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SÍNTESIS  

Se comprueba por primera vez, a través de técnicas experimentales, los efectos 

antiinflamatorio y analgésico de un extracto acuoso obtenido a partir de las hojas de 

Capraria biflora L. Estos estudios justifican de forma científica algunos usos de esta 

planta en la medicina tradicional. Adicionalmente se establece que a dosis de 

2000mg/Kg el extracto acuoso de la planta no manifestó signos tóxicos ni mortalidad 

en estudios de toxicidad aguda. El biofraccionamiento, empleando una novedosa 

técnica farmacológica, permitió identificar las principales fracciones activas y 

comprobar que los flavonoides se encontraron como los compuestos fenólicos 

mayoritarios. El análisis cromatográfico y espectroscópico por RMN 1H y 13C permitió 

identificar la presencia de naringenina, derivados metoxilados de luteolina y 

apigenina, un derivado glucosilado de apigenina (ácido 7-O-β-apigeninglucurónico), 

un derivado clorofílico (feoforbide) y el manitol, informados por primera vez para la 

especie. Se identificaron, por cromatografía gaseosa, los ácidos laúrico, palmítico y 

hendecanoíco. Los compuestos identificados contribuyen a los efectos 

farmacológicos comprobados en el extracto, y por tanto, justifican el uso de la 

especie en afecciones inflamatorias. Finalmente, se determinaron los índices 

farmacognósticos característicos de la droga, que servirán de referencia para la 

producción de las hojas de esta especie como posible materia prima y la 

estandarización como droga cruda, para su introducción en farmacopeas y guías 

nacionales. 
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INTRODUCCIÓN 

Las  plantas medicinales son algo más que una nota al pie de la historia médica. El 

hombre desde tiempos remotos, empleó productos tomados de la naturaleza con el 

objetivo de curar los males que le aquejaban (Navarro, 1994). A medida que 

avanzaron las ciencias médicas y de modo particular el conocimiento teórico de la 

medicina, el uso de estos recursos se fue sentando sobre bases cada vez más 

científicas y mantiene aún una amplia validez a pesar del poderío y de la 

competencia de la Química Farmacéutica. La Organización Mundial de la Salud 

(OMS) y el Parlamento Europeo han adoptado resoluciones que ponen de manifiesto 

la necesidad de racionalizar el empleo de los productos derivados de las plantas 

medicinales con el objetivo de limitar la prescripción, de aquellos productos de 

fitoterapia que carezcan de estudios previos para avalar el uso de los mismos, o de 

plantas de las que no se conocen suficientemente los riesgos de su utilización (WHO, 

2000).  

El reconocimiento de esta realidad no supone que se abandone la prescripción de las 

plantas medicinales y sus derivados, pero sí debe conducir al estudio de los 

remedios tradicionales por métodos científicos. Corresponde a la ciencia moderna 

conducir adecuadamente el estudio de esta medicina y precisar su eficacia real en 

cada caso (Harnischfeger, 2002).  

En los momentos actuales industrias e instituciones científicas  de todo el mundo 

realizan esfuerzos encaminados a la obtención de fármacos naturales que puedan 

resultar más que alternativas, terapias complementarias para resolver los problemas 

de salud que enfrenta la humanidad.  
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Las enfermedades que involucran procesos inflamatorios presentan una alta 

incidencia en la población mundial (Feria, 2004), es por ello que la búsqueda de 

alternativas naturales de tratamiento es un elemento importante en las 

investigaciones médico- farmacéuticas (Jalil y col., 2003; Okoli. y col., 2006; 

Laupattarakasem y col., 2006), de manera que puedan sustituirse o disminuir el 

consumo de los fármacos sintéticos y así, evitar la incidencia de sus efectos 

adversos.  

La investigación en plantas medicinales usadas tradicionalmente como 

antiinflamatorias o en el tratamiento del dolor es una estrategia viable y lógica en la 

búsqueda  de nuevos agentes antiinflamatorios y analgésicos (Gupta y col., 2006). 

En este sentido, el empleo de las plantas medicinales  permite en muchos casos 

mejorar el proceso patológico y en otros resolverlo sin llegar a producir efectos 

tóxicos (Cañavate, 1995).  

La especie Capraria biflora, L., perteneciente a la familia Schrophulareaceae, es una 

planta con una larga historia en la medicina tradicional. Autores de reconocido 

prestigio como Juan Tomás Roig (Cuba) y Matos Abreu (Brasil), han recomendado el 

uso de esta planta en afecciones que involucran episodios dolorosos o mediados por 

inflamación. Basado en dichos efectos una considerable parte de la población 

latinoamericana incluye el extracto acuoso en sus terapias populares (Roig, 1988; 

Lans, 2007 a y b; Beira y col, 2004), en baños o lociones en afecciones ováricas y 

uterinas; en tratamiento de dolores menstruales y recuperación postparto, así como 

en el mejoramiento de las crisis de asma bronquial (Villar y Villavicencio, 1994), entre 

muchas otras aplicaciones. 

Sin embargo, a pesar del amplio uso de esta planta en dichas afecciones, la literatura 

carece de informes que validen su uso como fitomedicamento antiinflamatorio o 

analgésico, por lo que se requiere profundizar en el estudio farmacológico y químico 

de dicha especie.  
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Tomando en consideración estos aspectos se propone el siguiente  problema 
científico:  

En la medicina tradicional la especie Capraria biflora L. es empleada como 

antiinflamatoria y analgésica en diversas afecciones, no existen investigaciones 

referenciadas que corroboren dichos usos tradicionales para las hojas de esta planta, 

por lo que es preciso realizar estudios biológicos y químicos que los avalen.  

Este trabajo científico parte de la hipótesis de que el extracto acuoso obtenido a 

partir de las hojas de Capraria biflora, L. posee los efectos antinflamatorios y/o 

analgésicos atribuidos por la medicina tradicional.  

Para comprobar dicha hipótesis se plantea el siguiente objetivo general: 

Realizar la evaluación químico-farmacológica del extracto acuoso de las hojas de 

Capraria biflora L que permita justificar su empleo en medicina tradicional.  

A partir de este objetivo general se proponen los siguientes objetivos específicos: 

1. Comprobar los efectos antiinflamatorio y analgésico del extracto acuoso de las 

hojas de Capraria biflora, L..  

2. Aislar compuestos  presentes en extractos  de las hojas de la especie que 

justifiquen el efecto antiinflamatorio de la planta 

3. Evaluar índices farmacognósticos para las hojas de Capraria biflora, L. que 

permitan establecer parámetros de calidad.  

La novedad científica puede ser apreciada en los siguientes aspectos: 
El presente trabajo es un aporte al estudio farmacológico y fitoquímico de la especie 

Capraria biflora, L., pues se corrobora, por primera vez, sobre bases científicas las 

acciones antiinflamatorias y analgésicas del extracto acuoso obtenido de hojas de 

Capraria biflora, L, lo cual puede justificar su uso en la medicina tradicional. De igual 

manera se comprueba el empleo seguro de este extracto a dosis inferiores a 2000mg 

/kg de peso.  
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Se demuestra que los compuestos fenólicos presentes en el extracto acuoso 

contribuyen al efecto antiinflamatorio y se informa, por primera vez para la especie, la 

presencia de naringenina, y derivados metoxilados de luteolina y apigenina, asi como 

un derivado glucosilado de apigenina (ácido 7-O-β-apigeninglucurónico). Estos 

compuestos contribuyen a las actividades farmacológicas que se comprobaron para 

la planta y avalan su uso popular. 

Igualmente se determinan algunos índices fármacognósticos que constituyen  

referencia para una futura estandarización de la producción y control de la calidad de 

esta droga y permitir una posterior introducción en farmacopeas y guías nacionales, 

favoreciendo un uso mas sostenible de la especie.  

La totalidad de los resultados expuestos en este trabajo podrán ser consultados por 

los profesionales de la salud vinculados al uso de los productos naturales, lo cual 

contribuirá al uso racional de esta especie botánica, aspecto en el cual radica el 

aporte práctico y social del presente trabajo.  
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1. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

1.1. Consideraciones generales sobre el uso actual de las plantas medicinales. 

El interés actual en la medicina herbolaria y la búsqueda de opciones terapéuticas 

alternativas tiene sus raíces en una creciente insatisfacción hacia la medicina 

convencional, tanto por su falta de éxito en algunas enfermedades como por los 

efectos colaterales que ciertos medicamentos provocan. También influyen el aspecto 

económico (precios mas bajos de los medicamentos herbolarios) y la tendencia, cada 

vez mas evidente en ciertos sectores de la población, de reencontrar valores y de 

adoptar modos de vida mas “naturales” (Casino, 1995). 

Las plantas son fundamentales en el desarrollo de la medicina moderna y aunque se 

conoce que su acción preventiva o curativa se debe a la presencia en sus órganos 

de sustancias químicas que provocan su efecto fisiológico, en muchas de las plantas 

medicinales no se han estudiado aún los metabolitos biactivos. La detección de los 

principios activos es importante pues permite corroborar o rechazar las propiedades 

atribuidas a la planta y a la vez detectar nuevas posibles aplicaciones. Por otra parte, 

el conocimiento de los metabolitos facilita la dosificación y en algunos casos la 

administración, no obstante, existe la tendencia al uso de los extractos o polvos 

obtenidos de las plantas o sus órganos (Lock de Ugaz, 1988).  

Aunque muchas plantas han sido estudiadas y validadas con holgura desde el punto 

de vista químico biológico, todavía muy poco se conoce de otras, tal es así que de 

las plantas vasculares conocidas solo el 1 ó 2 % se han investigado en algún aspecto 

y de las especies reconocidas como medicinales se estudian únicamente el 5 % 

(Morales, 1996).  La industria farmacéutica y buena parte de la comunidad científica 

esta considerando en nuestros días las plantas medicinales como fuentes 

potenciales de moléculas bioactivas con estructuras diferenciadas e innovadores 
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mecanismos de acción y está siendo más flexible en cuanto a la formulación de estos 

agentes (UNESCO, 1998; Elisabetsky, 2004). 

El estudio de los recursos terapéuticos locales desde un enfoque entnofarmacológico 

es una vía prometedora para encarar el estudio de las especies vegetales con 

probabilidad de encontrar sustancias farmacológicamente activas. La elaboración de 

hipótesis de actividad biológica en función de los datos colectados en la medicina 

popular permite al investigador confirmar una determinada o supuesta actividad 

biológica en una planta y rastrear dicha actividad hasta encontrar la sustancia 

responsable de la misma (Rondina y col, 1985). 

1.2 Scrophulariacea 

La especie objeto de estudio en este trabajo pertenece a la familia Scrophulariacea, 

orden Scrophulariales (Cronquist, 1981). Esta familia esta compuesta por 

aproximadamente 220 géneros y unas 3 000 especies. Las plantas suelen ser 

herbáceas, anuales o perennes, algunas semiparásitarias y en pocas ocasiones 

árboles. Son caracteres anatómicos, los pelos glandulosos en los que las glándulas 

están divididas solamente por membranas verticales y los estomas rodeados por tres 

o mas células epidérmicas. Algunas especies son medicinales y otras muy útiles 

como ornamentales (Evans, 2000).  

1.2.1 Antecedentes en el estudio químico de la familia Scrophulariacea  

Algunas especies de esta familia han sido muy estudiadas desde el punto de vista 

fitoquímico. Entre los géneros más conocidos están Digitalis, Verbascum, 

Calceolaria, Linaria y Veronica, entre otros (Evans, 2000). De manera general los 

compuestos que más se informan son saponinas, flavonoides, naftaquinonas y 

antraquinonas, auronas, iridoides, esteroides y triterpenos, y heterósidos 

cianogénicos, (Grayer-Barkmeijer, 1973;  Taskova y col., 2002; Evans, 2000).  

Los alcaloides no son muy comunes, pero se encuentran en algunas especies, 

particularmente los tipos quinazolina y quinolizidina. Al respecto, investigadores 

chinos, en años recientes, aislaron un alcaloide nombrado ácido 1,2,3,9-
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tetrahydropyrrol (2,1-b) quinazolin-1-carboxílico en la especie Linaria vulgaris (Hua y 

col., 2002). 

Sin lugar a dudas el género más estudiado es el Digitalis, en particular las especies 

Digitalis purpurea y Digitalis lanata; debido a la presencia en sus hojas de 

heterósidos cardíacos (Krüger y col., 1983 y Oh y col., 2005), también referidos para 

D. ciliata. (Kemertelide, 1965). Este tipo de compuesto es informado además en 

especies del género Isoplexis: I. isabelliana (Freitag y col., 1967), I.chalcantha 

(González y col., 1985), I. canariensis (Schaller y Kreis,  2006).  

Bianco y colaboradores, (2004), informaron la presencia de glicósidos iridoides en la 

especie Linaria capraria Moris:: un derivado 6'-O-senecioil, y un derivado 6'-O-

angeloil. Otros iridoides como el glicósido nombrado genestifoliosido fue aislado de  

Linaria genestifolia (Ahmad y col., 2006) también informado  en el  género  Verónica 

por Albach y colaboradores en el 2003.  

La presencia de flavonoides parece ser muy común en esta familia, destacándose los 

trabajos publicados por Nikolova y Asenov, en el 2006 y Saracoglu y colaboradores 

en el  2004 en especies del género Veronica. Otras investigaciones relacionadas 

describen la presencia de estos metabolitos en Veronica liwanensis y Veronica 

longifolia, Veronica linariifolia Pall. Ex Link sub. Dilatata (Ma y col., 1991). También 

se han informado  en el género Linaria, específicamente flavonas y derivados (Tundis 

y col, 2005).  

Investigadores de la Universidad de Naples, en Italia, por su parte, refieren el 

aislamiento del flavonoide 7-O-β glucósido -luteolina a partir del extracto alcohólico 

de las flores de Verbascum sinutum (Senatore y col., 2007), así mismo se refiere por 

Doo-Youn Choi y colaboradores (2005) la presencia de Chrysoeriol, un flavonol, con 

actividad antioxidante y antiinflamatoria en las hojas de Digitalis purpurea.  

1.2.2 Género Capraria.  

El género Capraria al que pertenece la especie Capraria biflora es de los menos 

conocidos y poco abordados en la literatura especializada. Las plantas de este 
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género se utilizaron como bebida por los aborígenes americanos al igual que por los 

pobladores de origen europeo (Edwin, 1971). 

La especie Capraria biflora, L. en particular es usada como té de hierbas (Tanaka, 

1976; D’Arcy, 1979; Morton 1981) y algunos autores le atribuyen una acción análoga 

al té de China (Edwin, 1971; Ideker, 1996) y es la única de su género a la que se le 

confieren usos medicinales.  

Esta planta se conoce en nuestro país por varios nombres, en la zona central como 

escabiosa o esclaviosa, como magüiro o magüira en Vueltarriba y Vueltabajo y 

majuito en la parte occidental. En Camagüey algunos le llaman magüiro y otros le 

dicen viuda (Roig, 1988). Es conocida por otros nombres en otros  países del área 

caribeña, como té del país en Puerto Rico, escobo en Colombia, en México es 

conocida como claudiosa; coat-weed en EUA y Jamaica (Morais y col., 1995), 

fregosa en Venezuela; en Martinica se conoce como the d´Amerique; the du pays en 

Guadalupe y chá-de-Calcada en Brasil (Matos, 1994).  

1.2.2.1 Principales usos atribuidos a Capraria biflora,  L.  

La medicina Natural le ha atribuido muchos usos medicinales a esta especie, así por 

ejemplo, Roig (1988), la reconoce como tónico digestivo, antidiarreico, útil en las 

neumatosis y como astringente en las heridas; en baños o loción en afecciones 

ováricas y uterinas; en tratamiento a recién paridas, en la leuco y gonorrea, y en la 

diabetes. Delens y colaboradores (1992) la informan para el tratamiento de la fiebre 

provocada por la malaria y Morais y colaboradores (1995) como sudorífica, febrífuga 

y en afecciones del tracto urinario. Las hojas son usadas además para aliviar algunos 

desordenes dérmicos, como escabiosis y escozor (Craveiro y col., 1984). También se 

refiere su uso en el tratamiento de dolor de oído, hemorroides, reumatismo y 

procesos inflamatorios (Scofield, 2002). Es importante comentar que en ninguno de 

los casos se ha comprobado de forma experimental ninguna de estas acciones 

farmacológicas.  

En Perú se emplea para el tratamiento del asma bronquial como planta sintomática 

por su acción como descongestionante local y disminución del estado de ansiedad, 

 9



Revisión  Bibliográfica                                                                                                        Liliana Vicet Muro 

permitiendo un mejor efecto terapéutico de otras plantas curativas o de sostén (Villar 

y Villavicencio, 1994). En Brasil, se preparan tinturas antisépticas, a partir de la raíz, 

que se aplican en forma de compresas y lavados como tratamiento local y preventivo 

en heridas infectadas (Matos, 1994). El efecto antibiótico manifestado por los 

extractos de la raíz y por la biflorina en particular; ha sido estudiado a profundidad 

por científicos brasileños. En jamaica es empleada para el tratamiento de la fiebre, la 

influenza e indigestiones (Mitchell y Ahmad, 2006). 

De los usos reportados para la Capraria biflora, L., podemos inferir que la especie 

posee un fuerte potencial como posible planta antinflamatoria y analgésica, lo cual 

deberá ser comprobado experimentalmente en aras de justificar estos usos en la 

medicina tradicional 

1.2.2.2 Antecedentes de estudios químicos y biológicos de Capraria biflora, L. 

Los primeros trabajos fitoquimicos se desarrollaron por Gongalves de Lima en 1954, 

al aislar a partir de las raíces de la planta, un principio activo con actividad 

antimicrobiana frente a bacterias gram positivas y otros gérmenes. La sustancia 

denominada biflorina, se identificó como una naftoquinona, a través de técnicas 

espectroscópicas (Prelog y col, 1958; Comin y col., 1963). Numerosos estudios se 

realizaron en estos años mejorándose la pureza del compuesto e incrementando el 

número de microorganismos testados (Gongalves de Lima y col., 1954; Gongalves 

de Lima y col., 1958; Gongalves de Lima y col., 1962). 

Otras investigaciones desarrolladas con esta molécula permitieron verificar la 

actividad citotóxica y el potencial antioxidante de la biflorina tanto in vitro 

(Vasconcellos y col., 2005) como in vivo (Vasconcellos y col., 2007). Se demostró 

además que esta molécula era capaz de incrementar la respuesta lograda por el 5-

Fluorouracil (5-FU) inoculado en modelos de tumores, lo cual demostró que la 

biflorina actúa como un agente inmunoadyuvante 

Debemos añadir que aunque su presencia es rara en otras especies, esta 

naftoquinona no resulta exclusiva del género Capraria pues ha sido informada para la 

especie: Syzygium aromaticum o clavo (Cai y Wu, 1996) también conocida bajo el 
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nombre de Eugenia caryophyllata (Kim y col., 2001) perteneciente a la familia 

Myrtaceae.  

Otros reportes fitoquímicos señalan la identificación de una estructura dimérica de la 

biflorina, nombrada bis-biflorina (Fonseca y col., 2003), para la cual no se informan 

estudios relacionados con una posible actividad biológica. 

Por otra parte, en una investigación desarrollada por Heinnch y Rimpler (1989), se 

informó la presencia de dos iridoides, Harpagide y 8-o-Benzoylharpagide, en las 

partes aéreas de Capraria biflora, L., lo cual refuerza la presencia de este tipo de 

metabolito en la familia Schrophulareaceae y la posibilidad de utilizarlos como 

marcadores quimiotaxonómicos.  

En 1995, Morais y colaboradores, reportaron la presencia de compuestos tipo 

taninos, en abundancia en los extractos acuosos de la planta, aunque no se 

informaron las características estructurales de los mismos. 

En otro estudio realizado en el año 2000 en el Departamento de Química de la 

Universidad de Indias Occidentales (Jamaica), Collin y colaboradores, informaron el 

aislamiento de cuatro compuestos de estructura sesquiterpenoide, a partir del 

extracto de n-hexano de las partes aéreas de Capraria biflora, L.. Dos de estos 

compuestos, nombrados caprariolides, presentaron acción insecticida, dosis 

dependiente, frente al Cylos formicarius elegantulus, conocido como el gorgojo del 

boniato.  

Recientemente, Fonseca y colaboradores (2006) realizaron la evaluación del aceite 

esencial obtenido por hidrodestilación de las hojas de esta especie. La 

caracterización se realizó por cromatografía gaseosa acoplada a espectrometría de 

masas. En el estudio se demostró la presencia de 9 compuestos, siendo los 

sesquiterpenos  β-caryofileno y el γ-muroleno, los componentes mayoritarios del 

aceite volátil. 

Es importante destacar que la presencia en la planta de las moléculas citadas en 

este epígrafe, no explican la totalidad de los usos de Capraria biflora, L. en la 
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medicina popular, particularmente sus acciones en enfermedades mediadas por el 

dolor o la inflamación, lo cual justifica el desarrollo de la presente investigación.  

1.2.2.3. Evaluaciones toxicológicas previas 

No se dispone en la literatura de información precisa sobre la toxicidad de esta 

especie, y aunque se informa que dosis elevadas de extractos de Capraria biflora L. 

pueden producir debilidad general, sueño, rigidez y hasta parálisis muscular (Roig, 

1988) manifestándose una especie de embriaguez con vértigo, pero no se refieren 

estudios científicos que confirmen uno u otro efecto. Al respecto Guzman (1975) y 

Morton (1981) atribuyeron estos efectos a una posible acción depresora sobre el 

Sistema Nervioso Central, aunque en ninguno de los casos se estima la dosis tóxica. 

Todo lo cual sugiere que para aseverar dichos efectos secundarios se deben realizar 

estudios que permitan comprobar la acción sobre dicho sistema. 

Resulta interesante destacar que ninguno de estos efectos se detectaron en las 

encuestas etnobotánicas realizadas a esta especie (Beira y col., 2004; Lans, 2007 

a,b,c ). 

1.2.2.4. Antecedentes de estudios farmacognósticos  

Los antecedentes de la evaluación farmacognóstica de las hojas de esta especie no 

se encuentran bien fundamentados, solo se dispone de un estudio efectuado por el 

departamento de Química Analítica de la Universidad Federal de Ceará, Brasil, en el 

cual Morais y colaboradores (1995), informaron los resultados del análisis de 5 

plantas medicinales brasileñas donde se incluyó la especie Capraria biflora, L.. La 

investigación estuvo orientada en dos direcciones: la determinación de cenizas 

procedentes de la planta fresca y la valoración de la composición inorgánica de los 

extractos obtenidos por decocción de las especies frescas. Se informan los estudios 

de humedad y determinación de taninos como principal metabolito, pero debe 

destacarse que ambos análisis son imprecisos, pues en el primero se parte de la 

droga fresca para determinar el porciento de humedad y no se sigue el procedimiento 

establecido en las farmacopeas internacionales, la metodología utilizada no informa 

el porciento de humedad, solo el contenido de agua presente en el material vegetal, 
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lo cual no brinda una completa información sobre la calidad de la droga, en el 

segundo caso no se especifican los detalles en cuanto a condiciones del ensayo que 

permitan la repetibilidad del método propuesto para el control de la calidad de la 

droga. Los valores informados en la determinación de las cenizas totales también 

resultan no confiables pues igualmente son referidos a determinaciones realizadas 

con las hojas frescas. 

1.3. Dolor e inflamación.  

El proceso inflamatorio es complejo e involucra una serie de fenómenos que pueden 

ser desencadenados por varios estímulos, entre los que se incluyen factores 

endógenos (necrosis tisular o rotura ósea) o factores exógenos como lesiones por 

agentes mecánicos (corte), físicos (quemaduras, radiaciones, frío, calor), químicos 

(corrosivos, venenos, toxinas), biológicos (bacterias, virus, parásitos, hongos) e 

inmunológicos (reacciones de hipersensibilidad) (Feria, 2004).  

Estaos estímulos activan al sistema macrofágico y en pocas horas los macrófagos 

comienzan a fagocitar los tejidos destruidos (Guyton, 2006). Otras sustancias 

endógenas como los autocoides, también están implicadas en la respuesta 

inflamatoria. Se forman a partir de ácidos grasos poli-insaturados de veinte átomos 

de carbono, principalmente ácido araquidónico, y agrupan: prostaglandinas (PGs), 

prostaciclinas (PGIs), leucotrienos (LTs), tromboxanos (TXs) y los fosfolípidos 

modificados, representados por el factor activador de plaquetas (FAP) (Campbell y 

Halushka, 1996). 

Estos autores plantean que los eicosanoides son prevalentes y han sido detectados 

en casi todos los tejidos del cuerpo, su producción aumenta en respuesta a varios 

estímulos provocando diversos efectos biológicos y sus precursores están 

ampliamente distribuidos por todo el organismo. El ácido araquidónico esterifica a los 

fosfolípidos de las membranas celulares y a otros lípidos complejos. Las hormonas y 

otras sustancias aumentan la biosíntesis de los eicosanoides interactuando, 

probablemente, con receptores ligados a la membrana plasmática, que están 

acoplados a proteínas reguladoras ligadas al GTP (proteína P). Algunos estímulos 
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físicos parecen causar un flujo de calcio alterando la membrana celular y de esta 

forma, activando la fosfolipasa A2, con posterior liberación de acido araquidónico 

donde una parte es metabolizada rápidamente vía ciclooxigenasas, lipooxigenasas o 

citocromo P-450. La ciclooxigenasa (COX) posee dos isoformas: COX-1 y COX-2. La 

COX-1 se expresa constitutivamente por la mayoría de las celulares, mientras que la 

COX-2 no es encontrada en condiciones normales sino que puede ser inducida por 

algunos factores séricos: citocinas y factores del crecimiento. Algunos autores 

describen la existencia de una tercera isoforma, COX-3, la cual no parece estar 

involucrada en procesos inflamatorios (Esplugues y Barrachina, 2004). 

La PGE2 y la PGI2 aumentan la formación del edema y la filtración leucocitaria, 

además potencian la actividad algésica de la bradicinina y de otros autocoides. La 

acción de las PGs es consecuencia de su interacción con diversos receptores 

específicos localizados en las membranas celulares y asociados a proteínas G, 

(Coleman y col., 1994).  

La 5-lipooxigenasa posibilita la síntesis de los leucotrienos, particularmente el 

leucotrieno (LTB4) ejerce una poderosa acción quimiotáxica que favorece la 

concentración de neutrófilos, su degranulación, agregación y adherencia a las 

paredes postcapilares y produce además hiperalgesia. Los LTB4, LTC4 y LTE4 

aumentan la permeabilidad vascular y la exudación plasmática. Los receptores de los 

leucotrienos admiten un receptor común LTD4/LTE4, su activación estimula la 

fosfolipasa C modulando la producción de inositolfosfato con la movilización de Ca2+ 

y la génesis de metabolitos del ácido araquidónico con funciones de segundos 

mensajeros intracelulares (Esplugues y Barrachina, 2004;). 

Los nociceptores poseen receptores para muchas de estas moléculas modificando la 

actividad de las neuronas primarias, activándolas directamente o disminuyendo su 

umbral de respuesta (sensibilización periférica). Los cambios ocurridos en la 

actividad de las neuronas primarias, sumado a modificaciones en su perfil bioquímico 

dan inicio a una serie de cambios en las sinapsis espinales, generando una 

hiperexitabilidad de las neuronas del asta dorsal (sensibilización central) lo cual 
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contribuye en muchos casos a la persistencia del dolor en procesos inflamatorios 

(García y col., 2001). 

1.3.1. Fitoterapia antiinflamatoria 

Muchas especies vegetales usadas tradicionalmente dadas las propiedades 

antiinflamatorias y analgésicas, han sido objeto de  investigaciones en los últimos 

años, en aras de evaluar sus usos tradicionales y descubrir los metabolitos 

responsables de tales acciones. En la literatura se informa el empleo de muchas 

preparaciones galénicas obtenidas de plantas que tienen efecto antiinflamatorio y 

analgésico, haciendo especial énfasis dentro de estas, a extractos acuosos o 

infusiones que poseen compuestos fenólicos en su composición química (Vanacloxta  

y col., 2003 ; Borgi y col., 2007; Akindele y Adeyemi, 2007; Clavin y col., 2007). 

El efecto antiinflamatorio demostrado por estos compuestos, especialmente 

flavonoides, puede atribuirse a su capacidad antioxidante así como a la inhibición de 

las enzimas lipoxigenasa y cicloxigenasa responsables de la síntesis de 

eicosanoides, altamente implicados en los procesos inflamatorios. Las antocianinas, 

resultan buenas captadoras de radicales, inhiben la peroxidación lipídica al igual que 

los antocianócidos (Wagner, 1985). Estas propiedades refuerzan en gran medida las 

propiedades antiinflamatorias. Tras la migración leucocitaria hay una degranulación 

que libera proteasas de los lisosomas y producen un aumento de oxígeno, iniciando 

la generación de radicales oxigenados, los cuales junto a las proteasas actúan 

destruyendo los organismos fagocitados. Pueden tener una acción nefasta cuando 

se rompe el equilibrio entre la producción y la utilización, pues las elastasas pueden 

destruir las fibras elásticas y los radicales libres dañar las membranas celulares por 

peroxidación lipídica. Por ello, la acción de los compuestos fenólicos puede bloquear 

indirectamente la propagación de radicales libres, reforzando la acción anti-proteasa 

directa de inhibición de la enzima (Cañavate, 1994).  

Existen muchos ejemplos que demuestran con evidencia experimental el papel de 

estos metabolitos en el efecto antiinflamatorio comprobado para varias plantas 

medicinales, entre ellos están las investigaciones desarrolladas con algunos 
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flavonoides diméricos (biflavonoides) como el diinsininol (Ogundaini y col., 1996), 

kaempferol y  su derivado 3-O-glucósido (Parveen y col., 2007). Las flores de Arnica 

montana (Asteraceae) contienen quercetrina-3-O-glucósido, luteolina-7-O-glucósido y 

kaemferol-3-O-glucósido entre otros flavonoides, justificando el uso de esta droga 

como antiinflamatorio de uso externo (Mackinnon, 1992 y Jiménez, 1994), Calendula 

officinalis (Asteraceae) es otro ejemplo de planta medicinal usada como 

antiinflamatoria que contiene glicósidos de iso-ramnetina y quercetina con 

comprobada acción farmacológica (Jiménez, 1994, Fonnegra y Jiménez, 1999).  

Un estudio desarrollado por Manga en el año 2004, permitió explorar a través de un 

ensayo biodirigido la actividad antiinflamatoria de extractos acuosos y metanólicos 

obtenidos a partir de hojas de Alchornea cordifolia (Euphorbiaceae). El estudio pudo 

relacionar la actividad de la mayor parte de las fracciones activas a la presencia de 

quercitrina y quercetina determinadas por Cromatografía de Capa Delgada (CCD). 

Investigadores del Hospital militar Central "Dr. Luis Díaz Soto" evaluaron el efecto 

antiinflamatorio del flavonoide 2" -O- ramnosil 4" - O- metil vitexina, aislado de las 

hojas de Piper ossanum. La dosis ensayada en inflamación crónica en ratas resultó 

muy activa, no encontrándose diferencias estadísticamente significativas entre el 

flavonoide y el piroxican utilizado como control positivo (Martínez y col., 2004).  

En el año 2005 investigadores chinos determinaron, por primera vez, la presencia de 

procianidinas en partes no comestibles de Nelumbo nucifera Gaertn, en dicho estudio 

también demostraron la actividad antioxidante e inhibitoria de lipoxigenasa de las 

procianidinas aisladas (Ling, 2005), las cuales han sido identificadas también en la 

decocción de cortezas de Uncaria tomentosa, popular droga antiinflamatoria 

conocida como uña de gato (Gonçalves y col., 2005). 

 Otros metabolitos que pueden contribuir también a los efectos antiinflamatorios y 

analgésicos, son los esteroles, sobre todo en forma heterosídica. Algunos de estos 

compuestos actúan por un mecanismo corticosteroide, actuando directamente a nivel 

del receptor citosólico de la hormona o interfiriendo la transcripción del mensaje 

genético (Rodríguez, 2002)  
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De las cumarinas se puede destacar a la wedelolactona, principio aislado de Elipta 

alba y Wedelia calendulacea, con una actividad antiinflamatoria similar al ácido 

nordihidroguayáretico, fármaco de referencia como inhibidor de la 5-lipooxigenasa 

(Handa, 1992). 

Existe otro grupo de plantas que poseen compuestos con cierta analogía estructural 

con el ácido araquidónico. En este grupo se incluyen inhibidores de la ciclooxigenasa 

como los gingeroles obtenidos de Zingiberáceas, urushiol aislado de Toxicondendron 

radicans; cardenoles y cardanoles aislados de Schinus terubinthifolius y Anacardium 

occidentale; espilantol aislado de Spilanthes olerancea y dodectatetraenoil-

isobutilamida de Echinacea purpurea y como inhibidores duales a la capsaicina de 

Capsicum annuum, se obtienen valores in vitro comparables con la indometacina y el 

ácido nordihidroguayarético (Cañavate,1994). 

Entre los compuestos que inhiben la vía clásica del complemento están los ésteres 

del ácido caféico: clorogénico e isoclorogénico; los triterpenos: ácido-β-boswélico de 

Boswelia serrata (incienso) y ácido glicirretínico, que actúa además por un 

mecanismo corticomimético al inhibir el metabolismo de las hormonas fisiológicas y 

actuar sobre el metabolismo del ácido araquidónico. Otros triterpenos activos son la 

aescina de Aesclus hippocastanum, y saikosaponinas de Bupleurum falcatum y otras 

especies, con acción mixta (Cañavate, 1994).  

También se destacan las lactonas aisladas de Arnica, Epatorium y Tanacetum 

especies, que actúan a nivel de proteincinasa C (PKC), enzima que incrementa la 

actividad PLA2. Estos compuestos también pueden actuar como antirreumático por 

un mecanismo supresor sobre linfocitos (Barnes y Adcock, 1993). 

Según los antecedentes bibliográficos mencionados, los compuestos fenólicos en 

general y los flavonoides en particular se encuentran entre los metabolitos 

secundarios presentes en esta familia botánica mas vinculados con las principales 

acciones farmacológicas atribuidas a esta especie, por ello se considera necesario 

abordar algunos aspectos relacionados con el estudio químico de esta familia de 

compuestos.  
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1.4 Compuestos fenólicos 

1.4.1. Flavonoides 

Los estudios con flavonoides aparecen muy bien representados en la literatura 

especializada, fundamentalmente, dirigidos a la identificación, evaluación y validación 

de técnicas que pueden ser utilizadas para el control de la calidad de drogas que los 

contienen. Las técnicas cromatográficas son las más referidas pues permiten separar 

las sustancias o aislarlas de un medio más o menos complejo, lo cual las hace muy 

ventajosas tanto en el análisis cualitativo como cuantitativo. La gran variedad 

estructural de estos metabolitos explica el amplio espectro que describe la literatura 

en cuanto a condiciones cromatográficas establecidas (British Pharmacopoeia, 

2004). 

Los flavonoides pueden extraerse satisfactoriamente con disolventes en frío o en 

caliente,  tanto de muestras frescas como secas. Los disolventes de elección para la 

extracción son generalmente combinaciones de agua con metanol, etanol o acetona 

en relación (1:5 y 1:1 v/v), siendo baja la proporción de agua requerida para la 

extracción cuando se trata de material fresco (Cody, 1982; Cimanga e Hisham, 1998) 

y mayor para las muestras secas (Lock de Ugaz, 1988), es bastante común el uso 

del agua como disolvente, especialmente para el caso de glicósidos muy polares. 

Los aglicones de los flavonoles y flavonas son raramente encontrados como 

constituyentes internos de los vegetales (Harbrone, 1982), ellos son frecuentemente 

localizados sobre las superficies externas de hojas (Harborne 1988). Esos 

flavonoides tienden a ser menos polares, especialmente cuando están metilados o 

acilados y requieren disolventes menos polares para su extracción, tales como el 

éter, hexano y diclorometano. Los extractos obtenidos se evaporan y se le realizan 

particiones sucesivas con éter etílico, acetato de etilo, cloroformo y n-butanol entre 

otros disolventes. Los flavonoides menos polares quedan en la fase etérea, los 

medianamente polares en la fase acetato de etilo o cloroformo y los más polares en 

la de n-butanol. Para el análisis por CCD de las agliconas se utilizan frecuentemente 

mezclas de n-hexano/acetato de etilo y cloroformo/acetato de etilo en diferentes 

proporciones. Desde el punto de vista de aislamiento y purificación a la cromatografía 
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en columna y la cromatografía en Capa delgada le corresponde el mayor porcentaje 

de publicaciones, seguida de la Cromatografía Líquida de Alta Eficacia (CLAE), 

siendo las condiciones propias de la cromatografía en fase reversa las más 

representadas ya sea C8 ó C18, empleando usualmente como disolventes las mezclas 

de metanol/ ácido acético/ agua, metanol/ agua/ácido fórmico, acetona/ ácido 

acético/ agua en gradientes o en modo isocrático (Markhan, 1989 ) 

Para el aislamiento de los flavonoides es usada con mucha frecuencia la 

cromatografía en columna, utilizando celulosa microcristalina o gel de sílice (tamaño 

de partícula 0,06-0,03 y como fases móviles metanol: ter-butanol: ácido acético: 

agua, n-butanol: ácido acético: agua; se recomienda también como sistema de 

elución las mezcla cloroformo y acetato de etilo, benceno y metanol, entre otras 

como diclorometano/ metanol/ agua; acetato de etilo: metanol, en dependencia de la 

polaridad que muestren los componentes a separar. También es usada la poliamida, 

utilizando en este caso como eluyentes metanol: ácido acético: agua, agua: n-

butanol: acetona: dioxano y tolueno: hexano: metiletilcetona: metanol. Son 

empleadas con mucha frecuencia el sephadex LH-20, amberlite XAD-7 y lichroprep 

RP-18 (Lock de Ugaz, 1988; Markan, 1989.). Un amplio número de combinaciones 

empaques/ disolventes han sido reportadas en la literatura para el estudio de 

flavonoides (Kingston, 1979; Daigle y Conkerton, 1983) 

1.4.1.1. Identificación 

Como características generales se observan: la solubilidad en disolventes polares, su 

carácter fenólico y la intensa absorción en la región ultravioleta y visible del espectro 

debido a la presencia de sistemas aromáticos conjugados.  

Existen muchas técnicas para identificar a los flavonoides, entre ellas se encuentran 

las reacciones de coloración y precipitación, espectrofotometría ultravioleta, 

espectrofotometría infrarroja, espectrometría de masas, difracción de rayos X, y 

resonancia magnética nuclear, entre otros. Una de las reacciones de coloración más 

referida es la reacción de Shinoda, de la que resultan coloraciones características 

según el tipo de núcleo de los flavonoides (Miranda y Cuéllar, 2000) y la reacción con 
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tricloruro de aluminio y 2,4-Dinitrofenilhidrazina (2,4 D) por formación de complejos 

estables con colores mas o menos específicos para diferentes tipos de flavonoides 

(Salamanca, 2007) y con marcada absorción en la región ultravioleta visible que 

permiten su identificación (Mabry y col., 1970; Lock de Ugaz, 1988; Miranda y 

Cuéllar, 2000 ).  

1.4.1.2. Características espectroscópicas 

La espectroscopía de absorción ultravioleta visible es ampliamente usada para la 

determinación de las estructuras tipo flavonoides, por lo que constituye una 

herramienta muy útil en la elucidación estructural de dichos metabolitos, pues se 

registran bandas características para cada tipo de flavonoide. Los espectros UV de 

los flavonoides registrados fundamentalmente en metanol presentan bandas 

características debidas a los sistemas conjugados de los anillos aromáticos. El rango 

general de lectura se localiza a longitudes de onda entre 210 y 500 nm (Mabry y col., 

1970).  

Las flavonas y flavonoles muestran dos bandas definidas: La banda I, de mayor 

longitud de onda en el rango 300-390 nm asociada con la funcionalidad cinamoílo, y 

la banda II, entre 250-280 nm debido al anillo aromático A (funcionalidad benzoílo), 

aunque a veces se observan otras bandas de absorción. La posición de la banda I 

depende del tipo de flavonoide: las flavonas la muestran en 310-350 nm, los 

flavonoles 3-O-sustituidos en 330-360 nm, y los flavonoles en 350-385 nm. La 

presencia de hidroxilos fenólicos en diferentes posiciones de la molécula puede 
establecerse estudiando el comportamiento del espectro UV metanólico al añadirle 

los denominados reactivos de desplazamiento: metóxido de sodio (NaOMe), acetato 

de sodio (NaOAc), cloruro de aluminio (AlCl3) con y sin HCl, y ácido bórico (H3BO3). 

Las flavanonas, isoflavonas y flavanonoles presentan desplazamientos batocrómicos 

en la banda II (Lock de Ugaz, 1988) 

Aunque para el caso de los flavonoides la Espectroscopía infrarroja no es muy 

aplicada debido a que estos espectros resultan menos informativos que los UV-VIS y 

requieren mayor material, existen algunas absorciones características pueden 
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resultar útiles, como la absorción C=O entre 1680 y 1640, aromáticos entre 1600 y 

1500 y la de OH quilatado (o hidroxicetona) a 3500-3200 (Lock de Ugaz, 1988). El 

espectro infrarrojo aporta datos adicionales de la mayoría de los compuestos 

orgánicos y puede dividirse en dos partes: las bandas de vibración de sustituyentes 

específicos entre 1300 y 4000 cm-1 y las bandas de vibración del esqueleto 

hidrocarbonado (C-C y C-H) entre 650 y 1400 cm-1. En el análisis espectral, la zona 

entre 1400 y 4000 cm-1 es de gran utilidad. Las bandas entre 1650 y 1800 cm-1 

indican C=O y según el valor exacto, puede interpretarse la situación del carbonilo; la 

presencia de dobles enlaces (aislados o conjugados) y de sistemas aromáticos; los 

distintos tipos de sustitución sobre anillos bencénicos.  

La Espectrometría de Masa también desempeña un papel importante en la 

determinación de la estructura de los flavonoides. Resulta muy ventajosa sobre todo 

por la baja cantidad de muestra necesaria para el análisis. Deben ser considerados 

al utilizar este método los pesos moleculares para los grupos básicos y el incremento 

de determinadas unidades si se trata de grupos hidroxilos, metoxilos y azúcares 

como principales sustituyentes (Lock de Ugaz, 1988).  

La resonancia magnética nuclear se señala como una técnica de caracterización 

estructural de valor indiscutible. Los disolventes comúnmente empleados en la 

realización del espectro protónico son acetona-d6 (2,05 ppm), cloroformo (CDCl3) (7, 

25 ppm), dimetilsulfóxido-d6 (DMSO-d6) (2,5 ppm), metanol-d4 (CDOH-d4) (3,35 ppm) 

y piridina-d5 (7,0; 7,35 y 8,5 ppm). Complementariamente el espectro de RMN de 

carbono 13 (RMN 13 C) ofrece el número y el entorno de los átomos presentes en la 

estructura, así como la identificación de las uniones entre los carbonos de la 

estructura y los azúcares que puedan estar presentes como sustituyentes en formas 

glicosídicas. 

1.5. Consideraciones finales 

No se han realizado estudios químicos sobre la especie Capraria biflora L. que 

validen su uso tradicional como antiinflamatorio. 
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Las principales aplicaciones etnomédicas de la planta refieren el uso de  la decocción 

o infusión de las hojas como antiinflamatoria y analgésica  y estas no se encuentran 

debidamente fundamentadas. 

La presencia de flavonoides en la familia Schrophulareaceae resulta común, lo cual 

sugiere una posible presencia de estos metabolitos en el género Capraria, esto 

pudiera justificar el uso de la especie como antiinflamatorio y/o analgésico.  

Los flavonoides pueden ser aislados de extractos naturales por medio de la 

cromatografía  clásica de columna, usando como adsorbentes sustancias  tales como 

celulosa, poliamida y sílica; y como eluyentes, mezclas de disolventes de diferentes 

polaridades. Empleando para su purificación la cromatografía sobre sephadex LH-20 

y la cromatografía líquida de elevada eficacia en fase reversa (RP-18). 

La utilización de las hojas como droga para la producción de medicamentos puede 

permitir un uso más sostenible  de la especie. 

Considerando estos antecedentes se estima recomendar el estudio químico y 

biológico de extractos provenientes de las hojas de esta especie como 

antiinflamatorio y analgésico.  
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2. MATERIALES Y MÉTODOS 

Reactivos empleados en el trabajo experimental 

Los reactivos empleados en las diferentes fases experimentales se relacionan a 

continuación: n-butanol, cloroformo, isopropileter, metanol, tricloruro de aluminio 

(Merck); Acetato de etilo, hesperitina, hesperidina, naringenina, naringina, rutina, 

quercetina (Acros organic); amoniaco (Panreac); ácido acetilsalicílico, sulfato de 

morfina, carragenina, indometacina (Sigma); sulfato de sodio anhidro (ANALAR); ácido 

sulfúrico, anisaldehido, etanol absoluto, dimetilsulfoxido, ácido acético glacial. En todos 

los casos se consideraron las especificaciones de calidad (puro para análisis, calidad 

espectroscópica) según correspondiera a cada caso.  

2.1. Procesamiento del material vegetal  

2.1.1. Recolección  

La recolección del material vegetal se realizó en horas tempranas de la mañana, en 

áreas cercanas a la Universidad Central de las Villas, en el mes de Febrero del 2002; 

las partes aéreas se trasladaron en bolsas de nylon hasta el laboratorio de 

Farmacognosia y Química Farmacéutica donde se lavaron con abundante agua potable 

y se procedió a la selección de las hojas como material de interés. Previo al 

procesamiento del material, se realizó la comprobación botánica de la especie por el Dr. 

Cristóbal Ríos Albuerne, especialista en Taxonomía Vegetal del citado centro de 

estudios. Ejemplares de la planta se compararon con muestras identificadas en el 

herbario localizado en el Jardín Botánico de la citada institución, bajo el número 08132.  

2.1.2. Estandarización del secado 

Métodos: El secado se realizó por tres vías: a la sombra en bandejas metálicas 

cubiertas de papel de filtro sobre las cuales se esparcían las hojas; al sol utilizando 
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bandejas esmaltadas cubiertas por rejillas metálicas bien finas y mediante calor artificial 

utilizando estufa, Thelco ® modelo 70, y extendiendo las hojas en capas delgadas 

sobre bandejas metálicas a 30oC, según reportó Claus en 1985. El registro de secado 

se siguió con una frecuencia de 24 horas entre una pesada y otra para el caso de la 

sombra; de 5 horas para el sol y de 12 horas para la estufa hasta obtener peso 

constante, en todos los casos el material se removió varias veces para evitar 

fermentaciones o contaminaciones microbiológicas. Las mediciones se realizaron en 

balanza técnica monoplano, Sartorius. En todos los casos se realizaron tres réplicas 

para cada lote. 

Una vez logrado peso constante en cada uno de los lotes, el material se trituró, de 

forma independiente, en un molino de cuchillas, Retsch Gmbh 5657 tipo SR-2, 

utilizando un tamiz de 0.75 mm. 

Parámetros evaluados: Para la estandarización del secado se evaluaron los 

siguientes parámetros: aspecto de la droga, tiempo de secado, humedad residual, esta 

última según metodología descrita en la Norma Ramal De Salud Pública (NRSP) #309, 

1992.  

La composición química de cada lote se evaluó cualitativamente siguiendo la técnica 

establecida para el tamizaje fitoquímico por Miranda y Cuéllar en el año 2000. Se utilizó 

la maceración como metodología de extracción y se empleó de manera sucesiva tres 

disolventes de diferente polaridad: éter etílico, etanol y agua destilada, macerando 

durante 48 horas para cada disolvente. Se realizaron los ensayos para los grupos de 

metabolitos fundamentales establecidos para cada disolvente, realizando tres réplicas 

en cada caso.  

Adicionalmente cada extracto se evaluó en CCD empleando las siguientes condiciones: 

gel de sílice 60 (Merck, 0.25 mm) y cloroformo, EtOAc: MeOH: H2O (7:2:1 v/v), nBuOH: 

CH3-COOH: H2O (4:1:5, v/v/v, fase superior) como fase móviles para los extractos 

etéreos, alcohólicos y acuosos respectivamente. Los cromatogramas se examinaron 

bajo luz UV254 nm y UV366 nm previo al revelado con ácido sulfúrico 20% / Metanol 

(revelador universal), tricloruro de aluminio 1% en etanol visualizado a 365 nm para 
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flavonoides (Lock de Ugaz, 1988), reactivo de Dragendorff para alcaloides (Wagner y 

Blandt, 1996), reactivo de anisaldehido sulfúrico para reveler la presencia de  

terpenoides (Wagner y Blandt, 1996) y tricloruro de hierro para compuestos fenólicos 

(European Pharmacoppeia, 2005).  

2.1.3. Definición del método de extracción 

Con el objetivo de definir él método más adecuado para la obtención del extracto 

acuoso se realizó un estudio comparativo preliminar entre cuatro métodos de 

extracción: decocción, infusión, maceración por 48 horas y extracción por soxhlet 

manteniendo en todos los casos de manera constante la relación droga/agua (10 g de 

droga seca/ 100mL de agua). Se tomaron como parámetros de análisis la 

determinación de sólidos totales, siguiendo las especificaciones de la NRSP # 310, 

(1992) y los resultados del tamizaje fitoquímico según establecen Miranda y Cuéllar, 

(2001).  

Adicionalmente los extractos se evaluaron por cromatografía de placa delgada (CCD) 

empleando placas de gel de sílice GF para cromatografía en capa fina, Merck 

(dimensión 5x10cm) y como fase móvil la mezcla, n-butanol: ácido acético: agua (4:1:5, 

fase superior). Se emplearon como reveladores: luz UV λ: 254 y 366, y como soluciones 

reveladoras: solución de tricloruro de aluminio (1 %) y tricloruro férrico (1%).  

Una vez definido el método de extracción, el extracto acuoso correspondiente se liofilizó 

en el Laboratorio de Tecnología del Centro de Investigación y Desarrollo de 

Medicamentos (CIDEM), siguiendo, los procedimientos normados en dicho centro y 

empleando un equipo Liofilizador, Edwards High Vacuum LTD, modelo EPG-592. El 

liofilizado obtenido se conservó a 4 °C hasta la evaluación farmacológica, momento en 

el cual se reconstituyó con agua destilada en cantidad suficiente para establecer las 

dosis previstas en cada diseño experimental. 

2.2. Evaluaciones preclínicas 

En todos los casos se tuvo especial cuidado en el cumplimiento de las consideraciones 

éticas internacionales para el cuidado de los animales de laboratorio y las regulaciones 
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nacionales establecidas para la experimentación animal. Los diseños experimentales se 

evaluaron y aprobaron por el comité de bioética de la unidad de toxicología 

experimental (UTEX) del Instituto Superior de Ciencias Médicas de Villa Clara (Anexo 

1). 

2.2.1. Evaluación del efecto antiinflamatorio  

En la evaluación del efecto antiinflamatorio del extracto acuoso de Capraria biflora L. se 

utilizaron tres modelos experimentales: el edema plantar inducido por carragenina 

(Winter, 1962) y la peritonitis inducida por carragenina (Griswold y col., 1987) y la 

evaluación de la migración leucocitaria en embriones de peces cebra (Lieschke y col., 

2001). 

2.2.1.1. Edema plantar inducido por carragenina 

-Material biológico: Se utilizaron ratas Wistar de 210 ± 40 g de peso, hembras, 

dispuestas en cinco grupos de seis animales cada uno. 

-Descripción de la técnica: Se midieron los volúmenes de la pata posterior derecha de 

las ratas con pie de rey, Mitutoyo, Stainless Hardened, se realizaron tres réplicas (con un 

coeficiente de variación menor del 4%) para la determinación del valor basal. 

Posteriormente se trataron los grupos experimentales: un control negativo que recibió 

solución salina fisiológica y uno positivo al que se le administró Indometacina (10mg/Kg 

de peso (i.p)) como sustancia de referencia; tres grupos problema que recibieron el 

extracto acuoso de Capraria biflora L. a dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg de peso (i.p), 

manteniéndose un volumen de administración constante de 0,5 mL. Transcurrida media 

hora, se administró 0,1 mL de una disolución de carragenina 1% en la aponeurosis 

plantar derecha de todos los animales. Los volúmenes de la pata inflamada se midieron a 

las 2, 3, 4, y 5 horas después de comenzado el experimento.  

Los porcentajes de inflamación se calcularon mediante la expresión: 

% Inflamación= [(Vt – Vo)/Vo] × 100 

 Donde: Vt  es el volumen de la pata inflamada en el tiempo y Vo el volumen basal de la 

pata.  
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2.2.1.2. Peritonitis inducida por carragenina 

-Material biológico: se emplearon ratones Swiss, de ambos sexos, con 27 ± 2 g de 

peso, distribuidos en cinco grupos de 10 animales cada uno. 

-Descripción de la técnica: Se procedió según la técnica establecida por Griswold y 

col. (1987), y descrita en protocolo en el Manual de Investigaciones (CYTED, 1995). Se 

administraron a cada uno de los grupos la solución salina fisiológica, la Indometacina 

7mg/Kg de peso (i.p); y l extracto acuoso liofilizado de Capraria biflora, L. a dosis de 50, 

100 y 200 mg/Kg de peso (i.p), según correspondía con el grupo control negativo, 

control positivo y grupos tratados, respectivamente. Se utilizó un volumen de 

administración de 10 mL/Kg de peso. Una hora después se administró 0,25 mL (i.p) de 

la solución de carragenina 0,75%. Cinco horas más tarde se sacrificaron los animales, 

lavándose la cavidad peritoneal con 2 mL de PBS, después de un masaje se recogieron 

los fluidos peritoneales con una jeringa y se depositaron en tubos plásticos en baño de 

hielo.  

Conteo de leucocitos: 20 uL (0.02 mL) de muestra homogeneizada se añadieron a 1 mL 

de ácido acético al 2%, se agitó la solución y se aplicó sobre Cámara de Neubauer, y  

se contaron los leucocitos en los cuatro cuadrantes, con microscopio Olympus. 

El número de leucocitos (106/mL) se determinó mediante la siguiente expresión:  

Leucocitos (x 106/mL)= LCx(10x50x1 000)/4; donde LC: leucocitos contados en los 4 

cuadrantes; 10: altura de la cámara; 50: número de diluciones; 4: número de 

cuadrantes; 1 000: 1000mL  

Se calculó para cada grupo los porcentajes de inhibición de la migración leucocitaria con 

respecto al grupo control, según la siguiente expresión:  

%Inhibición =  [(Xcontrol - Xproblema)/  Xcontrol ] x 100 

Donde X: valor medio del número de leucocitos.  

Análisis estadístico: Los datos se procesaron por el programa SPSS de Windows, 

utilizándose las pruebas no paramétricas de Kruskall-Wallis y de Wilcoxon 



Materiales y Métodos                                                                                                               Liliana Vicet Muro 

 29

2.2.1.3. Evaluación de la migración leucocitaria en embriones de Danio rerio 

La ejecución de este novedoso ensayo se realizó en colaboración con el laboratorio de 

biología farmacéutica de la Universidad Católica de Leuven (bélgica), siguiendo la 

metodología descrita por Lieschke y colaboradores, 2001, con modificaciones. Para lo 

cual se utilizó como modelo in vivo embriones de pez cebra de 4 días post-fertilización 

(4pdf) transgénicos de la línea fli-1: EGFP, cultivados en el laboratorio.  

Preparación de las muestras de ensayo: se preparó inicialmente una solución madre 

del extracto acuoso de Capraria biflora L,  para la cual 5 mg del extracto acuoso se 

disolvieron en 100 mL de dimetilsulfóxido (DMSO) para dar una concentración de 50 

mg/mL. De esta solución madre de la muestra de ensayo se tomaron alícuotas de 2, 6 y 

10 µL y se completaron hasta un volumen de 1mL con solución de Danieau`s para dar 

una concentración de 100, 300, 500 µg/ mL respectivamente. 

Reactivo de tinción: se preparó a partir de un kit diagnóstico para leucocitos conocido 

como Leucognost® POX compuesto por dos soluciones, solución A: 4-chloro-1-naphthol 

con tris (hidroximetil) aminometano, como solución tampón y solución B: Peróxido de 

Hidrogeno [H2O2] preparado justo antes del ensayo. 

Adicionalmente se emplearon en el ensayo solución Danieau`s (5mM NaCl, 0.17mM KCl, 

0.33 mM CaCl2, 0.33 mM Mg2SO4, 10−5% azul de metileno), solución 1-fenil-2 tiourea 

(PTU) al 0.03%, tricaina  y una disolución de lipopolisacarido bacteriano (LPS) a una 

concentración de 1 mg/ mL.  

Se conformaron 5 grupos, con 10 embriones cada uno, 3 grupos tratados con el extracto 

acuoso de Capraria biflora, L., un control positivo tratado con indometacina a 

concentración de 100 μM como fármaco de referencia y un grupo control negativo que 

recibió DMSO. 

Desarrollo de la técnica:  

1. Pre-incubaron: Previo al ensayo 100 embriones (1dpf) se incubaron con PTU durante 

3 días para evitar la pigmentación de los embriones. 
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2. Incubación con muestra de ensayo: Los embriones correspondientes a cada grupo 

se colocaron en una placa con solución de Danieau`s removiéndose completamente el 

PTU para evitar interferencias en el estudio. Trascurrido 10 min. se incubaron los 

embriones durante una hora con cada una de las soluciones preparadas anteriormente 

según correspondiera  a los grupos tratados, grupo control negativo  o grupo control 

positivo.  

3. Inducción de la inflamación: los embriones se anestesiaron por inmersión en 

solución de Tricaine (50X). La inflamación se indujo por completa transección o corte de 

la cola auxiliándose de un microscopio para facilitar el corte.    

4. Incubación postcorte: Los embriones de manera independiente se incubaron 

nuevamente en las soluciones correspondientes a cada grupo incluyendo 10µL de la 

disolución de LPS  durante 7 horas.  

5. Sacrificio: con el objetivo de fijar la migración leucocitaria, los embriones son tratados 

con solución de formaldehído al 4% por 5 min,  que provoca la muerte de los embriones.  

6. Determinación de la migración leucocitaria: los embriones por grupo son teñidos 

histológicamente por incubación en 1 mL de la solución del reactivo de tinción durante 10 

minutos y observados al microscopio evaluando la migración de los leucocitos de manera 

independiente en cada embrión.  

7. Interpretación de los resultados: para la interpretación de los resultados se utilizó 

una escala de migración leucocitaria considerando un valor de    ‘0’   , ‘1’   ‘2’   , ‘3’   ‘4’ en 

virtud de la expresión de la actividad de la enzima mieloperoxidasa con el reactivo de 

tinción. calculando el % de migración en relación al grupo control según la expresión 

siguiente  

% migración leucocitaria = [%migración leucocitaria prueba / % migración leucocitaria 

control] x 100 

2.2.1.4. Evaluación del efecto antiinflamatorio por vía oral  

Con el objetivo de profundizar en los estudios del efecto antinflamatorio se decidió en 

una segunda etapa precisar si el extracto conservaba la acción antiinflamatoria al ser 
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administrado por vía oral para lo cual se siguió el protocolo descrito en el epígrafe 2.2.1.1 

para el modelo de edema plantar inducido por carragenina. En este caso el extracto se 

administró a las dosis de 200 y 400mg /Kg de peso.  

2.2.2. Evaluación del efecto analgésico  

Para la evaluación del posible efecto analgésico del extracto acuoso obtenido de las 

hojas de Capraria biflora L. se emplearon dos técnicas experimentales: inducción de 

contorsiones con ácido acético y prueba del plato caliente; para ambos procedimientos 

se siguió el protocolo descrito en el Manual de técnicas de investigación (CYTED, 

1995).  

2.2.2.1. Inducción de contorsiones con ácido acético 

-Material biológico: Se utilizaron ratones Swiss, hembras, de 27 ± 2 g de peso, 

distribuidos aleatoriamente en cinco grupos de 8 animales cada uno: un grupo control y 4 

grupos tratados. El extracto acuoso liofilizado de Capraria biflora, 

L. se administró por vía intraperitoneal a dosis de 50, 100 y 200 mg/Kg de peso. Como 

agente algésico se empleo una solución acuosa de ácido acético al 0,6%; al grupo 

control se le administró solución salina fisiológica (NaCl 0,9 %) y como sustancia de 

referencia el ácido acetil salicílico a dosis de 100 mg/Kg. Las sustancias se pesaron en 

balanza microanalítica, Sartorius. 

-Descripción de la técnica: Se administraron 0,5 mL (i.p.) del extracto acuoso de 

Capraria biflora, L. de las soluciones correspondiente a cada dosis, la solución salina 

fisiológica y el fármaco de referencia, según diseño experimental, 1 hora después se 

administró la disolución de ácido acético (0,6%) (i.p.). Inmediatamente después de la 

administración del agente algésico, cada animal se aisló en una caja individual para 

observar el número de contorsiones o estiramientos durante 20 minutos. Para determinar 

el porciento de analgesia se empleó la fórmula siguiente:  

% Analgesia=[(Xc – Xp)/Xc] × 100, siendo Xp el número de contorsiones del grupo 

problema y Xc  el número de contorsiones del grupo control. 
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2.2.2.2. Prueba del plato caliente 

-Material biológico: Se utilizaron ratones Swiss, con 27 ± 2 g  de peso. Se distribuyeron 

en 5 grupos de seis animales cada uno, seleccionados aleatoriamente. Al igual que la 

técnica anterior se utilizaron tres niveles de dosis: 50,100 y 200 mg/kg. de peso para el 

extracto acuso liofilizado de Capraria biflora, L., un grupo control negativo que recibió 

solución salina  fisiológica y un control positivo que recibió una dosis de 3mg/ Kg de peso 

de sulfato de morfina. Como agente algésico se empleó una placa caliente.  

Descripción de la técnica: El extracto acuoso de Capraria biflora L. a dosis de 50, 100 

y 200 mg/kg de peso, la solución salina y la sustancia de referencia se administraron 

por vía intraperitoneal en un volumen de 0,25 mL. Se efectuaron, antes del tratamiento, 

dos mediciones de tiempo de reacción a cada ratón espaciadas por diez minutos,  el 

valor promedio de ambas determinaciones constituyó el tiempo de reacción basal antes 

del tratamiento (Ta). una hora más tarde, después de la administración de los 

productos, se evaluó el tiempo de reacción post tratamiento (Td). Para cada grupo se 

calculó la media de los tiempos de reacción, los porcentajes de analgesia se 

determinaron por la  siguiente expresión: %Analgesia = [(Td – Ta)/Ta] × 100 

En ambos casos Los datos se procesaron por el programa SPSS de Windows, 

utilizándose las pruebas no paramétricas de Kruskall-Wallis y de Wilcoxon evaluando las 

diferencias entre antes y después del tratamiento. 

2.2.3. Evaluación de la toxicidad aguda del extracto acuoso. 

Se realizó un estudio de toxicidad límite a dosis única con objetivo de evaluar el posible 

grado de toxicidad del extracto acuoso de Capraria biflora, L. El ensayo se realizó según 

las regulaciones de la Organización para la Cooperación Económica y para el Desarrollo 

(OECD, 1998; OECD, 2001) a través del test de dosis límite a un nivel de dosis de 2000 

mg/Kg por vía oral (CYTED, 2002). 

Para un ensayo preliminar se tomaron 4 animales (de ambos sexos), a los cuales se les 

administró el extracto acuoso a dosis de 2000 mg/Kg, por vía oral, mediante cánula 

intragástrica, tras un ayuno previo durante toda la noche. La dosis se dividió en cuatro 
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administraciones para cumplir con el volumen máximo permitido para la especie por esta 

vía (20mL/Kg) con intervalos de tres horas y se permitió el acceso a los alimentos 3 

horas después de la última administración. Se observaron durante 24 horas y al no 

presentarse mortalidad se procedió al ensayo principal (Chan, 1994). 

Descripción de la técnica: Se utilizaron ratas Wistar, de 200 ± 30 g de peso, de ambos 

sexos. Los animales se  mantuvieron en el cubículo de experimentación en condiciones 

ambientales. La administración se realizó por vía oral mediante cánula intragástrica a 

dosis única del extracto acuoso de Capraria biflora L. de 2000 mg/Kg. Los animales del 

estudio se identificaron individualmente por un número mediante tatuajes en las orejas y 

las cajas por medio de tarjetas en las cuales se recogió la siguiente información: grupo 

de tratamiento, sexo, especie, línea y número de cada animal. La ubicación de los 

animales se realizó al azar en los dos grupos experimentales formados, asignándose 10 

animales por grupo. Los animales se mantuvieron en ayunas durante toda la noche 

previa al experimento. Al grupo I se le administró el extracto acuoso a dosis de 2000 

mg/Kg por vía oral, mediante cánula intragástrica dividido en cuatro administraciones. El 

grupo II se tomó como control y solo recibió agua destilada. Se permitió el acceso a los 

alimentos luego de transcurridas tres horas de la administración.  

Se evaluaron los siguientes signos clínicos: 1- cambios en piel, pelos, ojos, membranas, 

mucosas, efecto sobre el SNC, actividad motora, comportamiento; 2- temblores; 3- 

convulsiones; 4- peso; 5- número de muertes y tiempo al que mueren; 6- salivación; 7- 

diarrea; 8- letargia; 9- sueño o coma; 10- observación macroscópica de órganos.  

Los animales se observaron sistemáticamente durante las primeras 24 horas, en los 13 

días restantes la observación se realizó una vez al día. Se controló el peso corporal 

antes de la primera administración, a los 7 días y al final del experimento, antes del 

sacrificio. Las pesadas se realizaron siempre a la misma hora de la mañana.  

Se practicó necropsia a todos los animales después del sacrificio para la observación 

macroscópica de los órganos: corazón, riñones, intestinos, bazo, hígado y pulmones por 

un patólogo especialista. 
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-Análisis estadístico: Los datos se procesaron por el programa SPSS para Windows, 

utilizándose las pruebas no paramétricas de Kruskall-Wallis y de Wilcoxon para muestras 

independientes. 

2.3. Evaluación fitoquímica  

2.3.1. Obtención del extracto acuoso  

El material vegetal seco y molinado (100g), se extrajo con 1L de agua dejando reflujar 

durante 30 min. Posteriormente el extracto se concentró hasta sequedad en un 

rotoevaporador, Buchi R-200.  

2.3.2. Fraccionamiento del extracto acuoso 

2.3.2. 1. Metodología 1 

Se tomaron 10 g del extracto acuoso seco y se redisolvieron en agua (300 mL) y 

fraccionaron mediante sucesivas extracciones líquido-líquido con n-butanol, 

obteniéndose dos fracciones, butanólica y acuosa, las cuales se reunieron y 

concentraron  hasta sequedad en rotoevaporador.  

2.3.2.1.1. Evaluación cualitativa y farmacológica de las fracciones  

Cada una de las fracciones se evaluó a través del tamizaje fitoquímico y análisis 

cualitativo por cromatografía en capa delgada (CCD) empleando placas de gel de sílice 

60, y como fases móviles: cloroformo/ metanol (2:1) y (2:1:5); acetato de etilo/ metanol 

(85:15), (70:30) y (80:20); diclorometano/metanol (85:15); y n-butanol/ácido 

acético/agua (40:10:50) (BAW); para el revelado se empleó lámpara UV (CAMAG) a λ 

254-366nm y  tricloruro de aluminio (1% en etanol).  

Las fracciones se evaluaron farmacológicamente empleando el ensayo de migración 

leucocitaria en embriones de pez cebra según se describe en el epígrafe 2.2.1.3.  

2.3.2.1.2. Aislamiento y purificación de los compuestos mayoritarios presentes en 
la fracción butanólica FB1 

El extracto n-butanólico se redisolvió en metanol y se adicionó sobre éter, 

centrifugándose a 3000 rev/min, obteniéndose un sobrenadante (S) y un crudo (II). 
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Estas fracciones se evaluaron por cromatografía en capa delgada en iguales 

condiciones que el extracto n-butanólico.  

Se redujo el volumen del sobrenadante y se dejó en reposo 72 horas, al cabo de este 

tiempo se filtró y se lavó sucesivamente con acetona y metanol; el precipitado 

obteniendo nombrado Cb1 se sometió a evaluación espectroscópica. 

Separación por cromatografía en capa delgada preparativa del crudo (CCDp)  

Se procedió a la separación y purificación de los compuestos mayoritarios presentes en 

el crudo II, para ello se realizó una cromatografía preparativa (CCDp), utilizando como 

fase móvil n-butanol/ácido acético/agua (40:10:50) (BAW) y como fase estacionaria gel 

de sílice. Las franjas obtenidas se rasparon y posteriormente se lavaron varias veces 

con metanol. Las fracciones correspondientes se evaluaron por CCD y se reunieron 

según su perfil cromatográfico en tres nuevas fracciones (FI-FIII).  

Las franjas F-II y F-III se sometieron a cristalización en metanol caliente, lavando los 

precipitados con éter etílico. Se obtuvieron dos compuestos denominados Cb2 y Cb3. 

Los productos obtenidos se evaluaron por cromatografía en capa delgada bidimensional 

empleando la mezcla de n-butanol/ácido acético/agua (40:10:50) y ácido acético 10% 

como fases móviles y utilizando como fase estacionaria gel de sílice.  

Esta metodología de fraccionamiento  se resume en la figura 1.  

2.3.2.2.  Metodología 2 

Con el objetivo de profundizar en el estudio fitoquímico del extracto acuoso obtenido 

según la metodología descrita en el epígrafe 2.3.1, se tomaron 20 gramos del extracto 

acuoso (seco) y se fraccionaron mediante extracciones sucesivas líquido-líquido con 

cloroformo (10 x 100mL) y n-butanol (10 x 100mL). 

Cada una de las fracciones obtenidas: fracción de cloroformo (FC), fracción n-

butanólica (FB2) y fracción acuosa remanente (FAr),  se concentraron a sequedad en un 

rotoevaporador.  
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2.3.2.2.1. Evaluación cualitativa y farmacológica de las fracciones  

Las fracciones obtenidas en el proceso de partición se evaluaron a través de técnicas 

de tamizaje fitoquímico (Miranda y Cuellar, 2000) y por cromatografía en capa delgada 

(CCD) empleando placas de gel de sílice (ALUGRAM ®, y RP 18, Macherey-Nagel) y 

como fases móviles tolueno: formiato de etilo:ácido fórmico (4:1:5); acetato de etilo: 

metanol: agua (7:2:1) y n-butanol: ácido acético: agua (BAW) (4:1:5, fase superior), 

(6:1.5:2.5). Para la visualización de las manchas en los cromatogramas se empleó 

lámpara UV (CAMAG) a λ 254-366nm y tricloruro de aluminio (1% en etanol). Las 

fracciones se evaluaron  farmacológicamente empleando el ensayo de de inflamación 

inducida en  embriones de pez cebra según se describe en el epígrafe 2.2.1.3.  

2.3.2.2.2. Aislamiento y purificación de los compuestos mayoritarios presentes en 
la fracción de cloroformo (FC) 

Para la identificación de los ácidos grasos presentes en la fracción de cloroformo, una 

muestra del semisólido FC se analizó por cromatografía gaseosa. Se empleó para el 

análisis un cromatógrafo de gases, Agilent Technologies, con detector de ionización por 

llama, columna capilar de sílice fundida VA-WAX (polietlenglicol) de 30 m de largo y 

0.53 mm de diámetro interno, se utilizó nitrógeno e hidrógeno para cromatografía, como 

gas portador y auxiliar respectivamente, con un flujo de 1.3 mL/min. La programación 

de temperatura en la columna fue de 120°C, isotérmico por 10 minutos, velocidad de 

calentamiento de 20°C por minuto hasta 180°C, permaneciendo por 70 minutos a esta 

temperatura. 

Previo al análisis cromatográfico, la muestra se sometió a un proceso de esterificación 

según la técnica descrita por Christie W., (1993) con modificaciones, recomendada por 

la literatura para la derivatización de ácidos grasos. Para la preparación de la muestra 

de análisis 50 mg de FC se disolvieron en 1mL de tolueno y se reflujaron con ácido 

sulfúrico al 1% en metanol durante dos horas, trascurrido este tiempo se adicionaron 5 

mL de solución de cloruro de sodio al 5%, se transfirió a un embudo separador y se 

extrajo, dos veces, con 5 mL de n heptano. A la fase orgánica se le adicionó 

bicarbonato de potasio al 2%, se recuperó la fase orgánica en embudo separador y se 
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secó con sulfato de sodio anhidro. Posteriormente se filtró, se concentró a sequedad en 

rotoevaporador y se redisolvió en 2 mL de heptano en un matraz aforado, de esta 

muestra de ensayo se tomó 1μL para la inyección en el cromatógrafo de gases.  

La identificación de los ácidos grasos presentes en la fracción se realizó por 

comparación de los tiempos de retención de los componentes de la muestra con los 

obtenidos para las soluciones al 10% de los siguientes patrones de ácidos grasos: metil 

hexanoato (caproato), metil heptanoato, metil octanoato (caprilato), metil nonanoato 

(pelargonato), metil docasanoato (behenato), metil hendecanoato (undecanoato), metil 

dodecanoato (laurato), metil tetradecanoato (miristato), metil hecadecanoato 

(palmitato), metil linoleato, metil oleato, metil octadecanoato (estearato). Todos los 

patrones procedían de la firma PolyScience, con un certificado de pureza de 99% y  se 

inyectó en cada caso 1 µL.   

Adicionalmente y con el objetivo de separar el resto de los componentes presentes en 

la fracción de cloroformo (FC), se disolvieron 400 mg de FC, se aplicaron sobre 

columna cromatográfica de gel de sílice preempaquetada (4g), Grace Resolv y equipo 

LaFlash, System 100-25-2 UVF. Se eluyó con una fase móvil conformada por la mezcla 

acetato de etilo: metanol en una relación 8:2 (v:v) y un flujo de 10 mL/min. Cada una de 

las fracciones obtenidas se cromatografió en placa de gel de sílice, ALUGRAM ®, 

Merck, y se eluyó con acetato de etilo: metanol (8:2, v/v); se reunieron según su perfil 

cromatográfico en tres subfracciones FC-I, FC-II y FC-III. 

La subfracción FC-III se recromatografió en columna de sephadex LH20 y metanol: 

agua (6:4) como fase móvil, las fracciones resultantes se reunieron según perfil 

cromatográfico en las placas RP 18, empleando la misma fase móvil. La fracción 

purificada (C3) se destinó a caracterización espectroscópica.  

De igual modo, la subfracción FC-II se recromatografió en columna de sephadex LH20 

y metanol: agua (9:1) como fase móvil, las fracciones obtenidas se reunieron según 

perfil cromatográfico en las placas RP 18, empleando la misma fase móvil. La fracción 

purificada (C4) se comparó por CCD en dos condiciones con patrón de feoforbide, (en 

el primer caso: fase reversa: alugramn ® RP 18, metanol: agua (9:1) y en segundo 
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caso: fase normal con gel de sílice, ALUGRAM ®, acetato de etilo: metanol (8:2, v:v) y 

se destinó a evaluación espectroscópica.  

Finalmente, la subfracción FC-I se recromatografió en sephadex LH20 y metanol:agua 

(6:4) como fase móvil, y las fracciones se reunieron según perfil cromatográfico en  las 

placas RP 18, empleando la misma fase móvil. La fracción purificada (C5) se destinó a 

evaluación espectroscópica.   

2.3.2.2.3. Aislamiento y purificación de los compuestos presentes en la fracción 
de n-butanol (FB2) 

Con el objetivo de separar los componentes presentes en la fracción de n-butanol (FB2) 

se  aplicaron 1.55g del sólido FB2 sobre columna cromatográfica de gel de sílice  

preempaquetada (10g), Merck Chimie SAS (SVF D26 tamaño de partícula 15-40µm) en 

equipo La flash a 10 ml/min como velocidad de flujo empleando como fases móviles  

acetato de etilo: metanol 7:3 (v/v) y acetato de etilo: Metanol: agua 7:2:1 (v/v/v) 

obteniéndose fracciones de 10ml cada una.  

Las fracciones obtenidas de la columna cromatográfica se reunieron según su perfil 

cromatográfico en placa de gel de sílice y acetato de etilo: metanol: agua (7:2:1 v/v/v) 

como fase móvil, para obtener tres subfracciones FB2-I, FB2-II y FB2-III. La subfracción 

FB2-II se recromatografió en sephadex LH20 y metanol: agua (6:4) como fase móvil, las 

fracciones obtenidas se reunieron según perfil cromatográfico en placas RP-18, 

empleando la misma fase móvil. El compuesto obtenido fue nombrado como B3 y se 

sometió a análisis espectroscópico.  

La metodología se resume en la figura 2.  

2.3.3 Análisis espectroscópico de los compuestos aislados 

Los compuestos nombrados Cb1, Cb2, C4, C5 y B3 fueron evaluados 

espectroscópicamente.  

Se registró el espectro UV/Vis, en un equipo Genesy, tomando por separado 1mg de 

cada compuesto y diluyendo en 25mL de metanol. La lectura se realizó desde 200 

hasta 400nm (Marby y col, 1970; Harbone, 1988). 



Materiales y Métodos                                                                                                               Liliana Vicet Muro 

 39

El análisis por espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN 1H y 13C), se 

realizó en dimetilsulfoxido (DMSO) y metanol como disolventes a 37 °C en instrumento 

Broker AMX 400-300 y 400MHZ para el protónico y 100 MHZ para el de carbono. Los 

corrimientos químicos se informan en ppm tomando como referencia al trimetilsilano.  

2.4. Determinación de los parámetros de calidad de la droga obtenida a partir de 
las hojas de Capraria biflora L.  

Con el objetivo de evaluar los índices farmacognósticos para las hojas de Capraria 

biflora L. que permitan establecer parámetros de calidad, se realizaron los ensayos 

referidos NRSP # 309 (1992) y la British Pharmacopoeia, (2004) 

2.4.1. Ensayos cualitativos de identificación del material vegetal 

A) Descripción macroscópica Se realizó la descripción macroscópica de las hojas de 

Capraria biflora L, tomando en consideración los apuntes de León, (1957) y Roig, 

(1988) para la especie y las especificaciones de Evans, (2000) para esta descripción. 

Se tomaron hojas provenientes de ejemplares que se encontraban al inicio de la 

floración y fructificación en pleno estado de desarrollo. La descripción detallada se 

realizó considerando forma del limbo, color, textura y disposición en el tallo. 

B) Descripción microscópica: Se le realizaron cortes longitudinales y transversales a 

muestras procedentes de la droga fresca y se observó detalladamente al microscopio 

óptico, empleando solución de hidrato de cloral para favorecer la observación y ensayos 

histoquímicos utilizando disoluciones de Sudan III para sustancias lipídicas y disolución 

de cloruro férrico para sustancias fenólicas según descripción de Aquino y 

colaboradores, 2001. 

2.4.2. Ensayos específicos 

En todos los ensayos especificas se usó el método estadístico de Bowker para el 

cálculo de las especificaciones, (Espinosa, 1987) (ICH, 2005). En este caso se 

procesaron 25 muestras; para determinar el límite unilateral de máximo en cada prueba, 

se tomó como criterio que el 99,5% esté contenido dentro de los límites con un 95% de 

confianza. 
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A) Pérdida por desecación: De la muestra de ensayo correspondiente al lote secado 

en estufa (lote III) se pesó 1g, con un error máximo de 0,5 mg, se transfirió a un 

pesafiltro, previamente tarado y se desecó a 105
o
C durante dos horas. El pesafiltro se 

colocó en una desecadora, donde se dejó enfriar hasta la temperatura ambiente y se 

pesó, colocándose nuevamente en la estufa durante dos horas; se repitió esta 

operación hasta obtener una masa constante.  

B) Cenizas totales: De la muestra de ensayo (lote III), se pesó con exactitud 0,5 g en 

un crisol previamente tarado. Se calentó hasta carbonización, en mechero de gas, 

hasta que no se observaron humos densos. Se incineró a 650 ºC durante dos horas en 

un horno mufla, Selecta-Horn, posteriormente los crisoles se colocaron en una 

desecadora y se enfriaron hasta temperatura ambiente. El procedimiento se repitió 

hasta que la diferencia entre dos pesadas consecutivas no fue mayor a 0,5 mg.  

Para informar los valores se realizaron los cálculos correspondientes según las 

expresiones: C1= (M2-M/ M1-M) x100 y   Ct= C1 x 100/ (100-H); donde C1 es el porciento 

de cenizas totales en base hidratada; Ct- Cenizas totales en base anhidra; M- masa del 

crisol vacío (g), M1 -masa del crisol con muestra(g), M2- masa del crisol con cenizas (g); 

100- factor matemático ; H- humedad residual del material vegetal.  

C) Cenizas insolubles en ácido clorhídrico: Las cenizas insolubles en ácido 

clorhídrico (HCL) se obtuvieron al tratar el residuo de las cenizas totales con ácido 

clorhídrico concentrado. En el crisol, se añadió al residuo obtenido en la determinación 

de cenizas totales, 15 mL de agua y 10 mL de HCl. Se cubrió con un vidrio reloj y se 

hirvió, en una plancha de calentamiento, suavemente durante 10 minutos. Después se 

enfrió, se filtró a través de un papel de filtro libre de cenizas y se lavó con agua caliente 

hasta pH neutro en el filtrado. Las cenizas insolubles se incineraron y se dejaron enfriar 

en una  desecadora y se pesaron. Se repitió la incineración hasta que la diferencia 

entre dos pesadas sucesivas no excediera de 1 mg.  

Para informar los valores se realizaron los cálculos correspondientes según las 

expresiones siguientes: 
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 C1= (M2-M/ M1-M) x100 y Ci= C1 x 100/ (100-H); donde C1- porciento de cenizas 

insolubles en ácido clorhidrico; M -masa del crisol vacío (g);  M2 -masa del crisol con 

cenizas insolubles en ácido (g); M1 - masa del crisol con muestra de ensayo (g).  

D) Cenizas solubles en agua: Para informar los valores se realizaron los cálculos 

correspondientes según las expresiones: 

 C1= (M2-M4/ M1-M) x100 y CA= C1 x 100/ (100-H); donde C1 -porciento de cenizas 

solubles en agua; M4 -masa del crisol con cenizas insolubles en agua (g); M2 -masa del 

crisol con cenizas totales (g); el resto de las denotaciones tienen el mismo significado 

que en los ensayos anteriores. 

E) Sustancias solubles: El porciento de sustancias solubles en base anhidra se 

calcula mediante la formula siguiente: Ss= Rx500x100/(M(100-H)), donde: Sssustancias 

solubles en base anhidra (%); H - humedad de la muestra (%); 500 y 100 (factores 

matemáticos para los cálculos); R -Residuo de la muestra (g); M -masa de la muestra 

(g). Con el objetivo de evaluar la capacidad extractiva de diferentes disolventes, en la 

especie botánica en estudio, la experiencia se realizó empleando tres disolventes 

diferentes: agua destilada, etanol, mezcla hidroalcohólica 50%.  

2.4.3. Otros índices farmagnósticos  

Con el objetivo de profundizar en la caracterización del material vegetal se 

determinaron adicionalmente los siguientes índices farmacognósticos: hojas 

ennegrecidas, otras partes de la propia planta, materia orgánica extraña y materia 

inorgánica extraña según se describen en la NRSP # 309. Estos índices se 

determinaron a partir de 100g de material vegetal por separación manual de las 

materias extrañas y se  empleó una lupa estereoscópica para facilitar la observación.  
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Precipitar sobre eter   

SOBRENADANTE CRUDO II 

Cristalizar en metanol 

Cb1 

Cb2 

1-CCD     gel de silice 
                n-butanol: ácido acético: agua (4:1:5) 
                tricloruro de aluminio (1%) 
  
2-CCDp    gel de silice 
                 n-butanol: ácido acético: agua (4:1:5) 
                  tricloruro de aluminio (1%) 

Fracción butanólica  
(FB) CG  

Fracción acuosa 
remanente  

Extracto acuoso 
Extraer con nbutanol 

 

Figura 1. Diagrama de flujo metodología 1 
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Figura 2. Diagrama de flujo metodología 2 
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  

3.1. Procesamiento del material vegetal  

3.1.1. Recolección 

Teniendo en cuenta la información etnobotánica (Roig, 1988; Villar y Villavicencio, 

1994, Scofield, 2002; Lans, 2004 a yb) referida para la especie Capraria biflora, L. se 

decidió el estudio de las hojas en lugar de las raíces por ser las partes aéreas las 

más empleadas en la medicina tradicional, en enfermedades asociadas a procesos 

inflamatorios, esto permitiría además, un uso más racional de la especie botánica.  

Para la recolección de material vegetal con fines farmacéuticos debe asegurarse la 

identidad de la droga; que debe ser recolectada e identificada por un personal 

experto y capacitado. En el presente trabajo, se realizó, la identificación taxonómica 

del material vegetal por un especialista en la temática, como criterio seguro de su 

identidad botánica, observándose una total correspondencia con las características 

del material recogido en herbario y con la descripción botánica establecida en la 

literatura (Edwin, 1971; León, 1957; Roig, 1988). 

La recolección de drogas provenientes de plantas cultivadas asegura una fuente 

natural valiosa para la obtención de productos de calidad, lo que no siempre se logra 

en el caso de las drogas obtenidas de plantas silvestres. En la droga que nos ocupa 

la recolección del material se realizó de forma manual, pues es la técnica que se 

aconseja para plantas silvestres. Se realizó en horas tempranas de la mañana, 

tomando las partes aéreas y procurando dejar ramas suficientes para garantizar el 

normal desarrollo de la planta y así un uso sostenible de este recurso natural. Las 

plantas tras la recolección mantuvieron su normal desarrollo y permitieron realizar 

hasta tres colectas anuales; lo cual resultó ventajoso desde el punto de vista 

medioambiental al reducir el impacto sobre la biodiversidad de la zona.  

Las hojas recolectadas se lavaron cuidadosamente con agua potable garantizando 

la limpieza del material vegetal.  
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3.1.2. Estandarización del secado 

El secado del material en estudio se realizó por tres vías: a la sombra, al sol y 

mediante calor artificial a la estufa. El momento final del proceso se estableció al 

obtener peso constante, tras lo cual la droga se trituró en un molino de cuchillas y se 

determinó la humedad residual, los resultados aparecen en la Tabla 1.  

Tabla 1. Resultados de los índices de secado.  

Método Tiempo de secado 
(días) 

Humedad residual (%) 
X± DS 

sombra 15 8.10±0.04 

sol 8 8.50 ±0.03 

estufa 5 7.58±0.06 

 X: Media de 3 determinaciones; SD: Desviación Standard 

Las hojas de la planta sometidas al secado a la sombra variante referida por Roig, 

1988, tardaron en secarse 15 días, muy superior al alcanzado para los métodos en 

estufa y al sol, con 5 y 8 días respectivamente. Estos resultados pueden deberse 

fundamentalmente a las variaciones en cuanto a la humedad ambiental en el período 

de estudio pues el peso del material vegetal fluctuaba mucho de un día a otro lo cual 

sugirió que en esos periodos el material ganaba humedad lo cual justificaba su 

incremento en peso, este comportamiento resultaba mas evidente para el método a 

la sombra, lo cual motivó que se extendiera el proceso hasta 15 días. 

Los valores obtenidos para el porciento de humedad residual en los tres métodos 

evaluados estuvieron dentro de los límites establecidos por farmacopeas 

internacionales y normas nacionales de droga compuestas por este tipo de material 

vegetal, donde se establece un valor del 10% como límite para este parámetro y 

para garantizar de este modo, una calidad adecuada del material posterior al secado 

(Sharapin, 2000). En todos los métodos evaluados el secado permitió eliminar 

suficiente cantidad de humedad como para favorecer la conservación de la calidad 

de la droga y prevenir el deterioro de la misma, ya sea por enmohecimiento, acción 

de enzimas y/o bacterias y posibles alteraciones químicas por este concepto. Esta 
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operación resulta ventajosa pues adicionalmente a que se fijan los constituyentes, se 

facilitan los procesos de trituración necesarios para obtener una forma más 

conveniente para su comercialización y almacenamiento (Claus, 1985).  

Analizando el porcentaje de humedad residual y el tiempo de secado, se evidencia 

que el método de secado en estufa es más eficaz, por eliminar mayor contenido de 

agua del material vegetal en un menor tiempo, lo cual hace ventajoso el método con 

respecto al resto de los evaluados.  

Por otra parte también es significativo el aspecto o características de la droga al 

finalizar el estudio, pues el material secado al sol y a la estufa mantuvieron su color 

verde intenso, en cambio la droga proveniente del secado a la sombra se mostró 

algo descolorida, lo cual pudiera ser un indicativo de un posible cambio en la 

composición y por tanto de deterioro de la droga. 

Adicionalmente cada lote de material vegetal se evaluó a través de ensayos 

identificativos para los diferentes grupos químicos de los metabolitos secundarios 

presentes en la planta (Tabla 2). 

Del análisis de estos resultados se pudo conocer que en ninguno de los extractos 

correspondientes a los diferentes lotes evaluados, se observó la presencia de 

coumarinas, resinas, ni glicósidos cardiotónicos, estos últimos reportados para 

varios géneros de la familia (Evans, 2000). De igual manera se puede inferir la 

presencia de lípidos, esteroides, saponinas, compuestos con grupos amino, 

alcaloides, quinonas, flavonoides, compuestos reductores, compuestos fenólicos y 

taninos, resultados novedosos para las hojas de la especie, pues no se informa en la 

literatura estudios anteriores que involucren un análisis cualitativo de los metabolitos 

presentes en la planta en estudio.  

Los resultados cromatográficos confirmaron en los extractos la presencia de lípidos, 

esteroides, saponinas, aminoácidos, quinonas, flavonoides, compuestos reductores, 

compuestos fenólicos y taninos, no así para el caso de los alcaloides donde no se 

observó ninguna evidencia de su presencia en el cromatograma por lo que puede 

considerarse un falso positivo a los resultados vistos en el tamizaje cualitativo; en 

correspondencia con lo informado por la literatura, pues este tipo de compuesto 

raramente se informa en la familia Schrophulareaceae a la cual pertenece la especie 

en estudio (Evans, 2000). 
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       Tabla 2: Resultados del tamizaje fitoquímico para los métodos de secado. 

EXTRACTO METABOLITO FRESCA ESTUFA SOL SOMBRA 
Alcaloides - - - - 
Coumarinas - - - - 
Lípidos ++ ++ ++ + 

Etéreo 

Esteroides + + + + 
Resinas - - - - 
Esteroides + + + - 
Saponinas  + + + + 
Alcaloides + - - ++ 
Glicósidos cardiotónicos - - - - 
Compuestos  reductores - - - - 
Coumarinas - - - - 
Compuestos fenólicos y  taninos + ++ - ++ 
Quinonas - - - - 
Flavonoides + + + + 

Alcohólico 

Antocianidinas - + - + 
Alcaloides + + + ++ 
Compuestos  reductores + + + + 
Saponinas  + + + + 
Flavonoides + ++ ++ ++ 
Compuestos fenólicos y  taninos + + - ++ 

Acuoso 

Aminoácidos + + + + 
 

Desde el punto de vista cromatográfico no se observaron diferencias en cuanto a 

número de manchas y Rf observados en los extractos provenientes de los diferentes 

lotes evaluados, y aunque en casos como el sol algunas manchas aparecen menos 

intensas, no se observaron indicios de una posible degradación, puede considerarse 

en consecuencia que las diferencias observadas en el tamizaje fitoquímico pudieran  

estar dadas por posibles interferencias en algunos de los ensayos o por diferencias 

en cuanto al los límites de detección de ambas técnicas de identificación. No 

obstante los resultados obtenidos del tamizaje resultan valiosos pues nos brindan un 
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conocimiento tentativo de los metabolitos presentes en el material vegetal y permite 

establecer una estrategia para el estudio de los metabolitos de mayor interés. 

El análisis de todos los parámetros descritos permitió sugerir el método a la estufa, 

como la variante más adecuado para el secado de las hojas de Capraria biflora, L.. 

3.1.3. Definición del método de extracción 

Previo a las evaluaciones farmacológicas y con el objetivo de definir el método más 

adecuado para la obtención del extracto acuoso, se decidió realizar un estudio 

comparativo entre 4 métodos de extracción, la valoración de los sólidos totales y con 

estos el porciento de extracción y la cromatografía de capa delgada permitió tener 

criterios de selección para el  tipo de proceso extractivo.  

En esta experiencia se emplearon métodos convencionales de infusión y decocción 

así como la maceración y adicionalmente se estudiaron los extractos obtenidos por 

soxhlet. Este estudio permitió comprobar que todos los métodos lograban un 

extracto con similares características organolépticas (color pardo rojizo intenso, 

transparente, sin partículas en suspensión y olor característico aromático y un pH 

ligeramente básico) (Tabla 3). 

Tabla 3: Parámetros físico-químicos de los extractos. 

Parámetros Infusión Decocción Maceración Soxhlet 

Color Pardo rojizo 
 

Pardo rojizo 
intenso 

Pardo rojizo 
intenso 

Pardo rojizo 
intenso 

Descripción 
organoléptica 

Olor 
 

Característico Característico Característico Característico 

% de extracción 5.3 7.9 14.34 30.5 

Los valores obtenidos para los porcientos de extracción indicaron que si bien la 

extracción por infusión y decocción son los métodos más empleados por la 

población, estos lograron una extracción de 5,3 % y 7,9 % respectivamente, menor 

al ser comparada con el resto de los métodos estudiados (14,34% y 30,5%) para 

maceración y soxhlet.  

En cuanto a los resultados del tamizaje fitoquímico desarrollado a los extractos 

(Tabla 4), no se observaron diferencias marcadas entre los métodos. Algunos 
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ensayos, como el del tricloruro férrico y el de compuestos reductores, resultaron más 

notables en los extractos obtenidos por maceración y soxhlet, estos resultados 

pueden estar determinados por las diferentes condiciones de extracción de cada 

método empleado,  originando extractos de diferente concentración. 

    Tabla 4: Resultados del tamizaje fitoquímico de los extractos acuosos obtenidos por diferentes 
métodos de extracción. 

Metabolito Infusión  Decocción Maceración Soxhlet 

Compuestos  reductores + + + ++ 

Saponinas + + + + 

Flavonoides + + ++ ++ 

Compuestos fenólicos + + ++ ++ 

Taninos + + + + 

Aminoácidos + + + + 

Los extractos se evaluaron además por cromatografía en capa delgada (CCD) sobre 

gel de sílice 60 y empleando n-butanol: ácido acético: agua (4:1:5) como fase móvil 

para valorar si el método de extracción modifica la composición de los extractos. El 

desarrollo cromatográfico mostró resultados coincidentes con el tamizaje fitoquimico, 

se observó que se trataba de un extracto de naturaleza muy compleja con 9 

manchas mas o menos resueltas, intensas y con fluorescencia amarilla y azul frente 

a la luz ultravioleta y al ácido sulfúrico (al 50%) empleados como reveladores. En 

todos los extractos evaluados se observó similar comportamiento cromatográfico 

aunque resultaron más evidentes en los extractos obtenidos por soxhlet, en 

particular las manchas de color amarillo intenso con absorción en UV–VIS 

presumiblemente flavonoides si tomamos en consideración las referencias dadas por 

Mabry (1970) y Harborne (1988 b). Se observó también evidencia de la presencia de 

compuestos fenólicos dada la reacción frente al tricloruro de hierro, particularmente 

en las manchas con menor Rf muy cercanas o retenidas en el sitio de aplicación. 

Los resultados cromatográficos indicaron que las diferencias observadas en el 

tamizaje fitoquímico estaban dadas fundamentalmente por baja concentración de los 

 48



   Resultados  y discusión                                                                                                    Liliana Vicet Muro  

compuestos en las muestras evaluadas y no en variaciones que pudieran indicar 

diferente naturaleza de los componentes químicos extraídos.  

En virtud de estos resultados se estableció que la extracción por soxhelt constituía el 

método más adecuado para la obtención del extracto acuoso decidiéndose emplear 

esta variante extractiva en el desarrollo de las pruebas farmacológicas.  

El extracto acuoso  obtenido por este método se liofilizó y se conservó a 4 °C hasta 

el momento de cada ensayo. Justo antes de cada  prueba farmacológica el liofilizado  

se reconstituyó  con  agua destilada en cantidad suficiente para establecer las dosis 

previstas en cada diseño experimental obteniéndose un extracto con características 

similares al extracto acuoso original, coincidiendo con lo informado anteriormente 

por López y colaboradores (2000). 

3.2. Evaluaciones preclínicas 

Los estudios farmacológicos hasta ahora informados en la literatura para esta 

especie (Gongalves y col., 1958, Gongalves y col 1963, Gongalves y col., 2005, 

Vasconcellos y col. 2007) se centran en la acción antimicrobiana, antitumoral y 

antioxidante de extractos procedentes de las raíces y de la biflorina como principal 

compuesto aislado de este órgano de la planta. Sin embargo las principales 

aplicaciones etnomédicas de la planta  refieren el uso de  la decocción o infusión de 

las hojas de la especie, aunque esta no se encuentra debidamente fundamentada, ni 

se tiene información relacionada con la posible composición de los extractos 

obtenidos de las hojas, como parte utilizada en la mayoría de los países 

latinoamericanos donde la planta crece en abundancia.  

Teniendo en cuenta estas referencias, se decidió evaluar farmacológicamente el 

extracto acuoso de las hojas de la planta con el objetivo de comprobar 

científicamente las acciones antiinflamatorias y/o analgésicas atribuidas en 

correspondencia a los usos tradicionales de la especie.  

3.2.1. Evaluación del efecto antiinflamatorio  

3.2.1.1. Edema plantar inducido por carragenina 

El efecto antiinflamatorio del extracto se evaluó a través del edema inducido por 

carragenina. La administración subcutánea de una solución de este  

mucopolisacárido sulfatado, extraído del alga marina Chondrus crispus, en el nivel 
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de la aponeurosis plantar de la rata o del ratón provoca una reacción de carácter 

inflamatorio agudo, no específica que resulta de la acción secuencial de varios 

mediadores, como histamina, serotonina, bradiquinina y por prostaglandinas (Dirosa 

y col., 1971; Heller y col., 1998). Estas mediadores químicos producen un 

incremento en la permeabilidad vascular, promoviendo entonces la acumulación de 

fluidos en los tejidos y como consecuencia el desarrollo del edema (Williams y 

Morley, 1973; White, 1999) el cual es empleado como variable para la evaluación de 

la actividad antiinflamatoria en este modelo farmacológico (Winter, 1962). Además, 

diversos factores del complemento implicados en la inflamación actúan como 

amplificadores de la respuesta (CYTED, 1995). Se plantea que una hora después de 

la administración de la carragenina la histamina y la serotonina tienen un papel 

principal como mediadores. Aproximadamente a las 2 horas intervienen las cininas. 

Entre las 3 y 4 horas después de la inducción ocurre la respuesta vascular máxima 

que coincide con la fase mediada por las prostaglandinas PGE1,  PGE2 y PGF2 

(Sughisita, 1981; Burch y DeHaas, 1990).  

Los resultados mostrados por el extracto acuoso se presentan en el grafico 1. 
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    Grafico 1. Efecto de la administración intraperitoneal  del extracto acuoso sobre el edema inducido 

por carragenina 
 
Los mayores porcientos de inflamación durante toda la experiencia, se observaron 

en el grupo control negativo al cual se le administró solución salina, teniendo su 

máximo de inflamación a las 4 horas con un 98.39 % de inflamación, en 
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correspondencia con el efecto de la administración de la carragenina (Dirosa y col., 

1971; Heller y col., 1998). 

En el grupo tratado con la indometacina, fármaco de referencia para este ensayo, se 

observó una disminución del porciento de inflamación en todos los tiempos 

evaluados, el máximo de inflamación ocurre a las 3h, aunque algunos autores como 

Da Silva y colaboradores (1994) refieren que este puede darse a las 4 horas. 

 La respuesta observada para la indometacina estuvo en correspondencia con lo 

informado en la literatura, según su mecanismo de acción. Esta sustancia inhibe la 

vía de las ciclooxigenasas (Clemente y Paulus, 1994) y por tanto, inhibe la formación 

y liberación de las prostaglandinas que en esta fase (entre las 3 y 4 horas) adquieren 

la máxima manifestación (Dirosa y col., 1971, Burch y Dehaas, 1991) principalmente 

por inhibición de PGE2.  

Con respecto a los grupos tratados con el extracto acuoso de Capraria biflora L., se 

observó que los valores de inflamación logrados tras la administración de la dosis de 

50 mg/Kg de peso resultaron, en todos los tiempos, inferiores a los desarrollados en 

el grupo control, aunque no se observaron diferencias significativas en las primeras 

3 horas (p<0.05) obteniéndose a esta dosis una pequeña y no significativa actividad. 

Solo después de las cinco horas de iniciado el experimento la disminución de la 

inflamación resulto estadísticamente significativa. 

Para el resto de las dosis, 100 y 200 mg/Kg, los resultados estadísticos mostraron 

notables diferencias entre los grupos tratados y el grupo control a las tres y a las 

cuatro horas, manifestándose el efecto antiinflamatorio del extracto con mas de un 

30 % de inhibición de la inflamación.  

Después de superadas las 3 horas las dosis de 100 y 200 mg/Kg de extracto 

mostraron un comportamiento estadísticamente comparable al observado para la 

Indometacina en las condiciones evaluadas (p>0.05).  

Según los resultados del experimento el extracto acuoso de Capraria biflora L. posee 

efecto antiinflamatorio  a dosis superiores a 100 mg/Kg similar a la Indometacina, 

especialmente a 200 mg/Kg, siendo dosis–dependiente en el intervalo de dosis 

experimentado.  

 51



   Resultados  y discusión                                                                                                    Liliana Vicet Muro  

Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Sivaprakasam (1996) para un 

extracto metanólico obtenido a partir de Ochna obtusata y a los obtenidos por 

Rezazadeh y colaboradores (2005) para la administración intraperitoneal de iguales 

dosis de un extracto metanólico obtenido de partes aéreas de Stachys 

schtschegleevii  

La habilidad de reducir el edema producido por la carragenina mostrada por el 

extracto sugiere que la especie contiene uno o varios componentes químicos que 

pueden ser activos en condiciones de inflamación. Si se considera el papel de la 

carragenina en el desarrollo de la respuesta inflamatoria y que también los radicales 

libres juegan un importante papel en el mantenimiento de la respuesta inflamatoria 

mediada por este agente (Boughton y col., 1993), sustancias que inhiban la síntesis 

de prostaglandinas o secuestrantes de radicales de oxigeno pueden disminuir la 

respuesta inflamatoria y pudieran justificar el efecto mostrado por el extracto 

ensayado.  

La presencia en el extracto acuoso de hojas de Capraria biIflora L, de metabolitos 

tales como flavonoides, y otros compuestos fenólicos pudiera explicar el efecto 

antiinflamatorio de este extracto, presumiblemente por inhibición de la síntesis de 

prostaglandinas (Vane, 1971) y otros mediadores de la respuesta inflamatoria 

(Foegh y Ramwell, 2001).  

Existen evidencias de que los polifenoles ejercen acción inhibidora sobre la FLA2 de 

secreción en experimentos in vitro (Gil y col., 1997) y justificar la respuesta 

observada. 

Se conoce que los pfavonoides pueden actuar inhibiendo diversas etapas del 

proceso inflamatorio; algunos disminuyen la infiltración celular; mientras que el otros 

resultan antagonista de algunos efectos de la bradicinina y la angiotensina; por 

ejemplo, el 8-glucósido de hipoletina inhibe la exudación proteica, la migración 

leucocitaria y la actividad de la beta-glucoronidasa; a su vez la quercetina inhibe la 

secreción de histamina por los mastocitos, la liberación de enzimas lisosómicas, el 

consumo de oxígeno, la generación de radicales libres y la quimiotaxis de los 

neutrófilos, por ultimo, por solo mencionar los mas conocidos, el kaempferol inhibe 

las fases exudativas y de proliferación en modelos experimentales crónicos 

(Cañavate, 1995).  
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Adicionalmente se ha demostrado que los flavonoides pueden inhibir Isoformas de la 

enzima óxido nítrico sintetasa (iNOS) y de la ciclooxigenasa (COX-2), responsables 

de la producción de prostaglandinas y de óxido nítrico, los cuales constituyen 

mediadores pro-inflamatorios implicados en la inflamación. Este tipo de metabolito 

puede inhibir la acción de otros mediadores del proceso inflamatorio tales como la 

proteína C reactiva o diversas moléculas de adhesión (Robak y Gryglewski, 1996). 

La modulación de la cascada de acontecimientos moleculares que conducen al 

aumento en la expresión de estos mediadores incluye la inhibición de factores de 

transcripción tales como el factor nuclear kappa β (NFkβ) y el factor AP-1, a través 

de la inhibición de diferentes proteínoquinasas. La capacidad de estimular un 

incremento de las defensas antioxidantes a través del factor Nrf2 pueden también 

contribuir a las propiedades antiinflamatorias de los flavonoides (González-Gallego 

J, 2007) 

3.2.1.2. Peritonitis inducida por carragenina 

En esta prueba farmacológica la carragenina como agente irritante provoca una 

rápida infiltración de leucocitos polimorfo nucleares en el tejido dañado (Dawson,y 

col.,1991). Durante la fase subaguda de la inflamación los leucocitos y monocitos se 

adhieren a las células endoteliales y cruzan la pared de los vasos sanguíneos como 

consecuencia del poder atrayente de las quimoquinas (Lozada, 1995) 

Los mayores valores para el número de leucocitos (Tabla 5) correspondieron al 

grupo control negativo siendo similares estadísticamente a los obtenidos para el 

grupo que recibió la dosis de 50 mg/Kg. de peso del extracto mostrando (p>0.05); 

con un 29,12 porciento de inhibición de la migración.  

En los grupos restantes, dosis de 100 y 200 mg/Kg, la cantidad de leucocitos en el 

foco inflamado resultó inferior al grupo que recibió solución salina, existiendo 

diferencias significativas (p<0.05) y manifestando a estas dosis un marcado efecto 

antiinflamatorio con un 49,74 y 58,76 porciento de inhibición de la migración 

leucocitaria 

Las dosis de 100 y 200 mg/Kg de peso mostraron un efecto inhibitorio comparable 

estadísticamente (p>0.05) con el logrado con la administración de Indometacina, con 

un porciento de inhibición de la migración leucocitaria de 63,9. 
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Tabla 5. Efecto de de la administración del extracto de Capraria biflora L. en la migración 

leucitaria experimentada en la peritonitis inducida por carragenina  

 
    Grupos 

Leucocitos 106 /mL  
X± SD 

% de inhibición 
de la migración 

leucocitaria 

NaCl 0.9 % 3.88 ± 1.55 - 

Capraria biflora 50 mg/Kg. 2.75±1.38 29.12 

Capraria biflora 100mg/Kg 1.95±1.41* 49.74 

Capraria biflora 200mg/Kg 1.60±1.08* 58.76 

Indometacina    7 mg/Kg 1.40 ±0.92* 63.9 

n=10. X: media, SD: Desviación standart. *p<0.05 contra grupo control.  

Los resultados mostrados L., confirmaron el efecto antiinflamatorio del extracto 

acuoso de Capraria biflora y justifican el empleo de las hojas en afecciones que 

involucran procesos inflamatorios, corroborando su uso tradicional.  

3.2.1.3. Evaluación de la migración leucocitaria en embriones de Danio rerio 

La ciencia farmacológica moderna investiga en la actualidad nuevas especies 

biológicas para la complementación o sustitución de antiguos modelos animales, el 

uso de los peces cebras (Danio rerio) es un gran paso en este sentido. En este 

contexto esta especie es un valioso modelo recientemente introducido en estudios 

farmacológicos complementarios (Pichler y col., 2003), especialmente se han 

empleado con gran utilidad en las investigaciones de enfermedades que incluyen 

migración leucocitaria, angiogénesis, como el caso de la inflamación (Hill y col., 

2005; Parng y col., 2002; Langheinrich y col., 2002 y  Dooley y col., 2000).  

Entre las muchas ventajas de este modelo animal, se encuentra la escasa edad que 

deberán alcanzar los individuos para poder emplearse en estudios farmacológicos, 

estimándose que esta va desde tres días hasta solo algunas semanas en las 

pruebas mas largas (Goldsmith, 2004; Langheinrich, 2003; Peterson y Fishman, 

2004; Stern y col., 2005), tiempo significativamente menor si se comparan con otras 

especies; como los roedores; el volumen de muestra necesario para evaluar resulta 

pequeño comparado con otras técnicas, por lo que resultan muy útiles en estudios 
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biodirigidos, es factible la obtención de líneas transgénicas donde se incremente la 

expresión de alguna propiedad fisiológica (Berghmans y col., 2007). Adicionalmente 

resultan muy fáciles de manejar y la observación es adecuada bajo el microscopio 

óptico. 

En la experiencia se valoró la posible toxicidad que el extracto acuoso de Capraria 

biflora L pudiera ejercer sobre el desarrollo de los embriones de peces cebras.  

Como resultado de la aplicación del extracto, no se observaron muertes, ni daños 

aparentes en la anatomía del embrión en 24 h de exposición, resultando inocua en 

estas condiciones. Esto permitió estimar una DL 50 superior a concentraciones de  

500 µg/mL.  

La migración leucocitaria se determinó a través de la valoración de la actividad de la 

mieloperoxidasa (MPO). Durante la inflamación una variedad de células 

(endoteliales vasculares, células del músculo liso, fibroblastos, neutrófilos, monolitos 

y macrófagos, entre otras) producen mediadores inflamatorios, oxidantes y radicales 

libres en defensa del agente causante del daño hístico.  

Las MPO son liberadas por los neutrófilos y monocitos activados en la inflamación, 

estas enzimas catalizan reacciones en las cuales los radicales libres y los oxidantes 

son formados. Estos aspectos han condicionado que esta enzima sea usada 

ampliamente como marcador de la migración leucocitaria asociada a la inflamación y 

es propuesta como un reflejo de la actividad neutrofílica (Baldus y col., 2003; 

Brennan y col., 2003; Kettle y col., 2004; Kinnula, 2005 y Exner y col., 2006). 

La actividad de la enzima se evaluó por tinción con un kid de diagnostico conocido 

como Leucognost® POX el cual esta compuesto por dos soluciones, solución (A) 

de 4-cloro-1-naphtol con tri-hidroximetil-aminometano y una solución (B) de Peróxido 

de Hidrogeno [H2O2]. En este test, la MPO es oxidada y convertida en un compuesto 

carmelita oscuro insoluble, que constituye el indicador de la actividad de estas 

catalasas lisosomales y como consecuencia, una medida de la migración 

leucocitaria en el foco inflamatorio.  

Los resultados de la determinación de la actividad de esta enzima se muestran en la 

Tabla 6 como porciento de la migración leucocitaria. En el grupo control se observó 

en mayor medida la migración leucocitaria, en este caso el uso del lipopolisacárido 

bacteriano (LPS), logra una estimulación de la respuesta inmune (Yasawa y col., 
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2005). Los lipopolisacaridos, principal constituyente de la pared celular de las 

bacterias Gram negativas, inducen la reacción inmune innata por activación de los 

componentes de la respuesta proinflamatoria. La expresión de la citoquina por 

ejemplo puede ser activada por el LPS vía receptor TLR4, e involucra el NFKβ 

(Janeway y col., 2005) 

Tabla 6. Efecto de de la administración del extracto de Capraria biflora L. en la 

migración leucocitaria en peces cebras (n= 10) 

Grupos % migración leucocitaria.

Capraria biflora L. 200µg/mL 39,04 

Capraria biflora L. 300µg/mL 22,78 

Capraria biflora L. 500µg/mL 18,22 

      Indometacina 100µM 15.68  

Los grupos tratados tanto con el control positivo, indometacina, como por el extracto, 

disminuyen considerablemente la migración de leucocitos en el sitio de inflamación. 

El efecto inhibitorio de la actividad MPO mostró un comportamiento dosis 

dependiente resultando muy activo fundamentalmente a dosis de 500 μg/ mL. 

El estudio de la migración leucocitaria en este modelo animal, aparece bien 

documentado en la literatura (Brubacher y col., 2000; Zhang y col., 2005; Yazawa y 

col., 2005), aunque no se tienen referencias del uso esta técnica como medida de la 

inflamación, ni la utilización del test en el estudio farmacológico de plantas 

medicinales con potencialidades como antiinflamatorios.  

La técnica aplicada proporciona información valiosa para estos fines y puede 

aplicarse a estudios biodirigidos con el fin de diferenciar fracciones con o sin 

actividad. Futuros trabajos deberán realizarse para el perfeccionamiento de la misma 

y la posibilidad de introducción en nuestro país como modelo viable para estudios 

farmacológicos. 

3.2.1.4. Evaluación del efecto antiinflamatorio por vía oral  

En una segunda etapa de trabajo se decidió evaluar si el extracto manifestaba la 

acción antiinflamatoria al ser administrado por vía oral, se siguió el protocolo descrito 
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en el epígrafe 2.2.1.1 para el modelo de edema plantar inducido por carragenina. En 

este caso el extracto se administró a dosis de 200 y 400mg /Kg de peso.  

En el grupo tratado con el control positivo (gráfico 2) se observa una disminución 

importante del porciento máximo de inflamación a partir de las 4 horas de haber 

administrado el agente irritante, disminuyendo considerablemente hasta llegar a un 

13,22 % de inflamación a las 7 h. Se debe destacar que existen diferencias 

significativas con respecto al grupo control (-) en todos los tiempos evaluados.  
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Grafico 2. Efecto de la administración oral  extracto acuoso sobre el edema inducido por 
carragenina 

 

En todos los casos el máximo de inflamación se observa a las 4 horas de iniciado el 

experimento, con valores de 93.6 y 70.3% a dosis de 200 y 400 mg/Kg de peso 

respectivamente. Se obtuvieron diferencias significativas en la dosis de 400 mg/Kg 

de peso con respecto al grupo control (-) para todos los tiempos evaluados.  

De este análisis podemos inferir que la fracción a dosis de 200 mg/Kg de peso solo 

disminuye significativamente la inflamación producida por el agente injuriante, 

después de transcurridas 5 horas del experimento lo cual podría estar dado por un 

efecto antiinflamatorio ligeramente tardío o debido a retardo en la absorción dada la 

via de administración y se observó un mayor efecto para la dosis de 400 mg/Kg de 

peso ya que hubo diferencias en todos los tiempo con el grupo control (-).  
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Al comparar los valores obtenidos para el grupo tratado con el extracto a la dosis de 

400 mg/Kg de peso y el control positivo (Indometacina) no se observaron diferencias 

significativas.  

Los resultados de este estudio mostraron que el extracto acuoso de hojas de 

Capraria biflora, L. posee efecto antiinflamatorio también al ser administrado por vía 

oral, disminuyendo significativamente el edema inducido por carragenina. Se 

observó un comportamiento similar al observado por vía intraperitoneal, en este caso 

se obtuvieron los mejores resultados para la dosis de 400 mg/Kg de peso sin 

diferencias significativas con el grupo control positivo.  

El efecto mostrado por el extracto acuoso resultó superior al obtenido por Umkoro y 

Ashorobi, (2006) para un extracto acuoso de Momordica charantia administrado por 

via oral y similar al extracto fluido de caisimón de anís (Piper auritum) (Vega y 

Lagarto, 1999) 

3.2.2. Evaluación del efecto analgésico  

El efecto analgésico acompaña frecuentemente al efecto antiinflamatorio en drogas 

no esteroidales, por lo cual en la mayoría de los casos se estudian ambas 

actividades con el objetivo de incrementar las potencialidades de los fármacos o 

medicamentos en estudio.  

La actividad analgésica de una sustancia puede determinarse mediante varias 

pruebas antinociceptivas que se basan en la aplicación de estímulos dolorosos 

(algésicos) y la valoración de cambios típicos observables en la conducta del animal. 

La mayor parte de los métodos de estudio se fundamentan en la determinación del 

umbral de reacción al dolor provocado por el estimulo algésico. Dichos estímulos 

pueden ser de tipo mecánico, térmico, químico en dependencia del método 

experimental empleado (CYTED, 1995)  

3.2.2.1. Inducción de contorsiones por  ácido acético 

Los resultados obtenidos por el extracto acuoso de la planta en  este modelo 

farmacológico se muestran en la Tabla 7.  

Pudo observarse que en las condiciones evaluadas, los mayores índices de 

contorsiones se observaron en el grupo control manifestándose diferencias 

significativas entre este y el resto de los grupos tratados (p<0.05). El análisis 
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estadístico no mostró diferencias significativas (p>0.05) entre los grupos tratados a 

las diferentes dosis. No se observó relación dosis respuesta en el intervalo de dosis 

evaluado. 

Tabla 7: Efecto del extracto acuoso de Capraria biflora L en el test de algesia inducida por 

acido acético.  

Grupos DOSIS 
(mg/Kg) 

Número de 
contorsiones 

% de 
inhibición 

Control ---- 59.60± 6.08 ---- 

         50        31.25 ± 5.20*       47.56 

       100        32.70±6.43*       45.13 

  

Extracto acuoso de 
Capraria biflora L.       200        32.50±3.57*       45.47 

Ácido Acetil Salicílico      100        18.60±3.80*       68.79 

          (n= 8 * p< 0,05 contra control) 

Es importante hacer notar que los valores de analgesia logrados por el extracto 

acuoso de Capraria biflora resultaron inferiores a los logrados por el control positivo, 

de igual manera los porcientos de inhibición mostrados por el extracto a las dosis 

evaluadas resultaron inferiores a los obtenidos por Borgi y colaboradores (2007) 

para un extracto acuoso obtenido de las raíces de Zizyphus lotus. Los valores 

resultaron inferiores también a los logrados por Sivaprakasam y colaboradores 

(1996), en extractos de Ochna obtusata.  

Estos resultados indican un moderado efecto analgésico probablemente como 

consecuencia de la acción antiinflamatoria manifestada. 

3.2.2.2. Prueba del plato caliente. 

Los resultados para la prueba del plato caliente (Tabla 8) mostraron un 

comportamiento similar al ensayo anterior. En todos los casos existieron diferencias 

entre el antes y el después del tratamiento, no mostrando diferencias significativas 

entre los grupos tratados con el extracto, sin relación dosis respuesta.  

Los resultados demostraron que el extracto manifestó a las dosis evaluadas 

propiedades analgésicas moderadas, lo cual sugiere su uso en el tratamiento de 

dolores leves, siendo inferiores al fármaco de referencia. Tal efecto pudiera deberse 
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a una inhibición de la síntesis de porstaglandinas y mediadores de la respuesta 

inflamatoria y por tanto un efecto analgésico indirecto. 

Tabla 8: Efecto del extracto acuoso de Capraria biflora L en el test de algesia inducida por placa 
caliente. 

Tiempo de Reacción ± SD Grupos Dosis 
(mg/Kg) Antes Después 

% inhibición  

50    4,66±1,99        8,00±2,3*         71 

100    5.10±1,76  8,50±2,14*         67 

Extracto acuoso 
de Capraria 

biflora L 
200    5.66±1,81 9,66±3,24*         70 

Sulfato de 
morfina 

3    3.75±1,70    › 10.00*          100 

    *p<0.05 antes y después del tratamiento con el extracto SD: desviación Standar 

Se conoce que además del efecto proinflamatorio de las prostaglandinas, ellas 

provocan dolor, pues sensibilizan las terminaciones nerviosas y estimulan los 

receptores dolorosos (Dray, 1995; Roberts y Morrow, 2001), y estimulan la 

producción de mediadores como histamina, cininas, etc. Teniendo en consideración 

estos aspectos el efecto manifestado por el extracto pudiera deberse a alguno de 

estos mecanismos, lo cual deberá ser comprobado experimentalmente. 

3.2.3. Evaluación de la toxicidad del extracto acuoso  

Generalmente se considera que las plantas medicinales no son tóxicas porque 

provienen de origen natural y han sido utilizadas por distintas civilizaciones, desde 

nuestros antepasados. No obstante el uso continuado durante siglos no es una 

garantía de seguridad y lo natural no siempre es menos tóxico que lo sintético. 

Siguiendo los criterios de la Organización Mundial de la Salud, en Cuba se 

desarrolla un amplio programa encaminado a la validación de muchos de los 

“remedios” que se emplean por la población y que aun carecen de fundamentación 

científica, así como los posibles riesgos toxicológicos de su administración (colectivo 

de autores, 2004). 

Los estudios de toxicidad constituyen, hoy en día, una parte muy importante dentro 

del desarrollo de nuevos fármacos y se extienden prácticamente a lo largo de todo el 

proceso, el objetivo de los mismos es evaluar el riesgo o peligro potencial que un 
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agente químico o físico puede ocasionar sobre la salud humana cuando es objeto de 

exposiciones agudas o crónicas. Estos estudios por tanto no se limitan sólo a los 

fármacos, sino a la mayor parte de las sustancias químicas como pesticidas, 

agroquímicos, cosméticos, plásticos, etc. 

Las agencias regulatorias internacionales son muy exigentes en la ruta crítica para la 

evaluación de la seguridad de los productos naturales estableciendo diversos 

ensayos para determinar la  toxicidad, logrando una armonización en cuanto a 

normas o guías. Pero muchas de estas pruebas se consideran agresivas para el 

animal ocasionándoles estrés y dolor. Es por ello que ha surgido un movimiento 

protector de los animales de laboratorio que ha posibilitado la introducción y 

validación de nuevas técnicas, que reemplazan  estos modelos biológicos in vivo por 

otros in vitro, por lo que se logra un mayor refinamiento. El desarrollo de estos 

métodos alternativos ha posibilitado la introducción de marcadores más sensibles, 

específicos y de bajo costo, algunos de los cuales ya comienzan a introducirse en 

Cuba.  

Dentro de la batería de ensayos de primera barrera se encuentran los estudios de 

toxicidad a dosis única como criterios para la estimación del potencial tóxico de una 

sustancia, referido como el estudio cuali y cuantitativo de los fenómenos tóxicos y de 

su aparición en función del tiempo tras la administración de una dosis única de la 

sustancia o de varias dosis fraccionadas en el transcurso de 24 horas. 

Como resultado de la administración de una dosis única de 2000 mg/Kg se obtuvo 

un 100% de supervivencia. Las observaciones sistemáticas diarias no mostraron 

evidencias de  ningún signo de toxicidad en los grupos tratados. Por otra parte el 

análisis de los pesos corporales mostró un comportamiento normal a lo largo de la 

experiencia, no existiendo diferencias significativas con el grupo control (p>0.05). 

Los resultados obtenidos para los 7 y los 14 días indicaron que el tratamiento no 

ejerce ningún efecto en la variación de los pesos corporales. Finalmente se realizó el 

análisis macroscópico de los órganos, no observándose afectación en ninguno  de 

ellos. 

Sobre esta planta no se reporta información toxicológica en la literatura médica, solo 

advertencias de un posible efecto sedante sobre el sistema nervioso central a dosis 

excesivas (Roig, 1988; Guzman, 1975 y Morton, 1981). Debe destacarse que tras la 

 61



   Resultados  y discusión                                                                                                    Liliana Vicet Muro  

administración a 2000 mg/Kg de peso no se observan efectos sedantes sobre el 

sistema nervioso, no se evidenciaron tampoco, síntomas de somnolencia o  

sedación, al contrario se observó un ligero efecto estimulante en las primeras 8 

horas post administración, estos resultados permitieron concluir que a estas dosis el 

extracto no manifiesta efecto sedante por lo que puede emplearse sin riesgo en ese 

sentido. El ligero efecto estimulante observado pudiera explicar el uso de las 

infusiones de hojas de Capraria biflora L.; como té de hierbas y sustituto del té de 

china (Edwin, 1971; Tanaka 1976; Ideker, 1996).  

El extracto acuoso de Capraria biflora L.. en las condiciones evaluadas, no induce 

mortalidad en ratones ni aparecen los signos de toxicidad, por lo que puede 

considerarse que el uso de este extracto resulta seguro aun mas que otros 

analgésicos convencionales. Al respecto por solo citar un ejemplo, la Indometacina 

tiene una DL 50  de 12 mg/Kg de peso en ratas y 50 mg/Kg de peso en ratones por 

vía oral y puede inducir efectos adversos en pacientes bajo tratamiento (Barnhart, 

1989), lo cual hace ventajoso el uso del extracto acuoso de Capraria biflora L. como 

tratamiento alternativo o complementario que permita reducir las dosis de los 

antiinflamatorios convencionales. 

Si bien los AINEs constituyen uno de los grupos de medicamentos más prescritos 

por presentar una gran variedad de indicaciones terapéuticas, dada su combinación 

variable de acciones antinflamatoria, analgésica, antipirética y antiagregante 

plaquetaria, su utilización se ve limitada, por la posible aparición de efectos adversos 

potencialmente letales. Estos efectos adversos de los AINEs han sido conocidos 

desde su introducción, prácticamente a la par que sus propiedades terapéuticas; y 

son responsables de ingresos hospitalarios e incluso fallecimientos en todo el 

mundo. Ante esta problemática y la necesidad de reducir estos efectos se han 

desarrollado nuevos fármacos más selectivos (inhibidores de la cicloxigenasa 2) 

que, manteniendo sus propiedades terapéuticas, producen menores efectos 

indeseables. En muchos casos estos fármacos no han resuelto la totalidad del 

problema (Gonzalez y col., 2002), por lo cual la búsqueda de alternativas naturales 

parece ser una solución viable.  

En este contexto las hojas de Capraria biflora pueden resultar una posibilidad de 

ampliación del arsenal terapéutico para nuestros servicios de salud. En etapas 

 62



   Resultados  y discusión                                                                                                    Liliana Vicet Muro  

futuros de trabajo deberán ensayarse alternativas de presentación o formulación que 

permitan disponer de un nuevo producto natural.  

3.3. Estudio fitoquímico 

3.3.1 Metodología 1 

Con el objetivo de obtener fracciones con menor complejidad en cuanto a número de 

componentes que permitan el aislamiento de algunos de ellos por métodos clásicos, 

se realizó el fraccionamiento del extracto acuoso, empleando el intercambio líquido-

líquido agua–n-butanol (figura 1), conociendo que este es un buen disolvente para 

extraer los componentes tipo flavonoide (Markham, 1988).  

3.3.1.1. Evaluación cromatográfica de la fracción n-butanol y del crudo 

En el caso de la fracción de n-butanol las mejores fases móviles resultaron ser n-

butanol: ácido acético: agua (BAW) (40:10:50) y la fase móvil acetato de etilo: 

metanol (85:15), no obstante se observó mejor resolución para la fase móvil n-

butanol: ácido acético: agua (40: 10: 50) que para la fase móvil acetato de etilo: 

metanol (85:15) pues esta última mostró poca retención de los metabolitos.  

Empleando la cromatografía con la fase móvil BAW a la fracción n-butanol se 

obtuvieron ocho manchas bajo condiciones UV a λ = 254nm cuyos valores Rf se 

correspondieron con 0,22; 0,4; 0,46; 0,52; 0,56; 0,62; 0,7; 0,78. Al observar el 

cromatograma bajo luz ultravioleta UV λ = 366nm, las manchas de Rf 0,52 y Rf 0,56 

se visualizaron de color amarillo y la mancha de Rf 0,62 apareció con una coloración 

carmelita, además apareció una mancha adicional de color verde fluorescente a un 

Rf de 0,66. 

Al revelar con el tricloruro de aluminio en ambas fases móviles se observaron 

manchas fluorescentes al UV 366 nm de color amarillo verdoso típicas de flavonas y 

flavanonas (Lock de Ugaz, 1988) y otras de color azul intenso que pudieran estar 

relacionadas con estructura tipo flavonoide o tipo coumarina (Wagner and Blandt, 

1996) de esta manera puede considerarse esta fracción una buena alternativa para 

el estudio de estos metabolitos presentes en el extracto acuoso de la especie. 

Con el objetivo de profundizar en el estudio de la fracción n-butanólica, esta se 

disolvió en metanol y se precipitó sobre éter, obteniéndose tras centrifugación dos 

fracciones un sobrenadante y un precipitado de color amarillo rojizo al cual se le 
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denominó crudo (II). Ambas fracciones resultaron activas en el test de inducción de 

inflamación en peces cebras y ricas en productos fenólicos y flavonoides.  

Se redujo el volumen del sobrenadante y se dejó en reposo 72 horas, al cabo de 

este tiempo se obtuvo un nuevo precipitado que posteriormente se lavó con acetona 

y con metanol obteniendo 11 mg de un polvo de color blanco con apariencia 

cristalina, el cual fue denominado Cb1 que resultó capaz de inhibir también la 

inflamación en los embriones de peces cebras, aunque en menor medida que la 

fracción butanólica de la cual se originó.  

En el caso del crudo (II) aparecieron tres manchas en el cromatograma (Figura 3) 

que coincidieron en valores de Rf con las que aparecen en la  fracción n-butanólica 

(Rf 0.52; 0.56; 0.62) respectivamente y con coloración amarilla a UV λ = 366nm 

(Figura 3A).  

A                     B  

Figura 3.  Cromatograma de la fracción n-butanol y del crudo II  

A: Revelado con H2SO4 50%/agua al visible. B: Revelado con H2SO4  50%/ agua al  UV 366nm. 
C: Revelado con AlCL3.  a UV 366nm 

Al revelar las placas con ácido sulfúrico las manchas tomaron coloración parda 

oscura y al aplicar el calor estas se tornaron de color amarillo-pardo al visible, 

comportamiento típico de estructura tipo flavonoide (Mabry, 1988).  

Con tricloruro de aluminio las manchas tomaron coloración mas intensa. Al exponer 

las placas bajo UV λ = 366nm se visualizaron desde azul, amarilla hasta parda. Se 

observaron las ocho manchas de la fracción n-butanol: cuatro manchas amarillas 
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que variaron de coloración desde amarilla clara, parda oscura hasta amarilla intensa 

con los valores de Rf de 0,72; 0,64; 0,6 y 0,52, observándose las tres últimas en el 

crudo con gran intensidad. Las manchas con Rf 0,41 y 0,.3 aparecieron en las dos 

fracciones, también más intensas en el crudo; por último no se observó en el crudo 

la mancha azul claro fluorescente (Rf 0,14) (figura 3B). 

3.3.1.2. Aislamiento por cromatografía preparativa (CCDp) a partir del crudo II 

Teniendo en cuenta los resultados fitoquímicos obtenidos para el crudo y la 

comprobación del efecto biológico se decidió continuar en el análisis de dicha 

fracción con la finalidad de aislar algún componente. Se realizó una placa 

preparativa para el crudo II obteniéndose seis franjas que se rasparon y se eluyeron 

con metanol caliente, posteriormente se evaluaron cromatográficamente por CCD y 

según el perfil cromatográfico se reunieron en tres nuevas fracciones.  

Las tres fracciones se sometieron a cristalización en metanol, en las fracciones FII y 

FIII, luego de varias horas en reposo se encontraron dos productos en forma sólida 

que se lavaron con éter etílico, obteniéndose uno con apariencia cristalina de color 

amarillo (Cb2) y otro de color blanco (Cb3).  

Los resultados cromatográficos bidimensionales confirmaron la pureza del sólido 

Cb2 corroborándose por la aparición de una sola mancha en el cromatograma.  

3.3.2. Metodología 2 

Teniendo en cuenta los resultados ya descritos y considerando la riqueza química 

del extracto se decidió realizar otra metodología (figura 2) que incluyó extracciones 

previas con solventes menos polares que permitieran obtener fracciones mas 

sencillas para lo cual se extrajo inicialmente con cloroformo, disolvente útil para la 

extracción de flavonoides menos polares y posteriormente se extrajo con n-butanol 

disolvente de probada eficacia para la extracción de este tipo de compuesto; De esta 

manera se obtuvieron tres fracciones: fracción de cloroformo (FC), fracción n-

butanólica (FB) y fracción acuosa remanente (FAr), las cuales se concentraron a 

sequedad en rotoevaporador.  

Como resultado del intercambio líquido-líquido con cloroformo se obtuvo un extracto 

de color verde amarillento que al ser rotoevaporado rindió 0.558g de un semisólido 

de un aroma similar al café, el cual se denominó FC. El posterior fraccionamiento 
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con n butanol originó un extracto de color carmelita que rindió 8,26g, mientras que la 

fracción acuosa final, también de color carmelita intenso, lo hizo para 10,93 g. 

3.3.2.1. Evaluación química y farmacológica de las fracciones 

Las fracciones obtenidas en el proceso de partición se evaluaron a través de 

técnicas de tamizaje fitoquímico según la metodología establecida por el Manual de 

prácticas de laboratorio de Farmacognosia ( Miranda y Cuéllar, 2001) y por CCD.  

Los resultados del tamizaje fitoquímico se muestra en la Tabla 9.  

     Tabla 9. Resultados de evaluación fitoquímica cualitativa 

 
metabolitos 

extracto 
acuoso 
inicial 

 
fracción 
clorofórmica  

 
fracción n-
butanólica 

fracción 
acuosa 
remanente 

Saponinas + + - - 
Esteroides y/o triterpenos + + - + 
Fenoles y/o taninos + Fenoles (+) + Taninos (+) 
Ácidos grasos + + - + 
Compuestos reductores + - + ++ 
Flavonoides + + ++ + 

 

Los flavonoides, compuestos de interés, se observaron todas las fracciones 

evaluadas, fundamentalmente en la clorofórmica y n-butanólica, aunque resultaron 

mas abundantes en la fracción n-butanólica, presumiblemente de tipo flavona, 

flavonol, o flavanona.  

Según los resultados obtenidos, las saponinas parecen estar acompañando a los 

flavonoides fundamentalmente en el extracto n-butanólico lo cual es lógico pues este 

disolvente es descrito también para el aislamiento de este tipo de metabolito (Mabry, 

1970). 

La fracción acuosa remanente contiene mayoritariamente compuestos fenólicos 

posiblemente taninos ya informados para la planta en cantidades apreciables por 

Moráis y colaboradores, 1995 y Tejeda en 1998, así como compuestos reductores, 

los cuales pueden estar en forma glícosídica o en su forma libre (Miranda y Cuellar, 

2000).  
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Con respecto al análisis cromatográfico cualitativo por CCD, (figura 4), se observó 

que las tres subfracciones resultaban aún muy complejas desde el punto de vista 

químico.  

En la fracción clorofórmica, se observaron seis manchas a Rfs 0.18; 0,23; 0,25; 0,38; 

0,58; 0,.85 para las manchas 1-6 respectivamente al emplear acetato: metanol (8:2) 

como fase móvil. Las manchas 4 y 6 presentaron florescencia de color rojo bajo luz 

UV ( λ254) , indicativo de la presencia de clorofila (banda 6) y un derivado clorofílico 

(banda 4). Por otra parte, las bandas 1 y 4 presentaron fluorescencia azul (λ366) 

pudiendo corresponder con estructuras tipo flavonoide o coumarina (Wagner and 

Bladt, 1996). Finalmente, las manchas 3 y 5 mostraron desarrollo cromatográfico 

propio de estructuras tipo flavonoide (amarillo fluorescente con tricloruro de 

aluminio); esta última se mostró con gran intensidad y bien separada del resto de las 

manchas. 

 

                                                                  A       C      B      Ar 

Figura 4. Cromatograma de las fracciones metodología 2 
A: acuoso  C: cloroformico  B: butanolico  Ar: acuosa remanente 

Por su parte la fracción n-butanólica mostró siete manchas con Rf 0,09; 0,12; 0,21; 

0,41; 0,48; 0,51 y 0,52, estas tres últimas con fluorescencia azul y muy poco 

resueltas. La mancha 3 (Rf 0.21) se visualizó muy intensa (compuesto mayoritario) y 

con marcada fluorescencia amarilla, propia de flavonoides.  

Finalmente, la fracción acuosa remanente, aunque mostró evidencias cualitativas 

propias de flavonoides, los compuestos presentes en esta fracción resultaron muy 

retenidos y poco resueltos en todas las fases móviles evaluadas, quedando 

reservada para futuras investigaciones. 

Los resultados de la evaluación farmacológica de las fracciones (Tabla 10) muestran 

que la fracción clorofórmica presentaba menor actividad de la MPO y por 
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consiguiente mayor efecto antiinflamatorio seguida de la fracción butanólica, 

mientras que la fracción acuosa remanante presentaba una actividad antiinflamatoria 

muy reducida. 

Tabla 10: Porciento de migración leucocitaria en modelo de peces cebras para las fracciones.   

Muestras 
% migración 
leucocitaria 

Fracción clorofórmica 300µg/mL 6.66 

Fracción butanólica 300µg/mL 33.33 

Fracción acuosa remanente. 300µg/mL 83.33 

 

3.3.2.2. Aislamiento y purificación de los compuestos mayoritarios presentes 
en la fracción de cloroformo (FC) 

Considerando los resultados del tamizaje fitoquímico y conociendo que la extracción 

con agua caliente permite en muchos casos remover parte de los ácidos grasos 

presentes en el material vegetal e incorporarlos a los extractos (Alva y col, 2002; 

Iwueke y col, 2006) se procedió a la identificación de los compuestos de naturaleza 

lipídica presentes en el semisólido FC. Para ello se desarrolló la evaluación de la 

muestra por cromatografía gaseosa (CG), la cual constituye la técnica de elección 

para el análisis de ácidos grasos, según recomienda la literatura especializada 

(British Pharmacopoeia, 2004; European  Pharmacoppeia 2005). Para este 

procedimiento los ácidos grasos se derivatizaron, previo a su determinación por CG, 

a través de la metodología reportada por Christie W., 1993.  

En la figura 5 se presenta el cromatograma correspondiente a la muestra de ensayo 

con cuatro señales fundamentales a tiempos de retención 15,76; 17,86; 19,27; y 

36,77 para los picos 1, 2, 3 y 4 respectivamente, siendo este último el que se 

encuentra en mayor proporción, al considerar las áreas bajo la curva.  

Los resultados se compararon con el cromatograma correspondiente a la respuesta 

del blanco, observándose que no existieron interferencias con las señales de la 

muestra. Al analizar los tiempos de retención obtenidos para cada uno de los 

patrones y comparar los tiempos de retención de las señales presentes en el 

cromatograma de la muestra se pudo inferir que los picos de esta última se 
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correspondieron con el metil dodecanoato (laurato) con tiempo de retención de 17.98 

min, el metil hendecanoato con 15.81 min y metil palmitato con 36.86 min. Se 

destaca que la respuesta del blanco no mostró interferencias tampoco para el caso 

de los patrones evaluados, ya que no aparece ningún pico con los mismos tiempos 

de retención de los patrones. 
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15.76 17.86 36.77  

19.27  

                     Figura 5.  Cromatograma de la fracción clorofórmica metilada 

La correspondencia de estos tiempos de retención con los mostrados en la 

respuesta de la muestra se corroboró con la adición de cada patrón a la muestra, de 

manera independiente en cada caso, donde se observó un enriquecimiento de los 

picos correspondientes, con valores de simetría muy cercanos a 1. Es oportuno 

señalar que ninguno de los ácidos empleados como patrones coincidió en Rf con la 

señal presente a 19.26 min la cual no pudo ser identificada y requerirá otros estudios 

complementarios. Los resultados alcanzados con la aplicación de la Cromatografía 

Gaseosa permitieron sugerir que los ácidos grasos Laúrico, hendecanoíco y 

palmítico estaban presentes en el extracto.  

La presencia de estos compuestos es informada por primera vez para la especie y 

puedieran contribuir a la actividad antiinflamatoria mostrada por el extracto, pues se 

ha comprobado su presencia en plantas y extractos, con comprobada acción 

antiinflamatoria y útiles en trastornos que involucran esta patología. Por ejemplo: el 
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acido palmítico esta presente en cantidades importantes en la mezcla de ácidos 

grasos de la caña de azúcar, la cual resultó activa como antiinflamatoria y 

analgésica, considerándose que estos ácidos grasos pueden contribuir a los efectos 

mostrados (Ledón y col., 2003). El ácido laúrico esta presente en cantidades 

apreciables en la porción saponificable del extracto lipoesterólico de los fruto del 

sabal, Serenoa repens, ampliamente utilizados en el tratamiento de la Hipertrofia 

Prostática Benigna y con comprobada actividad antiinflamatoria. Se estima que la 

acción farmacológica se debe a una doble acción manifestada por el extracto: 

antiadrenérgica y antiinflamatoria; la porción enriquecida en acido laúrico posee un 

efecto inhibidor dual de las dos vías del metabolismo del ácido araquidónico (vía de 

la ciclooxigenas y vía de la 5-lipooxigenasa) (Vanacloxta, 2003). Además, el extracto 

lipoestearico original posee una acción antiedematosa, demostrada en modelos 

experimentales in vivo, actuando sobre la fase vascular de la inflamación por 

inhibición de la histamina. No se tienen referencias de posibles aplicaciones o 

contribución del ácido hendecanóico.  

-Fraccionamiento en columna de la fracción clorofórmica  

Con el objetivo de separar el resto de los componentes presentes en la fracción de 

cloroformo (FC) se desarrolló una columna cromatográfica de gel de sílice, 

obteniéndose 160 fracciones de 10 mL cada una, al eluir con acetato de etilo: 

metanol en una relación 8:2 (v:v). Las fracciones obtenidas se evaluaron por CCD y 

se reunieron en 3 subfracciones FC-I (8-20) (139.9 mg), FC-II (22-25) (20.6mg) y FC-

III (26-110) (74.4mg) según su perfil cromatográfico teniendo en cuenta la presencia 

de las bandas 5, 4 y 3 respectivamente (Figura 6). 

 

Figura 6.  Cromatograma de las fracciones obtenidas a partir de FC 
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La subfracción FC-III, enriquecida en la banda 3, de fluorescencia azul al UV, se  

recromatografió en columna de Sephadex LH20 y metanol: agua (6:4) como fase 

móvil, se obtuvieron 30 fracciones que al ser reunidas según perfil cromatográfico en 

fase reversa y metanol: agua (6:4) originó un semisólido de color amarillo y aroma 

similar al del café lo cual sugirió la posible presencia de ácidos aromáticos. El 

análisis espectroscópico evidenció una mezcla muy compleja, por lo cual la muestra 

se destinó a futuras evaluaciones fitoquímicas. 

El color verde intenso y fluorescencia roja a UV 254 mostrado por la fracción FC-II 

sugirió la presencia de un compuesto de estructura similar a la clorofila, esta se 

recromatografió en sephadex LH20 y metanol: agua (9:1) como fase móvil, para 

rendir 35 fracciones que se reunieron según cromatograma (Fase reversa y metanol: 

agua (9:1)) y destinada a caracterización por análisis espectral.  

Adicionalmente, la subfracción FC-I que resultó enriquecida en la banda 5, de 

fluorescencia amarilla al UV al ser revelado con tricloruro de aluminio, con el objetivo 

de purificar el compuesto mayoritario (139.9 mg), se realizó una columna donde se 

obtuvieron 30 fracciones, las que se reunieron según perfil obteniéndose 93.9 mg de 

un sólido de color amarillo con relativa pureza y con Rf y comportamiento frente al 

tricloruro de aluminio que se correspondió al encontrado para la banda C5 en iguales 

condiciones experimentales. 

3.3.2.3. Aislamiento y purificación de los compuestos presentes en la fracción 
de n-butanol (FB2).  

Con el objetivo de separar los componentes presentes en la fracción de n-butanol 

(FB2) obtenida de la segunda variante de fraccionamiento, se disolvieron 1.55g del 

semisólido FB2, se aplicaron sobre columna cromatográfica, según se describe en 

epígrafe 2.4.2.3 y se obtuvieron 110 fracciones (10mL).  

Las fracciones obtenidas de la columna cromatográfica se reunieron según su perfil 

en CCD y se obtuvieron 3 subfracciones considerando la presencia de las bandas 2, 

3, y 5 respectivamente, denominadas F-BI(69-89) con 43.8mg, FB-II (30-68) con 

103.4mg, FB-III (4-23) con 26mg y un precipitado (21 - 27) con 15.9mg. 

Considerando la menor complejidad de la subfracción enriquecida en 3 (FB-II), se 

recromatografió en sephadex LH20 y metanol: agua (6:4) como fase móvil, para 
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rendir 45 fracciones que se reunieron según perfil en CCD. Se obtuvo como 

resultado una fracción denominada B3 (55.3 mg) que se destinó a evaluación 

espectroscópica.  

3.3.3. Análisis espectroscópico de los compuestos aislados.  

-Análisis espectroscópico del compuesto Cb1 

En el análisis espectroscópico RMN’13C del polvo blanco Cb1, (Figura 7, Anexo 2) 

obtenido por cristalización en metanol del sobrenadante, se observaron tres señales 

en δ 71.2946 ppm; δ 69.6394 ppm y δ 63.8471 ppm las cuales indicaron la presencia 

de carbonos de grupo–CH, con diferentes entornos químicos y la presencia de los 

carbonos de tipo –CH2. Estos resultados se corroboraron por las señales obtenidas 

en el espectro DEPT 135º . En el espectro RMN 13C (DEPT 135º) (Figura 8, Anexo 

3), aparecieron dos señales muy similares con corrimientos químicos a δ 71.1934 y 

δ 69.5468 ppm, que corroboran la presencia de carbonos de naturaleza (-CH2).  

En el espectro RMN1H se distinguió con claridad la presencia de ocho protones 

(Figura 9, Anexo 4), donde aparecieron cuatro señales, dos dupletos entre δ 

4.11ppm y δ 4.41ppm los cuales justifican la presencia de los protones de tipo –CH2 

(Csp3) acoplados a sus protones vecinos y una zona de señales múltiples con 

corrimientos que aparecieron a partir de δ 3.33ppm a δ 3.51ppm que indicaron la 

presencia de protones de –CH (Csp3). En la zona de los dupletos aparecieron dos de 

ellos con gran diferencia entre sus corrimientos químicos (δ 2.73ppm) lo que sugirió 

la existencia de acoplamiento geminal entre dos protones. Combinando estos 

resultados con los obtenidos de los espectros de RMN’13C, DEPT 135º se pudo 

sugerir que la molécula del producto en estudio contenía dos grupo –CH2, cuatro 

grupo –CH, con simetría molecular. 

En los espectros HSQC (Figura 10, Anexo 5) y HMBC (Figura 11, anexo 6) 

aparecieron señales que permitieron establecer la correlación entre los carbonos y 

los protones. En el espectro HSQC se observó una señal a δ 71.85 ppm que 

correlacionó con δ 3.45 ppm del espectro protónico y otra señal en δ 70.18ppm y δ 

3.48ppm, lo cual justificó la presencia de grupos –CH. Se encontraron otras dos 

señales en δ 64,2ppm para el carbono y δ 3.42 y δ 3.51 ppm para los hidrógenos, de 

lo que pudo inferirse la presencia del grupo –CH2. En el espectro HMBC aparecieron 

varias señales, fundamentalmente, se comprobó la correlación entre el carbono que 
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aparece a δ 71.85ppm y los protones que aparecieron a δ 3.42, 3.48, 4.12, 4.32, y 

439ppm correspondientes con los acoplamientos entre el carbono CH y los protones 

vecinos. Adicionalmente el espectro mostró cinco señales con corrimiento químico 

para el carbono de 69.9 ppm que correlacionaba con δ 3.42, 3.45, 3.51, 4.12 y 4.39 

ppm, lo que justificó la presencia de otro grupo CH, también se observaron señales 

que justificaron la presencia de los grupos CH2 en la estructura. Los corrimientos 

químicos observados en el espectro de RMN’13C para el manitol, se correspondieron 

con los que se informan para el patrón de sustitución de este compuesto (Markham, 

1989). 

Tras el análisis espectroscópico por RMN 13C, DEPT y 1H y los experimentos  

bidimensionales HSQC y HMBC, además la comparación de los resultados en los 

espectros con los informados en la cartoteca, permitió asignar la estructura del 

manitol al compuesto nombrado como Cb1 (figura 12), en correspondencia con lo 

informado en la literatura (Pinto y col., 2004) 

 

HOOH

HO OH
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HO

 

Figura 12. Estructura propuesta para el compuesto Cb1 

La presencia de este compuesto en el extracto acuoso de la especie Capraria, 

pudiera justificar el efecto diurético de dicho extracto (Lorenzo, 2002), y por tanto 

avalar este uso tradicional de la planta, lo cual constituye un valioso aporte al 

conocimiento de esta especie. El manitol es un diurético osmótico de amplio uso en 

la medicina, fundamentalmente para reducir el edema por traumatismo 

craneencefálico agudo al provocar una reducción en el volumen cerebral y puede 

emplearse para disminuir la presión intracraneal (Martin y Smith, 2004).  

Este azúcar acíclico es sintetizado por varias especies de plantas donde se 

encuentra en relativa abundancia, como por ejemplo, Gelidium arbuscula bory y 

Gelidium cartilagineum (Cárdell, 1977) Ixora coccinea (Pinto y col., 2004), Genipa 
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americana, L. ( Lima y col., 2007) aportando valor nutritivo a las mismas y su 

utilización en los llamados productos Ligh (Lima y col. 2007) lo cual puede aportar 

valor como nutracéutico al extracto acuoso de la especie evaluada, si 

adicionalmente consideramos el alto contenido de minerales que presenta (Tejeda, 

1998).  

-Análisis espectroscópico del compuesto Cb2 

El espectro UV-VIS manifestó el comportamiento típico para flavonoides tipo 

flavonana (Miranda y Cuellar, 2001; Lock de Ugaz, 1988), apareciendo las dos 

bandas características a 275 nm la primera y la segunda banda 306 nm., en 

correspondencia con los datos referidos en la literatura (Mabry, 1970) 

En el análisis espectroscópico del polvo amarillo aparecieron 15 señales en RMN’13C 

(Figura 13, Anexo 7; Figura 14, Anexo 8) las cuales justificaron la presencia del 

núcleo de tipo flavonoide (figura 15). 
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Figura 15. Núcleo base de los flavonoides 

También apareció un corrimiento químico a campo bajo de δ196.4 ppm valor que es 

característico para el carbono carbonílico del anillo C que participa en una 

asociación por puente de hidrógeno con algún grupo vecino, así apareció en el 

espectro protónico una señal con un corrimiento a δ 12.6 ppm, valor que justifica la 

participación del grupo hidroxilo del carbono cinco del anillo A en un enlace de 

hidrógeno con el grupo que aparece en el carbono cuatro, en el patrón de sustitución 

del anillo A se observó la aparición de un singuleto de protón aromático a δ-9.5 ppm, 

esto permitió sugerir dicho valor al carbono 8. 

La aparición de un sistema AB comprendiendo 2 dobletes (2H) y las señales a δ 7.4 

ppm y δ 6.8 ppm mostraron que el anillo B del flavonoide es para-sustituido. En el 
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espectro de RMN 13C apareció una señal con un corrimiento a 157.8 ppm que sugirió 

la presencia de un grupo hidroxilo en posición 4´, también aparecieron señales a δ 

115. 2 ppm y δ 129,9 ppm lo que permitió establecer correspondencia con los 

carbonos 2´, 6´, 3´ y 5´ del propio anillo. 

Por otra parte apareció un singuleto ancho a δ 10.8 ppm en el espectro RMN 1H, 

(Figura 16, Anexo 9)). La resonancia a estos bajos valores de campo debe ser 

atribuida al grupo hidroxilo de la posición cuatro de este anillo, manifestándose así la 

naturaleza fenólica de este compuesto. 

De acuerdo con los resultados cromatograficos, la aplicación de métodos 

espectroscópicos (RMN 13C y RMN 1H) y como resultado de la comparación de los 

espectros obtenidos para el compuesto evaluado y los que se muestran por el 

catálogo Aldrich, se evidenció una total correspondencia y se pudo establecer como 

propuesta estructural (figura 17) la estructura de la Naringenina para el sólido  

amarillodenominado Cb2,  aislado de la fracción FB1.  
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 Figura 17. Estructura propuesta para el sólido Cb2  

Los resultados cromatográficos de la evaluación contra patrones de flavonoides, 

bajo las condiciones descritas en el epígrafe 2.3.2, mostraron una mancha para este 

compuesto con un Rf de 0.62, teniendo total correspondencia con el Rf de la 

Naringenina en iguales condiciones cromatográficas (Mabry, 1970). Y similar 

comportamiento frente a los reactivos de identificación, corroborando la asignación 

estructural. Este flavonoide es informado por primera vez para la planta. 

Estos resultados fitoquímicos constituyen uno de los aportes más valioso de esta 

investigación y proporciona el conocimiento científico necesario para continuar con 

los estudios de esta especie botánica. Este flavonoide posee efecto antiinflamatorio 

vía cicloxigenasa fundamentalmente (Zhang, 2006). Se comprobó 
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experimentalmente que este compuesto disminuye de manera marcada la liberación 

de PGE2 y la expresión de la COX-2 (Raso y col., 2001), adicionalmente, estudios in 

vitro han demostrado que este flavonoide reprime la producción de oxido nítrico y la 

secreción del factor de necrosis tumoral manifestando acción inmunomoduladora, lo 

que puede reforzar la actividad a (Lyu y Park., 2005) 

-Análisis espectroscópico del compuesto B3 

Los resultados espectroscópicos para el sólido C4, sugieren al feoforbide como la 

propuesta estructural para el dicho compuesto (figura 18), por comparación de los 

espectros realizados a la muestra de referencia y cartoteca del equipo de RMN. Los 

estudios cromatográficos contra patrón de feoforbide confirmaron dicha propuesta 

estructural.  

CH2
CH3

N

HNN

NH
CH3

CH3

COOCH3
HOOC

H3C

H3C

O
 

Figura 18. Estructura propuesta para el compuesto C4. 

La presencia de este compuesto es informada por primera vez para la especie y 

constituye un aporte científico de la presente investigación. Estudios recientes 

(Heinrich, 2001) demostraron que derivados clorofílicos, en particular el feoforbide, 

manifestaron potentes efectos inhibidores del factor NF-kB, el cual participa en la 

cascada de la inflamación. Este compuesto se aisló a partir del extracto etanólico de 

hojas de  Solanum diflorum y su presencia confirmó el uso tópico de las hojas de 

esta especie en el tratamiento de afecciones inflamatorias de la piel, reportado  por 

la medicina tradicional a esta especie (Frei, 1998). Otras plantas (Solanum 

lanceolatum Cav, y Urtica dioica) presentaron también altos niveles de estos 

derivados en sus extractos, resultando  también inhibidoras de NF-kB (Riemann 

1999; Frei, 1998).  
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El uso de extractos ricos en estos metabolitos es valorado actualmente como terapia 

en otras afecciones como el cáncer (Sharman, 1999). Considerando estos 

elementos, la presencia del feoforbide en los extractos de Capraria biflora 

incrementa  las potencialidades de esta planta como posible fitomedicamento.  

-Análisis espectroscópico del compuesto C5 

El espectro UV-VIS  del compuesto C5 también manifestó el comportamiento típico 

para flavonoides tipo flavona, apareciendo las dos bandas caracteristicas de este 

tipo de compuesto (Miranda y Cuellar, 2001; Lock de Ugaz, 1988).  

El análisis de los espectros RMN 1H (figuras 19 a y b, anexos 10 y 11) y el RMN13C 

(figura 20, anexo 12) del compuesto C5, sugirió la presencia de una mezcla de 

compuestos de naturaleza fenólica en dicha fracción, en los espectros se observaron 

un grupo de señales que son típicas de compuestos flavonoides con sustituyentes 

metilos.  

Así los corrimientos químicos observados en el espectro RMN 1H entre 375-390 ppm 

justifican la aparición de agrupaciones CH3  en los compuestos que aparecen en la 

mezcla evaluada, por otra parte las señales del espectro de RMN 13C a 55.3 y 55.9 

ppm pueden justificar la aparición de los grupos metilos en las posiciones 6, 7 y 4´ 

del aglicón de flavonoide, pero el resto de las señales se correspondieron con la 

estructura de la Luteolina y la Apigenina, por tal razón los grupos metilos estarían 

ocupando las posiciones 7 y /o 4´ en el aglicón (figura 21).  

O

OOH

OH

HO

 

O

OOH

OH

HO

OH

 

A B 

Figura 21. Posibles estructuras de los aglicones de los compuestos presentes 

en la mezcla C5( A -apigenina, B - luteolina) 

Los flavonoides metilados tienden a ser menos polares y por tanto mas solubles en  

disolventes menos polares, lo cual justifica su presencia en cloroformo, esto sugiere 
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la posibilidad de extraerlos en mayor proporción usando este tipo de disolvente 

directamente del material vegetal (Harborne, 1988).  

La presencia de estos compuestos se informa por primera vez para la especie y 

justifica el efecto antiinflamatorio del extracto al poseer probada efectividad como 

compuestos antiinflamatorios (Ziyan y col, 2007; Odontuya, 2005).  

Como ya se comento anteriormente, los flavonoides ejercen efectos 

antiiinflamatorios a través de múltiples mecanismos, uno de los cuales es inhibir la 

generación de eicosanoides derivados de las vías enzimáticas COX o LOX. Según lo 

descrito en literatura existe una relación estructura-actividad antiinflamatoria de los 

flavonoides donde la presencia de OH en las posiciones 5 y 7 en el anillo A y en las 

posiciones 3’ y 4’ del anillo B favorecerían la actividad inhibitoria, mientras que la 

presencia de un sustituyente hidroxilo en meta (anillo B) anularía la actividad (Kim y 

col., 1999). En ambos compuestos identificados en la fracción C5, derivados de las 

agliconas apigenina y luteolina, (figura 21) encontramos la presencia de los grupos 

hidroxilo en anillo A, uno de los cuales además se encuentra metoxilado, 

presumiblemente en C-7. La presencia de grupos metoxilos, es compatible con una 

alta actividad para inhibir la 5-LOX si éstos están en el anillo A, pero no si se 

modifica el grupo diol del anillo B. Un OH en el C-2’ y la glicosilación reducen 

considerablemente la potencia, independiente de la estructura básica del flavonoide 

(Moroney y col., 1988). 

Adicionalmente Liang y colaboradores (1999) refieren que la apigenina y sus 

derivados inhiben la activación transcripcional de la ciclooxigenasa (COX-2), así 

como la oxido nitrico sintetasa (iNOS), las cuales tienen un importante papel en la 

liberación de mediadores proinflamatorios, por otra parte señala Walle (2007) que 

las flavonas metoxiladas poseen ventajas con respecto a sus análogas no 

metoxiladas pues se ha demostrado una mayor biodisponibilidad con respecto al 

resto, siendo especialmente favorecidas aquellas que poseen 1 ó 2 grupos metoxilos 

en relación con las polisustituidas lo cual puede explicar el gran efecto mostrado por 

la fracción clorofórmica proveniente del extracto.  

-Análisis espectroscópico del compuesto B3 

Al igual que en los casos anteriores el espectro UV-VIS manifestó las dos señales 

intensas entre en 200 y 400 con comportamiento típico para flavonas (Miranda y 
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Cuellar, 2000; Lock de Ugaz, 1988); en correspondencia con los resultados de los 

ensayos de identificación (Miranda y Cuellar, 2001) 

Las señales que aparecen en el espectro de RMN 13C (Figura 22, anexo 13) 

mostraron la aparición de dos grupos carbonilos, uno a δ172.7 y otro a δ181.9ppm. 

Los corrimientos químicos que aparecieron el espectro de RMN ’H y RMN 13C están 

en correspondencia con los datos de los espectros que aparecen para el aglicón de 

la apigenina.  

En el espectro de RMN ’H (Figura 23, anexo 14) se observó un protón a 8.05 ppm 

indicando que la unión del ácido glucurónido al aglicón ocurrió en posición β. En el 

espectro de RMN 13C aparecieron un grupo de señales características del aglicón de 

flavonoides y otro grupo que se correspondieron con la presencia de un glucósido 

unido al aglicón. (figura 24).  

El análisis espectral y la comparación con la información de la cartoteca permitieron 

identificar la presencia del ácido 7-O-β- apigenin-glucuronido 

OH
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O

OH
OH

OH

HOOC

 

Figura 24. Estructura propuesta para el compuesto B3 

Este glicósido de naturaleza hidrosoluble ha sido informado para otras especies con 

confirmada actividad antiinflamatoria como es el caso del Tanacetum parthenium 

(Williams y col., 1995) y en años recientes comprobada su acción antiinflamatoria. 

La presencia de este compuesto en el extracto acuoso de Capraria biflora L 

contribuye también a la acción antiinflamatoria del extracto.  

De la bibliografía consultada se ha podido concluir que la actividad antiinflamatoria 

de un flavonoide disminuye cuando el OH del C-7 se encuentra glicosilado (Gil y col., 

1994), esto pudiera explicar la menor actividad de esta fracción en comparación con 

la fracción C3.  
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En las fracciones 21-27 se observó la aparición de un precipitado cristalino en forma 

de agujas finas de color blanco que una vez filtrado y recristalizado en metanol 

(11.8mg) se evaluó a través de técnicas espectroscópicas.  

El análisis de las características organolépticas sugirió que el compuesto cristalizado 

respondía a la estructura del manitol aislado del propio extracto butanólico en la 

metodología 1 lo cual se confirmó a través de las técnicas espectroscópicas con total 

correspondencia de las señales observadas en el espectro tanto protónico como de 

carbono 13. 

3.4. Determinación de los parámetros de calidad de la droga obtenida a partir 
de las hojas de Capraria biflora L.  

3.4.1. Ensayos cualitativos de identificación del material vegetal 

A) Descripción macroscópica  

Se evaluaron los caracteres morfológicos de las hojas de la planta tales como color 

forma y textura (Figura 25) coincidiendo con lo reportado por la literatura para la 

especie (León, 1957, D’Arcy, 1979, Roig, 1988). Resultó significativa la presencia de 

pelos glandulares en el envés de las hojas, que constituye un carácter morfológico 

importante en la familia Scrophulareaceae a la que pertenece la especie (Evans, 

2000) y no referido antes en la literatura, resultando novedoso desde el punto de 

vista identificativo.  

B) Descripción microscópica:  

Los resultados de la evaluación microscópica coincidieron con lo referido por Aquino 

y colaboradores en el 2001, igualmente se detectó la presencia de sustancias de 

naturaleza lipídica, fundamentalmente en el tejido epidérmico dada la coloración 

rojiza observada con el reactivo de sudan. La presencia de compuestos fenólicos se 

hizo muy notoria al ser empleada la disolución de tricloruro de hierro recomendada 

para la identificación de este tipo de compuestos.  

3.4.2. Ensayos específicos 

Los ensayos específicos resultan tema obligado en la normalización y control de 

drogas vegetales como criterios de calidad del material vegetal. La determinación de 

los límites de especificación permite disponer de valores establecidos para el  control 
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de la calidad de la droga a proponerse como materia prima. En cada ensayo se 

procesaron 25 muestras, y los resultados aparecen en la Tabla 11 (anexo 15) y 

cálculos estadísticos, usando el método de Bowker (Espinosa M, 1987) permitieron 

determinar el límite superior de especificación. Un resumen de los valores obtenidos 

para los tres ensayos, se muestra en la Tabla 12.  

Tabla 12: Resultados de los límites de especificación para los ensayos específicos. 

PARÁMETROS X±SD LSE 

Perdida por desecación (%) 7,38±0.09 8.05 (No mayor que 9) 

Cenizas totales (%) 9,08 ±0,12 9,75 (No mayor que 10) 

Cenizas solubles en agua (%) 4,48±0,24 5,15 (No mayor que 6) 

Cenizas insolubles en HCl (%) 1,45±0,22 2,13 (No mayor que 3) 

X: Media de 25 determinaciones; SD: Desviación Standard; LSE: Limite superior de especificación. 

A) Pérdida por desecación  

Como ya se abordó en el epígrafe referido a estandarización de secado, los valores 

obtenidos para este parámetro para la planta (7,38±0,09) resultan adecuados para 

garantizar la estabilidad del material vegetal, inferiores al valor de 10% exigido en las 

normativas nacionales e internacionales (NRSP, 1992; British Pharmacopoeia, 

2004).  

B) Cenizas totales 

Los resultados que se obtienen por incineración son indicativos de la calidad de la 

muestra con que se trabaja y constituye una base para juzgar la identidad y pureza 

de la droga, brindando además una información de la posible adulteración con 

materias inorgánicas o cuerpos extraños, así como del contenido de sales 

inorgánicas presentes. Los valores obtenidos para la droga en estudio (9,08 ± 0,12 

%) son relativamente bajos en correspondencia con los valores de contenido 

inorgánico referidos para la especie por Morais y colaboradores (1995), y resultan 

similares o inferiores para otras drogas vegetales registradas. Si consideramos otras 

drogas compuestas por este órgano, como por ejemplo, hojas de eucalipto, hojas de 

guayaba, hojas de caña santa, por solo mencionar algunos) observamos que los 

valores se encuentran entre 5 y 10%, similares al valor obtenido para las hojas de 
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Capraria biflora L propuesta como droga cruda. Este análisis nos permite afirmar que 

los resultados obtenidos se encuentran dentro de límites habituales para materiales 

vegetales. 

C) Cenizas insolubles en ácido clorhídrico  

El porcentaje de cenizas insolubles en HCl es bajo (1,45± 0,22 %) no exceden los 

valores establecidos en la literatura. El valor de estas cenizas puede alertar sobre la 

presencia de metales pesados en la composición de la planta que pueden conferir 

toxicidad a los extractos. El resultado obtenido al ser bajos disminuye el riesgo de 

toxicidad por este concepto. 

D) Cenizas solubles en agua 

Los porcentajes de cenizas solubles en agua (4,48 ± 0,24%) se encuentran en los 

limites establecidos para drogas vegetales (NRSP, 1992) y justifican los valores 

encontrados para los compuestos inorgánicos en la planta, atendiendo a las 

determinaciones realizadas al extracto por absorción atómica donde aparecieron con 

mayor relevancia el sodio, potasio y magnesio, etc ( Tejeda, 1998).  

E) Sustancias solubles. 

Los valores para los extractivos solubles se comportaron de la manera siguiente, 

58,44; 41,57 y 50,69 para agua, etanol, etanol: agua (50:50 v/v) respectivamente. Si 

consideramos que este parámetro es un indicador de la capacidad extractiva de los 

disolventes para la droga en cuestión, el extracto acuoso mostró los valores mas 

altos, y la mayor cantidad en peso de los metabolitos presentes en la planta.  

3.4.3. Otros índices farmagnósticos  

Aunque estos parámetros no están normados para esta droga podemos plantear 

que sus valores (Tabla 13) resultaron adecuados en correspondencia con los índices 

informados para otras drogas afines (NRSP, 1992), Solo para el caso de materia 

orgánica extraña pudo compararse con las monografías recogidas en la farmacopea 

pues el resto de los análisis no están incluidos en este tipo de documento (British 

Pharmacopoeia, 2004). El valor establecido para la materia extraña difiere de una 

droga a otra en dependencia del tipo de material, tamaño del órgano etc., sí por 

ejemplo: Al respecto puede concluirse que el resultado obtenido para este parámetro 

es inferior al de otras drogas oficiales como por ejemplo: Partes aéreas de 
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Arctostaphylos uva-ursi (L.) no mayor del 8 %, hojas de Atropa belladonna no mas 

del 3%,, corteza de Rhamnus purshianus D, no mayor del 1% . 

El análisis  de los resultados para las hojas de Capraria biflora nos permite afirmar 

que los resultados obtenidos se encuentran dentro de límites habituales para 

materiales vegetales y garantiza una adecuada calidad.  

Tabla 13: Otros índices  farmacognósticos para las hojas propuesta como droga  

PARÁMETROS X±SD  

Hojas ennegrecidas. 0.1± 0.06 

Otras partes de la propia planta. 0.216±0.02 

Materia orgánica extraña. 0.005±0.002 

Materia inorgánica extraña. 0.00215±0.004 

            X: Media de 3 determinaciones; SD: Desviación Standard 

Los índices nos demuestran la calidad de la recolección y selección del material 

vegetal al ser muy pequeños los porcentajes de materias extrañas lo cual garantiza 

la calidad del material vegetal aspecto muy importante en el procesamiento de todo  

material vegetal. 

Los resultados obtenidos para estos índices en la evaluación farmacognóstica 

pueden servir de referencia para la producción de las hojas de esta especie como 

posible materia prima y futuros estudios de estandarización.   
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Figura 25. Caracteristicas macromorfológicas de las hojas de Capraria biflora L. 
A:Material vegetal recolectado 

B:Capraria biflora L. tomado de . Flora of Panama. D’Arcy. 1979 
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4. CONCLUSIONES  

1. El extracto acuoso de Capraria biflora L. posee potente actividad 

antiinflamatoria a dosis de 200 mg/Kg de peso (via ip) y 400mg/Kg (v.o)  

y moderada actividad analgésica a dosis de 200 mg/Kg de peso al 

comparar con los fármacos de referencia 

2. Las técnicas cromatográficas y espectroscópicas empleadas, 

permitieron identificar por primera vez la presencia de naringenina, 

manitol, derivados metoxilados de apigenina y luteolina, el ácido 7-O-β-

apigeninglucurónido  y feoforbide en el extracto acuoso de Capraria 

biflora, L. que contribuyen a justificar el efecto antiinflamatorio de la 

especie.  

3. El análisis por cromatografía gaseosa de la fracción clorofórmica 

permitió la identificación de los ácidos palmíticos, laúrico y 

hendecanoico, identificados por primera vez para la especie.  

4. Se determinaron parámetros farmacognósticos para la normalización de 

la especie como droga cruda, al encontrarse los mismos dentro de los 

límites establecidos por las normas cubanas.    
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5. RECOMENDACIONES  

1. Completar los estudios farmacológicos y toxicológicos que permitan hacer una 

valoración general del uso de la especie en patologías relacionadas con 

procesos inflamatorios.  

2. Realizar procesos de purificación que permitan el aislamiento y 

caracterización espectroscópica de los derivados metoxilados de apigenina y 

luteolina presentes en la especie.  
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Anexo 1 

 



Anexo 2 
 
 
 

Figura 7. Espectro de RMN 13C del compuesto Cb1  

 



Anexo 3 
 

 
Figura 8. Espectro de RMN 13C del compuesto Cb1 (DEPT 135o) 
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Figura 9. Espectro RMN 1H compuesto Cb1 

 
 



Anexo 5 

 
Figura 10. Espectro HSQC del compuesto Cb1 



Anexo 6 

 
Figura 11. Espectro HMBC del compuesto Cb1 



Anexo 7 
 

 

Figura 13: Espectro RMN 13C del compuesto Cb2 
 



Anexo 8 

Figura 14: Espectro RMN 13C del compuesto Cb2 (DEPT) 



Anexo 9 

 
Figura 16: Espectro RMN 1H del compuesto Cb2 
 



Anexo 10 

Figura 19 a): Espectro RMN 1H del compuesto C5 



Anexo 11 

Figura 19 b. Espectro RMN 1H del compuesto C5 

 



Anexo 12 
 

 
Figura 20. Espectro RMN 13C del compuesto C5 



Anexo 13 
 

 
Figura 22. Espectro RMN 13C del compuesto B3 
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Figura 23. Espectro RMN 1H del compuesto B3 

 



 
 
 
Anexo 15 
 
Tabla  11. Resultados obtenidos al aplicar el método de Bowker para determinar el 

límite de especificación de los índices específicos 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Pérdida    por        
desecación 

Cenizas   
totales 

cenizas    
solubles  en agua 

cenizas 
insolubles HCL 

7,41 9,08 4,49 1,12 
7,43 9,1 4,23 1,62 
7,32 9,21 4,69 1,47 
7,41 9,22 4,31 1,15 
7,39 8,99 4,56 1,21 
7,45 8,98 4,65 1,49 
7,43 9,16 4,76 1,59 
7,41 9,12 4,25 1,46 
7,42 9,15 4,15 1,42 
7,12 9,21 4,38 1,56 
7,41 9,01 4,15 1,65 
7,39 9,17 4,87 1,89 
7,43 9,16 4,52 1,21 
7,29 9,01 4,36 1,25 
7,46 8,92 4,78 1,56 
7,43 9,16 4,52 1,48 
7,43 9,09 4,63 1,41 
7,34 9,14 4,76 1,52 
7,46 8,69 4,28 1,45 
7,26 8,9 4,25 1,13 
7,21 8,98 4,19 1,16 
7,52 9,06 4,86 1,52 
7,27 9,15 4,73 1,87 
7,39 9,16 4,24 1,75 
7,44 9,18 4,85 1,16 

   Media (X) 7,38 
 

9,08 
 

4,48 
 

1,45 
Desv. standart  

(SD) 
  
 0,09 

 
0,12 

 
0,24 

 
0,22 

   
 
 
 

 
 

K 7,52 
 

9,14 
 

4,24 
 

  1,27 
 

LSE 
  

8,05 9,75 
 

5,15 
 

2,13 
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