arrastre mecanico que provoca el potente efecto diurético comprobado para el extracto.

Los estudios de toxicidad aguda en ratas realizados al extracto acuoso permiten sugerir la
seguridad de su uso, sin riesgos, permitiendo establecer sus limites terapéuticos (dosis
limite mayor a 2000 mg/kg de peso).

Los estudios de genotoxicidad ayudan a establecer la inocuidad del extracto aun en altas
concentraciones, asi como establecer que el extracto acuoso de las hojas de Boldoa purpurascens,
Cav no resultd genotdxico en ninguna de las dosis evaluadas (50; 100; 150; 300 y 500 pg/mL) por no
provocar dafios clastogénicos bajo las condiciones del experimento.
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El trabajo realizado enmarca resultados orientados a lograr la introduccion de drogas
vegetales con eficacia, calidad y seguridad comprobada, que contribuyan a resolver los
problemas de salud de la gran cantidad de paises subdesarrollados. La carencia de
medicamentos y los elevados costos de los mismos en los paises del tercer mundo han
logrado que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) incentive las investigaciones en
plantas medicinales con vistas a resolver los problemas de salud que alli se presentan.

Desde el punto de vista cientifico este trabajo avala los métodos de separacién de los
compuestos fendlicos, esencialmente los flavonoides, del extracto acuoso de esta
especie, que se informan por primera vez en este trabajo. Se aislan y caracterizan tres
compuestos de este tipo nunca antes conocidos y se realizan estudios farmacoldgicos a
dos de los compuesto aislados del extracto acuoso lo que complementé la atribucién de la
accion diurética a este tipo de compuesto.

Todos estos resultados contribuyen a ampliar el conocimiento de la accién farmacolégica
y de la composicién quimica para el extracto acuoso de las hojas Boldoa purpurascens,
Cav, en particular de los flavonoides que contiene, ademas de abrir nuevas perspectivas
para la industria farmacéutica, constituyendo resultados de absoluta novedad cientifica.

Por otra parte, desde el punto de vista social los estudios mostrados en el trabajo avalan
con rigor cientifico el uso de la totalidad de los resultados en farmacopeas de plantas
medicinales.
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Conclusiones Dulce Maria
Gonzdlez Mosguera

CONCLUSIONES

1. Se demuestra experimentalmente que un extracto acuoso al 5 % a partir de las hojas de Boldoa
purpurascens, Cav tiene efecto diurético, no tiene efecto antimicrobiano y no presenta
toxicidad.

2. Por medio del estudio farmacognostico realizado a las hojas de Boldoa purpurascens,
Cav se pudieron establecer las especificaciones de calidad que permiten la
normalizacion de las hojas de esta especie vegetal como droga cruda, de acuerdo
con los requisitos establecidos por la OMS y las normas cubanas para drogas
vegetales.

3. El método de extraccion liquido-liquido con el empleo de los disolventes agua- n-
butanol es el idéneo para la separacion de los flavonoides presentes en el extracto
acuoso de esta especie. Se aislaron y caracterizaron los compuestos siguientes:

.- 4’ 5-dihidroxi-6,7-metilendioxiflavona-3-O-a-L- ramnopiranosil-(1—2) -a-L-

arabinopiranosida.

.- 4’ 5-dihidroxi-6,7-metilendioxiflavona-3-O-B-D-xilopiranésida.

.- 4’ ,5-dihidroxi-6,7-metilendioxiflavona-3-O-a-L- ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glucopiranosida.
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.- 4’ 5-dihidroxi-6,7-metilendioxiflavona-3-0-B-D- glucopiranosida.(Compuesto patentado en

1988).

4. El contenido de 0,9 % de iones potasio encontrados en el extracto acuoso vy la presencia de los
compuestos 1y 2 contribuyen al efecto diurético encontrado para dicho extracto.
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RECOMENDACIONES
1. Continuar los estudios de purificacion y caracterizacion de otros compuestos

presentes en el extracto acuoso de las hojas de Boldoa purpurascens que puedan

contribuir al efecto diurético.

2. Completar los estudios toxicologicos y tecnoldgicos del extracto acuoso a partir de las

hojas de Boldoa purpurascens, Cav con la finalidad de su posible uso como

medicamento de origen natural.
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ANEXO 1. Espectro IR de la fracciéon | obtenida por CCD preparativa
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Anexo 2. Espectros UV/Visible de los flavonoides aislados del extracto acuoso de las hojas
de Boldoa purpurascens
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Anexo 3. Espectro proténico del compuesto 1.
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Anexo 9. Espectro protdnico del compuesto 2

R(26]

80042

69278
67982
61404
53763
53600
4848
43416

o 19963
0983 -

I Espectro RMN Protonico Compuesto 2.

1.0 0.0

124



Conclusiones Dulce Maria
Gonzdlez Mosquera

+++ Curment Da

2

1778104
160.1500
1565254
153.8866
151.6269
1403665
133.1628
1306984
1293107
1204616
115191
1068429
1027633
1016259
894252

756700

3554
693383
658275

PROCNO

*+* Acquisitior
AQ_mod
AUNM

BF1 100.6
Dy 1 1.0
DATE ¢ 0
DATE d Jun 2
EXP

SOLVENT:
sw :o24

*** Processing
aB : 0.0

*** 1D NMR P

| ! | “ | ‘ ' ‘ ‘ J ‘ Height

T o A g e o 1 i [ kbt DAL N O o .
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 o

(ppm) Hz_em
SOLVENT:

ppm_em

Anexo 10. Espectro de carbono 13 del compuesto 2.

I Espectros RMN Carbono. Compuesto 2 I

125



Conclusiones Dulce Maria
Gonzdlez Mosquera

% Chrrert Dbt Parameters **

! : L : TR
| ‘ | ‘L % Jm;nf
b o M"WM WA W z
| | *“
_—

Espectros RMN Carbono. Compuesto 2

126



Conclusiones Dulce Maria
Gonzdlez Mosguera

k "‘ acros 179179 dmso
A L_,‘___,u”;_,U U¢ I

o~ .
e H
#2 - Mousition Fussmeters
oute. e
=~ 0.0 Tame en
s —t
o 3 it
e ey
.
Qe iy
= :
= H
- 20 000
e eme
- oonranss s
= 2.5 s >
> w0500 wane
oo o= 134 29 wsec
- & " *) 6«
e 1000 58 wanc
- ~ W w0
& e
5 + smcasen e
o T e
= o coo0ess sec
. o s oossomn sec
I 3.0 06 2 02050000 sec
1 L4 . o 7 3 esee
| o o oeon0s ses
| Sor e vz s
o ~oes -
| e © 0001010 sec
T ———
L L b F
o -
L) wor <0 13 -
s Sz
- - 15 610 see
2 - oracessng seremter
= Vot
¥ et
= e
= s
= B
= = o
| 10.0 = re
11 - racessing sarsmeters
st T
= >
| s P
| o S
| sse 5
| a v
= :
i i E12.5
20 et siat swrsmeters
| = e
o oo
e ek e
vae e
— % e som
ou e e
e Tems e
pom no 81 92 .
T %S 5% roe
: e ety
T e oum seace
opm 12.5 100 7.5 5.0 2.5 0.0 Faaon 416 86688 wa/ce
Fi—cn " veotr seaven
o=y Epoeers

Anexo 12. Espectro H-H COSY compuesto 2

LR

1 ’ acros 186728 amso
A B U P —

it

P —
L o e o
| o et
| e et
| w Tl
| aw e
| oy .
= -
- o o
e '
-4
- 5o o
- ;
5 =
Yo -
o
= :
- :
53 .
= 5 somares sue
> e
t-100 =" e
.
]
B 4 g s
£ -
=
g
{ 150 =
[] |
P Al
q s
=
s
=
=
I
H
P
=
e
200 =
e
ppm il
i
o
T T T T T T T 1o
ppm 12 10 8 6 4 2 (4 o

Anexo 13. Espectro H-C COSY (HMBC) compuesto 2

127



Conclusiones

: Dulce Maria
Gonzdalez Mosguera

| |
J L’,\ I‘J‘ acros 186728 :msj .

TiT 1" } ‘ ' |t j“ -
| = =
| , i | P, &TE
; \ ‘ ‘ ‘ :
‘ \ ! ‘ \ :
| ' | | :
- R |
— | I =1 T I 1B
| e |
| % f
| ‘ - | | E
| ‘ C # 100
4 | t =
E
‘ = 1 ‘txsu ? 2
| l
\ 1
| |
| Feoo
s
| [ ppm
ppm 2 10 8 6 4 2 0

Anexo 14. Espectro H-C COSY (HMQC) Compuesto 2

o cxsomg —om=zan
£ gt gESEREE gE8zigs
g 23 HITSHURK 88385aa
w G wwewes wowL e
\ | \‘ / | N | Current Data Parameters
l / \ NAYE DMR-5a
‘ EXPNO 1
PROCND 1
F2 Acguisition Paraseters
Date 20050808
Time 10 34
INSTRM
PULPROG
™
SOLVENT
»s
os
St
F1o€s
0 2 3921139 sec
76 8¢
o 73.000 usec
e 125 usec
TE 298 0 x
W1 EX -
o 2.00000000 sec
Pt 7 S0 usec
S0t 400 1368632 M2
NUCLEUS 9
A F2 - Processing paraseters
\ st 32768
= 400 1343888 ez
| WO £
| = :
‘ 8 0.10 M2
[ s o
| | C 1.00

Iy 1D MR plot parameters

1|
SN - = ma
g\

4.500 po=
w2 1800.60 Mz
[} I 1\ PPMCM 0.07500 ppm/cm
\ ( ( N k ) \ wzee 30 01008 Hz/cm
- ~ © \ P ]
s S 2 pb-aped b
& = & 88|15 q‘
g S 2 QB3|
z - - clo o\c
i T T Sy B — T T
yon 5.8 5.6 54 52 5.0 a8 4.6

Anexo 15. Espectro protonico del Compuesto 7.

128



Conclusiones

- Dulce Maria
Gonzdalez Mosguera

I P S e Ere —
e 2388 &= Bems 22558 g8
a8 SIYTH a= 83 a =RRER 86
s = e SR =
\ ) \ / | Current Data Parameters
\\// \V | e
1 l 1 | £XONG 3
PROCNG 1
F2 Acquisition Paraseters
Qate 20050808
Time 10 34
INSTAUM
PROSO
PULPROG
1m0
SOLVENT
NS 1
os 2
Swri 66849 315 W2
FIDRES 0.209025 Wz
49 2.3921139 sec
RG (-2
o 73.000 usec
0E 91 25 usec
TE 298 0 x
< 3
01 200000000 sec
P1 7 .50 usec
S0 200 . 1368632 W2
MUCLEUS ™

F2 - Processing paraseters
32768

SS8 o

L8 0.10 M2
i \ s o
PC 1.00

F1p 4.500 po=
Fi 1800 B0 Hz
i 3.500 pp=
F2 1400 .47 Hr
e 0.05000 pom/ca
H2CM 20.00672 Mz/cm

Integral

1.0878

G 7_622\
//'

2.3469

1.0033

|
|

Anexo 16. Espectro proténico del Compuesto 7.

Current Data Paraseter:
NAME oa-52

g T T L L TR g
= sass:zs&sc&zsm%ssa;ssggemsga::s:;:m:;&;eﬁ%e Gt 2
<  R5<HRSR8UKRBRSBSRanaER B IIIBRRABCARASRES
E: :§2§§§§§EE§EE§§E§§E§33*2::515:283355%888391 e e
\ ) Date_ 20050808
/ Time 13.00
' INSTRUM spect
PROSHO 5 ma Multinu
PULPROG 290930
32768
SOLVENT i3
NS 17%2
os 2
Swr 25000000 Hz
FIDRES 0.762939 W2
s 0 6554100 sec
L 16384
Ow 20.000 usec
oE 25.00 usec
TE 2960 %
L8] 108
D1 1.00000000 sec
CPOPRG waltz16
P31 100.00 usec
S4 3% o8
D11 0.03000000 sec
s2 32 o8
L] 11.00 usec
SFO1 100 65244403 wiz
NUCLEUS 13C
F2 - Processing parameters
St 32768
(§ 100.5138724 w2
wOW En
ssa L]
8 1.50 M2
&8 o
PC 1.40
10 N8 plot paraseters
(=3 20.00 c=
FiP 220.078 pom
F1 22142 88 Wz
2@ -16. 565 pom
F2 -1666.64 Wz
11 83213 ppa/cm
HZOM 1190 47607 Hz/cm
T T &’ T T T T
ppm 200 175 bt 125 100 75 25 (]

Anexo 17. Espectro de carbono 13 del Compuesto 7.



Conclusiones Dulce Maria
Gonzdlez Mosguera

ent Data Paraseters
a s w8 5 measeow | = curr
o 3 b} S gg 8 ) BIBIRZZ 2 e L.}
a - - - oretes
g g = S 888 2 STTR888 3 sRo0Ne f
| ‘ | F2 - Acquisition Parameters
[ dete Zooscece
| J Tise 13.%
INSTRUM spect
o0 5 e miting
PULPROG cept 135
kL] 32768
SOLVENT = Sk}
- e
1 & 2
| St 23809 523 W2
FIDRES 0.726609 Hz
Ao 0 6881780 sec
L3 2768
D= 21 000 usec
| -3 2625 usec
TE ¥\ Ox
b P o
o0 1.00000000 sec
S1 3c8
N P3 7 31 usec
o2 400 1367000 Wz
DECWUC ™
o2 0 00 00 sec
b e vsee
L2 10 50 usec
" 21 00 usec
3 o013 © 00000400 sec
s2 28 o8
SFO1 100 6241105
NUCLEUS 13
e weltris
L1 100 00 usec
F2 - Processing parameters
s1
L 100 6138724 Wiz
WOw o™
ss8 o
(L] 1.50 W
] o
PC 200
10 MR plot peremeters
(=3 20 .00 c=
Fip 134 639 com
F1 13548 57 Wz
P 57.070 pom
’ : T T T 2 5742 02 Wz
PPMCH 3.87846 ppe /c 1
ppm 130 120 110 100 90 80 70 60 2ot 30022736 Mz, e
Anexo 18. Espectro DEPT del Compuesto 7.
COSY cocl3
) I l s s
- 4
|
‘ ‘ s
1 - 0.0
‘ ]
. -3 &
[ . B - £
[ s .
s o
g e 4o
: = 25 e
-
< & 2
I 1
5 ] e
ot
4 . g um=E
4 . cie 2 5005000 sec
; e
- - = o 2 00000300 sec
¢ * 5.0 g0 00 18R
[
= p : B Gaala
—_— < 01 - it et
] E @ g
N - | : »
l | ¢ | |
[ .5
- L
7 -10.0
5 e =125
A pom
pom T % 10.0 728 5.0 2.5 0.0

Anexo 19. Espectro H-H COSY del Compuesto 7.

130



Dulce Maria

Conclusiones

Gonzdlez Mosguera

hmbc . los cdcl3

:“, wm.“a::: .:mw« M
F,;mw:mw

...g:,.

i ]
u::&_:- corhinafesf¥t Geffa callase slnifes 5
o 2
) 8 ] g
1 1 PP e 5
o
' ' .o
i : - P Bty
‘ el ———
. -
— - =i
wye © s
.o .
= il B
.
.. .
+— v Fo
7 |
- A = Eoy
|
W | &
1 .. = 8

Anexo 20 Espectro H-C COSY (HMBC) del Compuesto 7.

~c10 HMOC

Bv-

vt Sota Parsmenars

-
3 - neacstin rea——

:_ in m::, SR TIR PYTRIBIN | po .:zr. 1ok

50

TR :....::_ fapidi

s e R

100

g gy} __E .

nr

&
._m. ~. “

s

- L:;: ‘uv:u- LELS

50
200

£

&
a
a

coapes

~_~wwm
HH

“§g

Eo

Anexo 21. Espectro H-C COSY(HMQC) del Compuesto 7.

131



Conclusiones Dulce Maria
Gonzdlez Mosguera

Clasificacion taxondémica de Boldoa purpurascens Cav
Nombre Cientifico: Boldoa purpurascens, Cav

Familia: Nyctaginaceae

Sinonimia: Cryptocarpus globosus H.B.K

Género: Boldoa Endl

Division: Magnoliopsida Especie: Boldoa purpurascens

Subclase: Magnoliophyta

Figura 1. Planta y hojas de Boldoa purpurascens, Cav. (foto)
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Figura 2. Semillas y renuevos de Boldoa purpurascens.
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Figura 4. Cromatograma de la fraccion acuosa

135



2,1Kg droga

rTT T T T | (reactor a 120°C)

—_—_—— e e ———

Filtracion

Secado

Polvo

(3689g)

Figura 5. Diagrama de obtencion del extracto acuoso seco.
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Figura 6. Proceso en contracorriente del extracto acuoso
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Figura 7. Cromatograma de la fraccion butandlica
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Figura 8. Preparacion de las fracciones de CCD (prep) para IR
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Figura 9. Fraccién | de la CCD preparativa de la fraccién butandlica.

Figura 10. Fraccion Il de CCD preparativa de la fraccion butandlica.
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Figura 11. Fraccion Il de la CCD preparativa de la fraccion butandlica.
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Figura 12. Fraccion IV de la CCD preparativa de la fraccion butandlica.
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Figura 13. Cromatograma de patrones de carbohidratos

ldiv = 8.34 min

Figura 14. Cromatograma correspondiente a la naringina.
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Figura 15. Metodologia de obtencién del crudo de flavonoides
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RELACION DOSIS RESPUESTAS DE LAS CONCENTRACIONES EN ESTUDIO CON
RESPECTO A LOS CONTROLES

—&— CONTROL S/T

—#— FUROSEMIDA
HIDROCLOROTIAZIDA

~—>¢— NITRO 50 mg/Kg

—¥— NITRO 100 mg/Kg

Volumen Recolectado

—e— NITRO 25 mg/Kg

Tiempos

Figural8. Relacién dosis respuesta de los controles y el compuesto 2.
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Tabla I. Composicién quimica de plantas medicinales con actividad

diurética demostrada (familia Nictaginaceae)

PLANTA

METABOLITOS

Cardo

Flavonoides, sales de K.

Cardo corredor

Saponinas, sales de K.

Cerezo

Sales de K, Flavonoides.

Cola de Caballo

Flavonoides, sales de K.

Maiz

Sales de K, Flavonoides
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Tabla Il Actividad diurética de algunas especies de la familia Nictaginaceae

Tabla Il.
Actividad
diurética
de
algunas
especies
de la
familia
Nictagina
ceae .

Especie Concentracioén (g/mL) Actividad
diurética
Guizaso de 10/100 1,6
caballo
10/50 2,8
Mastuerzo 10/100 2,5
10/50 3,1
Nitro Blanco 10/100 2,7
10/50 1,9
Yagruma 10/100 1,1
10/50 1,5
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Tabla Il1. Relacion de los extractos y volumen promedio de orina de 24 h.

CONC DE EXTRACTOS (%)

V. PROM. DE ORINA (mL) 24 HORAS

Extracto acuoso (1 %) 10,8
Extracto acuoso (5 %) 11,0
Extracto acuoso (10 %) 10,8
Extracto acuoso (15 %) 11,0
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Tabla IV. Relacion de grupos controles y volumen promedio de orina de

24h.

GRUPO CONTROL

V. PROM. DE ORINA (mL) 24 HORAS

Control para extracto al 1 % 10,0
Control para extracto al 5 % 10,5
Control para extracto al 10 % 10,3
Control para extracto al 15 % 10,0
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Tabla V y VI. Relacién peso, dosis de extracto y volumen de
orina excretado en 24 h ( extracto 1% y 5%)

Tabla V. Extracto acuoso al 1 %.

PESO (g) | DOSIS H,0O | DOSIS EXTRAC. | V. DE ORINA mL
(2 mL/100g) | (3 mL/100g) (24 h)
161 3,2 4.8 9,0
188 3,7 5,6 10,0
176 3,5 55 9,0
185 3,7 55 13,0
172 3,4 5,2 12,0

Tabla VI. Extracto acuoso al 5%.

PESO (g) | DOSIS H,O | DOSIS EXTRAC. | V. DE ORINA mL
(2mL/100g) | (3 mL/100g) (24 h)
200 4,0 6,0 10,0
199 3,9 5,9 11,0
210 4,2 6,3 13,0
180 3,6 5,4 9,0
196 3,9 5,8 12,0
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Tabla VII. Relacién peso, dosis y volumen de orina excretado en 24 h

(extracto 10 y 15%)

Tabla VII. Extracto acuoso al 10 %

[ pren e

DOCIC L1 O

DOCIC CVWVTDAC
X7V "

L _DE ODINA 1l
NToY T

—DESO{e)——DOSISH-0-——DOSISEXFRAC—--DEORH
PARAMETRO™ |2 mLigoog) || (3 /1009 (24 h)
VolumpbaddBPna 3,5 5,2 10,0
184,0 28,106 0,060% p|< 0,05 SIGHIF.
170,0 3,4 5,1 13,0
Na- 1- 14 0,0 <UUll Y SIGINI-.
189,5 3,8 5,7 12,0

Tabla VIII. Extracto acuoso al 15 %.

PESO (g) | DOSIS H,O [ DOSIS EXTRAC. | V. DE ORINA mL
(2 mL/100g) | (3 mL/100g) (24 h)
2015 4,0 6,0 12,0
199,5 3,9 5,9 9,0
211,0 4,2 6,3 10,0
200,0 4,0 6,0 12,0
218,0 4,3 6,5 12,0
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19,257

0,0002

CI

11,782

0,0082

p <0,001 ALTAMENTE

SIGNIF.

Tabla IX. Valores de X2 y probabilidad (p) para cada parametro.

Tabla X. Relacion de los valores de probabilidad (p) de los diferentes parametros
para parejas de grupos

grupo 1 — control

grupo 3 — hidroclorotiazida grupo 4 — extracto

grupo 2 — Furosemida

GRUPOS |VDEORINA (p) | Na'(p) K* (p) CL (p)
1y?2 0,0039 0,0776 0,0080 0,0039
1y3 0,0039 0,0039 0,0039 0,0542
1y4 0,0038 0,0103 0,0039 0,0039
2y 4 0,0534 0,6310 0,0039 0,1093
3y4 0,0049 0,0039 0,0039 1,0000
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Tabla XI. Relacion de los valores de media (X) y desviacion estandar de cada
parametros evaluado, para los diferentes grupos

GRUPOS V.ORINA mL | Na' (meg/24h) K* (meq/24h) CL" (meq/24h)
X +SD X +SD X +SD X +SD
Control 10,43 + 0,292 0,37 + 0,052 0,28 + 0,052 0,11 + 0,012
Furosemida 13,70 + 0,37° 0,50 + 0,11° 0,42 + 0,09 0,06 + 0,02°
Hidroclorotiazid | 15,23 + 0,70° 0,96 + 0,12° 0,47 + 0,05° 0,08 + 0,12%°
a
Extracto 12,60 + 0,98° 0,53 + 0,10° 1,04 + 0,14¢ 0,04 + 0,02

Si se repite al menos una letra indican que no hay significacion estadistica
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Tabla XII. Relacion de cepas bacterianas empleadas en el estudio antimicrobiano.

GRUPOS SEXO DOSIS (mg/kg) NO. ANIMALES
M 2000 5

Cepas No ATCC Cepas No ATCC

bacterianas bacterianas

Salmonella Typhi | 7251 Salmonella Typhi |14028

Klebsiella 13883 Staphylococcus 338626

pneumoniae aureus

Escherichia coli |25922 Staphylococcus 6538
aureus

Shigella flexneri 12022 Staphylococcus 12228
epidermidis

Shigella sonnei | 25931 Entrobacter 13048
aerogenes

Bacillus subtilis |6633 Entrobacter 23355
cloacae

Proteus mirabilis | 12453 Serratia 8100
marcescens

Proteus mirabilis | 7002 Citrobacter 10625
freundi

Proteus vulgaris |13315 Citrobacter 8090
freundi

Salmonella 13076 Pseudomonas 27853

enteritidis aeruginosa

Salmonella Typhi {19430 Pseudomonas 9027
aeruginosa
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1 H 2000
M 0
2 H 0

Tabla Xlll. Descripcion del experimento de toxicidad aguda

Leyenda: M — machos
H - hembras
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Tabla XIV. Variacion del peso de los animales durante el experimento.

Machos Hembras
PESO Z p Z p
Inicio -1,57 | 0,1167 | - 0,5227 | 0,6015
7 dias -0,94 | 0,3772 | -0,7311 | 0,4647
14 dias -1,36 | 0,1745 | -0,5222 | 0,6015

Comparacion por sexo de los grupos tratados con el grupo

control

Z-valores en la escala para la curva normal estandar
p-significaciéon estadistica.

Tabla XV.

Tabla XVI. Comparacion por grupo al inicio a los 7 y a los 14 dias

PESO Z P
Inicio -0,9831 *0,3256
7 dias -0,7556 *0,4497
14 dias -0,8315 *0,4057
* p>0,05
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Tabla XVII. Esquema de tratamiento y niveles de dosis empleados en el ensayo

SUSTANCIA GRUPO DE DOSIS CANTIDAD DE
TRATAMIENTO ANIMALES
Agua destilada Grupo 1 10 mg/Kg 5
Ciclofosfamida Grupo 2 60 mg/Kg 5
Dosis1(extracto seco) Grupo 3 500 mg/Kg 5
Dosis2(extracto seco) Grupo 4 1000 mg/Kg 5
Dosis3(extracto seco) Grupo 5 2000 mg/Kg S

Grupos de tratamientos:

Grupo 1 Control negativo, Grupo 2 Control positivo, Grupo 3 Dosis 1, Grupo 4

Dosis 2, Grupo 5 Dosis 3
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Tabla XVIII. Ensayo de micronucleos en médula 6sea de ratones Balb/c tratado con el
con el extracto acuoso de Boldoa purpurascens

TRATAMIENTO [ANIMAL | TOTAL | TOTAL | IG (%EPCMN) | IC (EPC/ENC)
DE EPC DE INDICE DE INDICE DE
EPCMN | GENOTOXIC CITOTOXIC
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Control 1 1000 3 0,3 0,686
2 1722 14 0,721 0,727
3 2000 8 0,4 1,225
4 1975 11 0,562 1,148
5 1604 2 0,0995 1,0495
(X +DS) 8301 38 0,416 £ 0,24 0,967 £ 0,25
500 mg/Kg 1 1475 4 0,252 0,77
2 471 4 0,621 0,67
3 446 4 0,896 0,57
4 1881 9 0,51 1,09
5 904 4 0,11 1,63
(X +DS) 4706 17 0,442 + 0,35 1,015+ 0,46
1000 mg/Kg 1 878 8 0,91 0,97
2 2001 5 0,249 0,915
3 1750 12 0,685 0,655
4 1720 3 0,208 0,65
5 2000 0 0,0 0,88
(X +DS) 8349 28 0,415 + 0,37 0,814 +£ 0,15
2000 mg/Kg 1 880 9 0,6 0,97
2 2000 12 0,6 0,91
3 2000 12 0,6 1,145
4 2009 3 0,149 0,1845
5 2000 2 0,1 1,17
(X +DS) 8009 29 0,362 + 0,28 0,852 + 0,46
Ciclofosfamida 1 2001 33 2,03 1,6
2 1639 123 6,355 0,288
3 2022 113 5,627 0,255
4 1960 163 8,315 0,66
5 1936 106 5,375 0,445
(X +DS) 9558 538 5,530 + 2,27 0,650 + 0,56

EPC.Eritrocitos policromaticos EPCMN: Eritrocitos policroméaticos mononucleados
ENC: Eritrocitos normocromaticos

Tabla XIX. Media de colonias revertantes. Razén de mutagenicidad cepa TA 98.
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Numero de colonias.
Dosi L
osis pg/m -S9 +S9 -S9 +S9
20,5 17
50 12 16,6 0,58 0,96
100 18,6 17,3 0,90 1,01
150 24,4 18,6 1,19 1,09
300 34 18,6 1,65 1,09
500 31 19,6 1,51 1,15
(-Sg¢) cepa sin activacion metabdlica (+Sg ) cepa con activacion
metabdlica
Tabla XX. Media de colonias revertantes. Razén de mutagenicidad cepa TA
100.
dosis peso inicial peso alos 7 dias peso alos 14 dias
(mglkg.) X + SD X +SD X +SD
1 251,34 + 21,99 270,34 + 32,62 255,12 + 28,09
2 261,79 + 28,62 277,94 + 33,46 266,33 + 29,58
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Tabla XXI. Estudio de secado

Parametro Pérdida Humedad
Tiempo (dias) de peso (%) residual (%)
Métodos X +SD X +SD
Sombra 15 64,48+0,06 6,81+0,09
Estufa 3 82,02+1,00 5,600+0,06
Sol 4 78,43+1,72 6,33+0,02

Tabla XXII. Algunos parametros farmacognésticos de las hojas de

Boldoa purpurascens Cav

Pardmetros Media y limites de confianza
(95%)
Pérdida por desecacion % 82,02+ 1,00
Humedad residual % 5,60+ 0,06
Cenizas totales % 41,19+0,55
Cenizas solubles en agua % 34,096 = 0,66
Cenizas insolubles en HCI % 2,32+ 0,04
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Tabla XXIII. Cuantificacion de algunos metales presentes en las hojas de
Boldoa purpurascens

ELEMENTOS MUESTRAS 1 mg/Kg. MUESTRA 2 mg/Kg
Litio 0,00 0,00
Plomo <0,2 <0,2
Cadmio <3,0 <3,0
Hierro 37,3 42,6
Cobre 54 7,3
Cromo <9,3 <9,3
Manganeso 12,0 11,9
Niquel 11,7 6,3
Sodio 1370,0 1432,0
Potasio 79600,0 90741,0
Magnesio 2689,0 3466,0
Calcio 282,3 367,9
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Tabla XXIV. Tamizaje fitoquimico de las hojas de Boldoa purpurascens

EXTRACTOS

METABOLITOS

DROGA
FRESCA

SOL

DROGA SECA
SOMBRA

ESTUFA

Etéreo

Acidos grasos

+

+

Coumarinas

Alcaloides

Triterp y
esteroides

Alcohélico

Resinas

AzUcares reduct.

Saponinas

Triterp y
esteroides

Alcaloides

Coumarinas

Taninos y/o
fenoles

Flavonoides

Antocianidinas

Quinonas

Glic6sidos cardiot

aminoacidos

+ |1

+ |

+ |1

+ |

AcCuoso

Alcaloides

Taninos y/o
fenoles

+

+

+

+

AzUcares reduct.

Flavonoides

Saponinas

+|+ [+

+ |+ |+

+ |+ |+

+ |+ |+

Principios amarg.

Mucilagos
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Frecuenciacm™ | Banda | Banda | Banda | Banda | Banda | Banda | Banda
1 2 3 4 5 6 7
fraccion 3415,1 | 2923,8 | 2855,7 | 1641,2 | 1461,8 | 1109,3 | 462,1
I
fraccion 3417,0 | 2923,9 | 2854,6 | 1652,9 | 1388,7 | 1077,.4 | 461,1
II
fraccion 3412,9 | 2925,3 | 2857,1 | 1653,5 | 1385,2 | 1076,3 | 465,2
I
fraccion 3390,0 | 2931,9 | 1652,9 | 1389,3 | 1074,80 | 669,6 -
v
Tabla XXV. Bandas fundamentales del espectro IR de lafracciones I, Il, lll, IV
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Tabla XXVI. Tiempos de retencion de patrones y las fracciones I, II, Il y IV.

MUESTRAS

PICOS

TIEMPO DE RETENCION (min.)

Rafinosa

14,15

Sacarosa

16,80

Patrones

Glucosa

19,80

Fructosa

21,40

Naringina

40,00

1

13,68

Fraccion |

19,36

40,29

13,77

16,83

Fraccion |l

19,51

24,13

25,27

40,8

13,80

16,76

Fraccion 1l

19,45

24,14

25,62

28,78

13,93

Fracciéon IV

16,88

19,85

Bl W N | O O & W N| | O O] & W N [ W N

23,99
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Tabla XXVII. Corrimientos quimicos y constantes de coplamientos

en el espectro 'H RMN de los compuestos 1y 2

PROTON 1 2

Aglicona 2’6’ 8,05 (d, J 8,6 Hz) 8,09 (d, J 8,67 Hz)

3,5 6,91 (d, J 8,6 Hz) 6,95 (d, J 8,67 Hz)

4’-OH 10,30 (s) 10,30 (s)

5-OH 12,55 (s) 12,55 (s)

8 6,90 (s) 6,94 (s)

OCH,0 6,17 (s) 6,21 (s)
a-L-Arabinosa |1 5,55 (d, J 7 Hz)

2 3,50 (m)

3 3,38 (m)

4 3,38 (m)

5 3,61 (dd,J4,3,11,5

Hz); 2,99 (t, >.J 19,7
Hz)

B-D-Xilosa 1 5,42 (d, J 6,85 Hz)

2 3,25 (m)

3 3,29 (m)

4 3,29 (m)

5 3,69 (dd, J 4,8,

11,4 Hz) ; 3,01 (d,
2.J 20,6 Hz)

a-L-Ramnosa 1 5,10 (br s)

2 3,77 (m)

3 3,50 (m)

4 3,17 (m)

5 3,80 (m)

6 0,90 (d, J 6 Hz)
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Tabla XXVIII. Corrimientos quimicos en el espectro de RMN **C de los

compuestos 1,2y 7

CARBON 1 (DMSO-Dg) 2 (DMSO-Dg) | 7 (CDCLsy)

Aglicona 2 156,5 156,5 155,0
3 132,7 133,2 135,7
4 177,8 177,8 171,9
5 140,4 140,4 129,7
6 129,4 129,3 137,8
7 153,9 153,9 153,2
8 89,6 89,4 96,1
9 151,7 151,6 153,2
10 106,9 106,8 1129
1 120,5 120,5 128,1
26 130,7 130,7 130,0
3.5 115,3 115,2 121,4
4 160,3 160,2 152,3
OCH,0

a-L-Arabinosa 1 99,3
2 77,1
3 69,7
4 76,8
5 66,0

B-D-Xilosa 1 101,6
2 75,7
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3 73,6

4 69,3

5 65,8

a-L-Ramnosa 1 100,7 98,9

2 70,5 71,1

3 70,5 68,3

4 71,8 70,8

5 68,5 66,7

6 17,5 16,7

B-D-Glucosa 1 98,8

2 79,1

3 74,3

4 68,4

5 71,4

6 61,3

CH5CO 170,4, 170,3,
170,1 (2 O),
169,7, 169,6,
169,0, 168,8

CH3CO 21!11 20!8!
20,7 (3 Q),
20,6, 20,5,
20,4
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espectro RMN *H de los compuestos acetilados 5, 6 y 7

Tabla XXIX . Corrimientos quimicos y constantes de acoplamientos en el

PROTON 5 6 7
Aglicona 2’6’ 7,99 (d, J 8,21 Hz) 8,01 (d, J 8,22 Hz) 8,01 (d, J 8,7 Hz)
3,5 7,24 (d, J 8,21 Hz) 7,24 (d, J 8,22 Hz) 7,20 (d, J 8,7 H2)
8 6,83 (S) 6,83 (s) 6,84 (s)
OCH,0 6,12 (s) 6,13 (s) 6,13 (ABg, °J 1Hz)
a-L- 1 5,69 (d, J 5,90 Hz)
Arabinosa
2 3,86 (dd, J 8,40, 5,90)
3 5,21 (dd, J 8,40,
6,45)°
4 4,79 (td, J 6,45, 4,5
Hz)
5 3,62 (dd, J 12,33, 4,5
Hz)
3,19 (dd, J 12,32,
6,45 Hz)
B-D-Xilosa 1 5,58 (d, J 6,4 Hz)
2 5,16 (dd, J 8,22, 6,40)
3 5,24 (t, J 8,22)
4 4,88 (td, J 8,23, 4,57
Hz)
5 3,84 (dd, J 11,88, 4,57
Hz)
3,23 (dd, J 11,88, 4,57)
o -L- 1 4,96 (br s) 4,92 (br s)
Ramnosa
2 5,13 (dd, J 3,33, 1,5 5,06 (dd, <2, 3,42
Hz) Hz)
3 5,41 (dd, J 9,98, 3,33 5,42 (dd, J 3,42,
Hz) 10 Hz)
4 5,06 (t, J 9.98 Hz) 5,03 (t, 10 Hz)
5 4,41 (dq, J 9,98, 6,26 4,42 (dq, J 6,22,
Hz) 10H2z)
6 1,03 (d, J 6,26 Hz) 0,91 (d, J 6,22)
B-D-Glucosa 1 5,65 (d, J 7,67 Hz)
2 3,76 (dd, J 7,7
9,4)
3 5,30 (dd, J 10, 9,4
Hz)
4 4,95 (t, J 10 Hz2)
5 3,59 (dt, J 10 Hz,
>, J 6 Hz)
6 3,97 (dd, J 3,92,

12,4 Hz); 3,92 (dd,
J 2,54, 12,4 Hz)
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CH;CO

2,47 (s), 2,38 (s), 2,14
(s), 2,13 (s), 2,05 (s),
2,02 (s), 1,99 (s)

2,47 (s), 2,34 (s), 2,12
(s), 2,06 (s), 2,01 (s)

2,49 (s), 2,33 (s),
2,13 (s), 2,10 (s),
2,05 (s), 2,00 (s),
1,99 (s), 1,88 (s)

®Aparecié como un tripleto no simétrico (J 7,83 y 8,02 Hz)
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Tabla XXX. Comportamiento de la diuresis de 4’,5-dihidroxi-6,7-
metilendioxiflavona-3-O-a-L- ramnopiranosil-(1—2) -a-L-
arabinopiranosida y el control negativo.

GRUPOS | v.orinamL | Na'(meg/6h) | k¥ (meq/6h) | Cl(meq/6h)
(p) (P) (P) (p)
7y 1 0,001 0,001 0,020 0,001
7y2 0,001 0,001 0,081 0,001
7y 3 0,001 0,008 0,043 0,001
7y4 0,001 0,003 0,005 0,001
7y5 0,001 0,001 0,003 0,001
7y6 0,001 0,001 0,043 0,001

Tabla XXXI. Comparacion de los valores de volumen de orina de todas las
dosis de la flavona y la Furosemida

GRUPOS | VOLUMEN DE | Na‘meq/6h K*meq/6h CL'meq/6h
ORINA EN 6 h

1 9,25 3,50 6,25 3,50
8 6,19 10,50 8,44 10,50
2 10,67 3,50 4,67 350
8 5,13 10,50 9,63 1,50
3 9,50 3,50 5,67 3,50
8 6,00 10,50 8,88 10,50
4 10,75 3,50 5,50 3,50
8 5,06 10,50 9,00 10,50
5 11,17 3,50 5,50 3,50
8 4,75 10,50 9,00 10,50
6 10,75 3,50 7,13 3,50
8 5,06 10,50 8,00 10,50
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Tabla XXXII. Relacion de los valores de media (>_( ) y desviaciéon estandar (SD) de
cada pardmetro, para los diferentes grupos

Grupos V.orinamL | Na’ (meq/6h) K* (meqg/6h) Cl" (meg/6h)
X +SD X +SD X + SD X +SD

Control (-) 2,90+ 0,65 0,08 + 0,02 0,02 £ 0,09 0,33+0,08
Furosemida 6,42+ 1,72 0,52+ 0,26 0,04 £0,02 0,92 £ 0,27
D1=100mg/kg 7,66 +1,52 0,13 +0,02 0,03+ 0,09 0,06 +£ 0,02
D2=50mg/kg 8,58+ 0,74 0,13+ 0,02 0,02 £0,02 0,05+0,01
D3=25mg/kg 7,73+ 0,69 0,11 +£0,02 0,03+ 0,09 0,08 £ 0,04
D4=12mg/kg 8,90 + 0,53 0,12+ 0,01 0,03+ 0,02 0,08 £ 0,04
D5=6mg/kg 9,65+ 0,86 0,14 +£0,02 0,03+0,04 0,10+ 0,04
D6=3mg/kg 9,03 +0,78 0,14 + 0,03 0,04 £0,02 0,05+ 0,09

Leyenda: D1, D2, D3, D4, D5y D6 dosis de la flavona administrada a los animales

(Compuesto 1)

Leyenda: 8 se denomina al grupo que se le administré la Furosemida

1,2,3,4,5y 6 dosis de la flavona en estudio (100, 50 25, 12, 6 y 3 mg/Kg

respectivamente)
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Tabla XXXIIIL Relacién de los valores de media (X ) y desviacién

1h 2h 3h 4h 5h 24h
Grupos v v v v - v
X +sD X £ sD X =sD X +sD X = sD X =sD

I. Furosemida 5,00+0,71a | 6,60+0,89d | 9,60+1,14g | 11,8+1,48J) |12,40+1,52m | 19,20+2,950
4 mg/Kg

Il.Hidroclorotiazid | 4,20+1,30a | 5,20+0,84e | 7,80+1,10h {9,00+0,71k | 10,0+0,71n |14,00+1,22p
10 mg/Kg

ll.Agua destilada | 1,40+0,55b |3,80+0,84f |4,80=0,84i |4,80+0,841 | 6,001,417 |9,40=0,89Q
IV. Flavona 2,20+0,84c |4,40+0,55e |5,20+0,84h | 7,40+0,84k |8,40+0,55n |13,00+2,00p
(25 mg/Kg)

V. Flavona 3,00+1,22¢ | 5,40+0,89% |7,40+1,34h |8,20+1,30k |9,80+0,84n |14,20+1,10p
(50 mg/Kg)

VI. Flavona 4,60+0,55a | 7,20+0,84d |9,60+1,14g | 12,2+ 0,84j | 12,40+1,14m | 18,60+1,140
(100 mg/Kg)
Significacién estadistica a, b, c, d.... q
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