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A pesar del enorme progreso habido en los ultinfaxs @&n el desarrollo de
nuevos farmacos, la mayoria de ellos siguen prasdatefectos secundarios, por lo que
la busqueda de nuevos agentes terapéuticos masesfigy seguros sigue siendo una
parte importante de la investigacion farmacéutkea. este sentido, el reino vegetal
continla siendo una fuente interesante de nuevestex) farmacoldgicos, ya que
existen multiples plantas medicinales que poseengnan diversidad de metabolitos
secundarios con variadas aplicaciones, de los qséa el momento so6lo han sido

investigados una pequefia parte.

Por este motivo, desde hace varios afos los mient@@ste equipo de trabajo
han venido realizando un amplio estudio encamiradoner de manifiesto las posibles
actividades farmacoldgicas de diferentes especegetales utilizadas con fines
medicinales, con el animo no soOlo de avalar supgmlar sino también encontrar
posibles moléculas con potencial actividad farmagioh que puedan resolver (aunque
sea parcialmente) algunos de los problemas cosejeafrenta hoy la terapéutica.

Dentro de dicha linea de investigacion podemosadastel estudio llevado a
cabo con diferentes especies del génkEggericum endémicas del Archipiélago
Canario. La elecciéon de este género no ha sidtoalkeasino que se ha hecho en base a
su amplio uso en medicina popular y al gran intetésgitado en los Ultimos afios por la
especie Hypericum perforatumL. que ha demostrado interesantes propiedades
antidepresivas tanto en experimentacion animal coclinica (Bombardelli vy
Morazzoni, 1995; Butterweck y cols., 1997; Barnesols., 2001). Fruto de esta
investigacién han sido varias publicaciones donglehan puesto de manifiesto las
propiedades antibacterianas, analgésicas, antiafl@ias y antidepresivas de
diferentes extractos y fracciones obtenidos desumsidades floridas dd. canariense,

H. glandulosure H. reflexum que corroboran algunos de los usos popularesths
plantas (Herrera y cols., 1996; Prado y cols., 2(R&@banal y cols., 2002, 2005;
Sanchez-Mateo y cols., 2002, 2005, 2006a, 2007).

Asimismo, la infusion y el extracto metandlico @es Isumidades floridas de
Hypericum grandifolium Choisy, especie endémica de la region Macaronésica
mostraron interesantes actividades antibacteriamasidepresivas (Prado y cols., 2002;
Rabanal y cols., 2002; Sanchez-Mateo y cols., 2dD&ajo los interesantes resultados
obtenidos con esta planta y el hecho de que leeciespde este género sean ricas en

flavonoides, una parte de la presente Tesis Ddctatinla con esta linea de
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investigacion estudiando mas en profundidad dislpa@e tanto desde el punto de vista
fitoquimico como farmacolégico. Para ello se reéalin fraccionamiento bio-guiado del
extracto metandlico, evaluandose sus acciones &sied#g Yy antiinflamatorias en
diferentes modelos de experimentacion animal, agiocsus acciones a nivel del
sistema nervioso central, con el propdsito de avalauso popular y de localizar los
principios responsables de dicha accion.

Por otro lado, siendo los terpenos y flavonoides ohoportantes grupos de
principios activos que han mostrado en numerostmjws tener notables propiedades
farmacoldgicas de utilidad en terapéutica, hemakizaalo en la presente Tesis Doctoral
el estudio de las actividades analgésicas, amtiidtorias y sobre el sistema nervioso
central (SNC) de los diterpenos de tipo clerodaémacrina A 19-acetilgnafalina
eriocefaling teucvinay teufling, obtenidos de diferentes especies del géheurium

asi como de la flavorgalvigeninaaislada del géner®alvia

Por lo que se refiere a &etiopinona naftoquinona diterpénica de tipo abietano
aislada de las raices 8alvia aethiopid.., ha demostrado en trabajos anteriores poseer
interesantes actividades antimicrobianas, citoa&icanalgésicas y antiinflamatorias
(Hernandez-Pérez y cols., 1995, 1999; Benrezzocds,, 2001; De las Heras y cols.,
2001; Rozalski y cols., 2006). En el presente jmbacon el fin de completar su perfil
farmacoldgico, se evalla su potencial actividadresab sistema nervioso central en

diferentes modelos de experimentacion animal.

En base a todo lo expuesto, el trabajo que re@geskente memoria consta de
tres partes diferenciadas:

1. Fraccionamiento del extracto metandlico obtenido lae sumidades
floridas deHypericum grandifoliumChoisy: estudio fitoquimico y evaluacion de sus
potenciales actividades analgésicas, antiinflareetoy sobre el sistema nervioso

central.

2. Estudio de los efectos analgésicos, antiinflamasoyi sobre el sistema

nerviosn central de los diternenos de tino clerodmmcrina A 19-acetilonafalina

3. Estudio de las acciones sobre el sistema nerviemtdrat de la

aetiopinona
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2.1. INTERES FARMACOLOGICO DE LAS ESPECIES DEL GENERO
HYPERICUM

El génercHypericumpertenece a una familia, la Hypericaceae, de pgéneros
pero con casi 400 especies de hierbas y arbustessgudesarrollan desde zonas
templadas hasta en montafias de los tropicos; lanaage estas tienen flores amarillas
bastante vistosas. Esta familia se caracterizasporarbustos o hierbas con jugo
resinoso, con hojas opuestas, simples, generalreatgeas, y, a menudo, con algunas
glandulas. Las flores son generalmente terminatdgarias o en cimas, hermafroditas,
regulares, con 5 sépalos libres y 5 pétalos. Ltargses son numerosos, a menudo
connatos en haces. Tienen el ovario supero y lilesetbres o connatos, siendo el
fruto en capsula o baya (Kunkel, 1991; BramwellrarBwell, 2001). Las especies del
género Hypericum estan clasificadas en diferentes secciones (&80 segun el
autor), pudiendo ser diferenciadas en base a eaistatas morfoldgicas tales como el
fenotipo de la planta, posicion de las hojas, deageion de las flores y numero de
estambres y carpelos, siendo el principal paranusrdiagnéstico para caracterizar el
género, la presencia de estructuras secretoras (fools., 1968; Avato, 2005).

Las especies del génerypericumse llevan utilizando desde hace tiempo en
medicina popular como remedio de heridas, infe@souarinarias y para aliviar los
desérdenes del sistema nervioso (Bombardelli y kimnai, 1995; Schulz y cols., 1998;
Barnes y cols., 2001; Avato, 2005). Pero en lasndk afios han recibido una atencién
especial debido a las propiedades antidepresivamntadas tanto en experimentacion
animal como clinica para los extractos de hipéoduerba de San JuarHypericum
perforatumL.) (Butterweck y cols., 1997; Schulz y cols., 88renner y cols., 2000;
Schulz, 2002). Estos extractos son Utiles en eartri@nto de depresiones leves o
moderadas y presentan un perfil favorable de efeatlversos, por lo que constituyen
una valiosa alternativa a otros antidepresivosr(Bge y cols., 2000; Barnes y cols.,
2001; Greeson y cols., 2001; Schulz, 2001, 2008rigoez-Landa y Contreras, 2003).

Si bien el hipérico presenta menos efectos secimsdgue los antidepresivos
utilizados como referencia, puede producir efeanbgersos, siendo los mas frecuentes
mareos, fatiga, confusion, estrefiimiento y otrogosias gastrointestinales (Barnes y
cols., 2001; Greeson y cols., 2001; Schulz, 20@driguez-Landa y Contreras, 2003).
Se ha descrito algun caso de fotosensibilidad ¢deba las naftodiantronas),

especialmente en personas de tez blanca, con tesita veces superiores a las
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indicadas o en tratamientos prolongados, por lodgle evitarse la exposicion directa
al sol o a los rayos UVA si se toman dosis elevadaemas el hipérico no causa
somnolencia y no tiene influencia negativa sobredpacidad de conducir y utilizar
maquinaria (Buendia Sanchez, 2000; Barnes y @f)61; Schulz, 2001). Por todo ello,
la hierba de San Juan se esta transformando estahtento de primera eleccion en la
depresiéon leve o moderada, asi como en estadoscdénidento y astenia, que cursan
con pérdida de interés, cansancio y alteracionésutio (Di Carlo y cols., 2001;

Paredes Salido y Roca Fernandez, 2003; VanacloCadiigueral, 2003).

No obstante, hay que sefialar quéleperforatumpuede producir interacciones
con distintos medicamentos. El interés y la trademnia de este hecho quedan
reflejados en las mas de 50 comunicaciones quars@ublicado en torno a ello en los
ultimos afiogMadabushi y cols., 2006). Numerosas evidenciagtifieas indican que
el H. perforatumes un potente inductor enzimatico de ciertos ®iosss del complejo
enzimatico del citocromo 48 (particularmente CYP 3A4) y/o la glicoproteina P,
implicados en la farmacocinética de numerosos féodBiffignandi y Bilia, 2000;
Barnes y cols., 2001; Greeson y cols., 2001; IzEwnst, 2001; Schulz, 2001; Mdller,
2003; Rodriguez-Landa y Contreras, 2003; Izzo, 20@d4dabushi y cols., 2006).
Diferentes compuestos presentes en el extractoigigido han sido considerados
responsables de esta interaccion, destacando ersergido la hiperforingCantoni y
cols., 2003; Beerhues, 2006; Gutmann y cols., 20gjabushi y cols., 2006). Asi, el
tratamiento con extractos de hierba de San Juasep@elucir los niveles plasmaticos
de diferentes farmacos como la digoxina, amitifil ciclosporina, anticonceptivos
orales, teofilina, warfarina, indinavir, nevirapjnganotecan, fenprocumon, alprazolam,
dextrometorfano, simvastatina, fexofenadina, metadmtacrolimus entre otros, lo que
conlleva implicaciones clinicas importantes, coredaepérdida del efecto terapéutico
de los mismos (Izzo y Ernst, 2001; Izzo, 2004; Mashi y cols., 2006). Por este
motivo, se recomienda no iniciar o suprimir la adistraciéon de hipérico en caso de
que se esté en tratamiento con alguno de estosdassin consultar al facultativo. La
suspension del tratamiento con hierba de San Jo#imaria un aumento de los niveles

sanguineos del farmaco, con el consiguiente ridegoxicidad.

Ilgualmente, también se pueden presentar interagida tipo farmacodinamico
con otros farmacos antidepresivos, como los inbileisl de la recaptacion de la

serotonina y los inhibidores de la monoaminooxidd4a0), pudiendo desarrollar un
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sindrome serotoninérgico por efecto aditivo (Biféigdi y Bilia, 2000; Barnes y cols.,
2001; Greeson y cols., 2001; Izzo y Ernst, 200Tyu&g 2001; Muller, 2003; Paredes
Salido y Roca Fernandez, 2003; Rodriguez-Landangr€as, 2003; 1zzo, 2004).

Con respecto al mecanismo de accion del extractopsico en el tratamiento
de la depresién, no se conoce con exactitud cua@uesjue se le atribuye la capacidad
de provocar cambios en los niveles de neurotramsesscerebrales. Se ha observado
que inhibe la recaptacion de serotonina, noradrengl dopamina, y, ademas, actua
sobre la neurotransmision mediada por glutamatocigod gamma-aminobutirico
(GABA). Asimismo, algunos componentes de la plantaben la MAO, pero sus
concentraciones en el extracto parecen ser bagasbi€n se ha estudiado la influencia
del extracto de hipérico sobre la expresion deilasinas estimuladas en sujetos sanos
y pacientes con depresion, observandose una maichitécion en la liberacion de
interleucina 6 (IL-6) estimulada, por lo que seecgeie el mecanismo de accidén podria
deberse a una modulacion inmunologica en los setemaurohormonales (Bombardelli
y Morazzoni, 1995; Barnes y cols., 2001; Greesaolg., 2001; Gnerre y cols., 2001;
Roz y cols., 2002; Mduller, 2003; Rodriguez-Landaontreras, 2003).

Por lo que se refiere a su composiciéon quimicaxélacto de hipérico tiene
numerosos componentes con actividad biolégica, cotae naftodiantronas
(principalmente hipericina y pseudohipericina), vflaoides libres (quercetina,
kaenferol, luteolina), heterésidos de quercetinatin@, hiperosido, quercitrina),
biflavonoides (I3,118-biapigenina y 13’,118-biapigea), derivados prenilados del
floroglucinol (como hiperforina y adhiperforinayatas de xantonas, aceite esencial
(siendo su principal constituyente efpineno), taninos condensados en muy alta
concentracion, acidos fendlicos, diterpenos, peaos, carotenoides y esteroles (Fig. 1)
(Bombardelli y Morazzoni, 1995; Nahrstedt y Butteok, 1997; Schulz y cols., 1998;
Buendia Sanchez, 2000; Barnes y cols., 2001; Paaldo y Roca Fernandez, 2003;
Vanaclocha y Cafigueral, 2003).

De entre estos compuestos destaca la hipericieahasido considerada durante
mucho tiempo el compuesto activo de la hierba de J&n, basandose la posologia
autorizada en el contenido en este ingredientag@agliivalente a 0.2-1 mg diarios de
hipericinas totales). Hay que tener en cuenta guwamhtidad de hipericina que contiene

la planta varia segun la parte y las condicionesud&vo, por lo que los extractos
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utilizados en terapéutica deben estandarizarsecpataner al menos un 0.3% (Schulz y
cols., 1998; Buendia Sdnchez, 2000; Barnes y @il81; Cirak y cols., 2007).

FLAVONOIDES

R;=0OH, R,=H; Luteolina

R1=H, R,=0H; Kaenferol

R,=0OH, R,=0H; Quercetina
R;=0OH, R,=0-a-L-Rha; Quercitrina
R;=0OH, R,=0-B-D-Gal; Hiperosido
R,;=0OH, R,=0-B-D-Glc (6<-1)a-L-Rha; Rutina  ©H O 13'18-Biapigenina 13,118-Biapigenina

DERIVADOS
PRENILADOS DEL
FLOROGLUCINOL HO

oi o ou NAFTODIANTRONAS

R=H; Hiperforina

R=H; Hipericina
R=CHjs; Adhiperforina ‘ ‘

R=0H; Pseudohipericina

Figura 1. Compuestos de Hypericum perforatum

No obstante, estudios mas recientes sefialan queeilan del hipérico no sélo se
puede explicar por su contenido en hipericina, sim® también otros componentes del
hipérico, como los flavonoides y los derivados flefoglucinol (especialmente la
hiperforina) contribuyen a la accion antidepresfBatterweck y cols., 1997, 1998,
2000, 2003; Bhattacharya y cols., 1998; Chatteyjeels., 1998; Barnes y cols., 2001;
Noldner y Schoétz, 2002; Miller, 2003; Rodriguez-dary Contreras, 2003; Beerhues,
2006; Medina y cols., 2006).

Ademas de sus efectos a nivel cerebral, se ha iadtuda actividad
antibacteriana del hipérico, confirmando su efeeotiséptico (Bombardelli y
Morazzoni, 1995; Barnes y cols., 2001). Asimismgiste numerosa bibliografia
cientifica sobre su accion citotoxica, antitumoyahntiviral, y sobre todo, la posible
efectividad terapéutica de la hipericina en eliraento contra el SIDA. De hecho, la

hipericina se ha mostrado efectiva en estuttiostro en la inactivacion o destruccion
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de numerosos retrovirus, entre ellos, el VIH, preou del SIDA (Bombardelli y

Morazzoni, 1995; Axarlis y cols., 1998; Barnes ysco2001). También el hipérico
actla como cicatrizante por via topica y ha mostraccion ansiolitica, analgésica,
antiinflamatoria, antiespasmoédica y diurética (Bamndelli y Morazzoni, 1995;

Jakovljevic y cols., 2000; Barnes y cols., 2001hekt y cols., 2002; Flausino y cols.,
2002; Mattace Raso y cols., 20@2yikin y cols., 2007).

Aunque elH. perforatumes la especie medicinal mas estudiada y la que tie
mayor interés en la actualidad al ser utilizaddezapéutica, existen otras especies de
hipérico que estan siendo investigadas, habiéndeseontrado propiedades
antimicrobianas, antioxidantes, cicatrizantes, @#mtas, antiinflamatorias y/o
antidepresivas para otras especiesigpericum como por ejempldi. androsaemuin
H. barbatum H. brasiliense H. calycinum H. caprifoliatum H. cordatum H.
drummondij H. empetrifoliumH. hircinum H. hirsutum H. hyssopifoliumH. patulum
H. richeri, H. rumeliacunmsubspapollinis, o H. triquetrifolium entre otras (Decosterd y
cols., 1991; Jayasuriya y cols., 1991; Rocha y.c®B95; Oztiirk y cols., 1996, 2002;
Apaydin y cols., 1999; Daudt y cols., 2000; Mukkerjy cols., 2000, 2001; Pistelli y
cols., 2000; Gnerre y cols., 2001; Trovato y ca901; Rieli Mendes y cols., 2002;
Cakir y cols., 2003; Couladis y cols., 2008eilmann y cols., 2003; Viana y cols.,
2005; zavikin y cols., 2007).

2.1.1. EL GENERO HYPERICUM EN CANARIAS: HYPERICUM
GRANDIFOLIUM CHOISY

En Canarias se localizan diferentes especies aargélypericum,incluyendo
varios endemismos. Varias especies de este géneronfintroducidas en las Islas
Canarias:Hypericum perforatumL. (Secc.Hypericun) e Hypericum perfoliatumL.
(Secc. Drosocarpium, presentando ambas caracter invasor. Ademaslypéricum
humifusunL. (Secc.Oligostematambién podria haber sido introducido (Robsof7,719
Kunkel, 1991). Entre las especies endémicas tenexhddy/pericum canariense..
(Secc.Webbig, el Hypericum coadunatur@hr. Sm. (SeccAdenosepaluinHypericum
glandulosum Ait. (Secc. Adenosepaluiny el Hypericum reflexumL. fil. (Secc.
AdenosepaluinRobson, 1977; Kunkel, 1991; Bramwell y Bramw2D01).

Por lo que respecta &lypericum grandifoliumChoisy (SeccAndrosaemuin

conocido popularmente como el “maljurado” o “madfdo” (imagen 1), es un
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endemismo de Madeira y Canarias que se encuentriodas las islas de este
archipiélago. Se trata de un pequefio arbusto gledmoramas levantadas o colgantes
gque apenas sobrepasa 1 m de altura, sus hojasrardieaovaladas y subsésiles miden
hasta 8 cm de largo) y tiene vistosas flores testeghnde color dorado-amarillo que
alcanzan de 4 a 5 cm de diametro (Robson, 197@kdéd{u1991; Bramwell y Bramwell,
2001).

Imagen 1.Hypericum grandifolium Choisy

En cuanto a sus usos populares, hay que sefalalagjimimidades floridas,
hojas y frutos de varias de estas especies detaétypericum han sido utilizadas en
la medicina popular canaria en forma de infusidataglasma o cocidas para el
tratamiento de heridas externas asi como sedalesgticos, vermifugos, antihistéricos
y antidepresivos. En concreto, la planta enters,fllares y el fruto deHypericum
grandifolium se han utilizado en zumo, infusién y cataplasmea qus propiedades
cicatrizantes, sedantes, antihistéricas, hipoai@&imicas y pectorales (Darias y cols.,
1986, 1989; Pérez de Paz y Hernandez-Padrén, 1999).
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En anteriores estudios realizados por el gruponsestigacion del que ahora
formo parte se ha encontrado que los extractos ndlgtas y las fracciones
cloroférmicas y/o butandlicas obtenidas de la sawhed floridas dél. canarienseH.
glandulosumH. grandifoliume H. reflexummostraron buena actividad antibacteriana
frente a bacterias Gram (+), resultados que coravbel uso popular de estas plantas
como cicatrizantes (Herrera y cols., 1996; Rabanalols., 2002). Asimismo, se
demostré que las infusiones y los extractos meit@®lde estas cuatro especies
presentaban actividad antidepresiva en el test alsoR en ratones, sin producir
sedacién ni efectos anticolinérgicos (Prado y c@302; Sanchez-Mateo y cols., 2002).
Mas recientemente, hemos podido evidenciar las igotagdes antidepresivas de
diferentes fracciones obtenidas del extracto métandde H. canariense, H.
glandulosume H. reflexum (Sanchez-Mateo y cols., 2005, 200&si como las
actividades analgésicas y antiinflamatorias desestpecies (Rabanal y cols., 2005;
Sanchez-Mateo y cols., 2006a).

Con respecto a la fitoquimica de estas especieta lgh momento no se han
llevado a cabo estudios detallados. En estudidsrpnares llevados a cabo en nuestro
grupo se confirma la existencia de antraquinonésjomoides y taninos er.
canarienseH. glandulosumH. grandifoliume H. reflexum Asimismo dieron positivas
las reacciones de identificacién de saponinastpd@s ellos, menos pakh canariense
(Sanchez-Mateo y cols., 2006b).

2.2.FLAVONOIDES

Los flavonoides son un grupo de metabolitos seqioglgue se distribuye en
las plantas vasculares de manera ubicua (Di Cadolss, 1999), siendo las rutaceas,
poligonaceas, asteraceas y apiaceas las principatégas que los contienen. Abundan,
sobre todo, en las partes aéreas jovenes y maesapual sol ya que la luz solar
favorece su sintesis (LOpez Luengo, 2002). En tgaris en los que estan presentes
(frutos, hojas, flores y cortezas) actian comogmopntos o como responsables directos

de la coloracion de los mismos (Bruneton, 2001a).

Se trata de compuestos polifenélicos que se caiztepor poseer un mismo
elemento estructural, conocido como encadenamuaiatd-propanico, fenilcromano o
benzopiranico. Esta estructura es del tipo AMAC 0 bien  G-Cs-Cg, l0 que viene a

decir que: @son anillos bencénicos (anillo A y anillo B) unider#tre si a través de una



14 Revision bibliogréfica

cadena de 3 4&tomos de carbono que puede formaun tescer anillo pirano o pirona
(anillo C) (Fig. 2).

Atendiendo a lo anteriormente expuesto los compaeiavonicos se pueden
clasificar en dos grupos, los flavonoides “propiateedichos” y los compuestos
relacionados con ellos. Los flavonoides propiamelithos se caracterizan por poseer
un nucleo fenilcromona (fenil-benzepirona), y dependiendo de la posicion del anillo
fendlico B, se subdividen en compuestos 2-fenilaoan(flavonoides) y compuestos 3-
fenilcromona (isoflavonoides) (Fig. 2). A su vestas compuestos dan origen a las
flavanonas e isoflavanonas por hidrogenacién délban. Asimismo, la hidroxilacion
del carbono 3 en la serie de las 2-fenilcromonadudar a los flavonoles y a los

flavanonoles (2,3-dihidroflavonoles) (Fig. 2).

Por otro lado, entre los compuestos relacionaddss &lavonoides podemos
incluir a las catequinas, flavan-3-oles, flavan-@idles, antocianos, chalconas, auronas,

xantonas y los neoflavonoides (Fig. 3).
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Figura 2. Estructurabéasica de los flavonoides “propiamente dichos”
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Figura 3. Estructura béasica de los compuestos relacionadios aflavonoides

Estas estructuras pueden encontrarse en los vegedtaito en forma libre
(geninas o agliconas) como en forma de O- y C-ésigos, que es lo mas frecuente
(Lopez Luengo, 2002; Alvarez Castro y Orallo Camiye2003a). En los heterosidos la
parte osidica puede ser mono-, di- o trisacaridios. monosidos se forman con D-
glucosa, D-galactosa o D-alosa, con pentosas (@sapiL-arabinosa, L-ramnosa, D-
xilosa) o con los &cidos D-glucurénico y D-galaéhico. Asimismo, los flavonoides
pueden unirse entre si formando dimeros, conoddo® biflavonoides (Fig. 2). Estas
uniones se producen sobre todo por sus carbono® @B, que son especialmente

reactivos (Bruneton, 2001a).

Los flavonoides proceden d@a ruta biosintética mixta: de los tres anilldsh e
se biosintetiza a través de la ruta de los potioéti mientras que el B y la unidad C
proceden de la ruta del &cido shikimico (Fig. péz Luengo, 2002; Alvarez Castro y
Orallo Cambeiro, 2003a). En todas las clases deorilsides anteriormente
mencionados, la biosintesis justifica la frecugrsencia de al menos tres hidroxilos
fendlicos en C-5, C-7 y C-4’ de la genina. Sin ergbaalguno de ellos puede faltar
(Bruneton, 2001a).
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Figura 4. Biogénesis de los flavonoides

Por lo que respecta a sus caracteristicas fisionicms, se trata de sélidos
cristalinos de color blanco o amarillento que pnéme todos los matices de solubilidad.
Generalmente, los flavonoides libres son solubtedigolventes organicos de distintas
polaridades dependiendo de su grado de oxigengcastasamente solubles en agua,
mientras que sus heterdsidos son solubles en ajiemte, alcoholes y disolventes
organicos de alta polaridad. Cuando contienen ésndlbres se disuelven en
disoluciones de hidroxidos alcalinos. La alta neatdad de estos grupos fendlicos
permite el establecimiento de puentes de hidrogenaniones covalentes, su
intervencion en reacciones de oxidacién y reduccamo reductores o la formacién de
complejos con iones metélicos como el cobre?{Cy el hierro (F&) (Bruneton,
2001a; Lopez Luengo, 2002; Alvarez Castro y Or@kmnbeiro, 2003a).

Las propiedades fisico-quimicas arriba descritastaf de manera trascendental
a la extraccion, caracterizacion, valoracion y @edarmacoldgica de los flavonoides.
En este sentido, los procesos extractivos seguyidoes su obtencion dependeran de la
polaridad de los mismos. Para la caracterizacionestes compuestos se utilizan
técnicas basadas en la presencia de grupos femddicen la presencia del nucleo
fundamental de cromona. Los grupos fendlicos de flagonoides hacen que al

afadirles alcalis (NaOH, KOH) se produzca una e@ién amarilla o la intensificacion
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del color de la disolucién inicial de la droga. dafuente, la adicién de sales metalicas
como Fe(d o AICI; da lugar a una coloracion verde o a una fluorasaeamarillo
intensa a la luz ultravioleta, respectivamente.ti@ede las reacciones que caracterizan

el anillo de cromona destaca la de la cianidinaiiBton, 2001a).

En cuanto a los métodos clasicos de valoraciorosidlavonoides, éstos son,
sobre todo, colorimétricos o espectrofotométrices: (medida de la absorbancia
después de la reaccion con AJClLa cromatografia en capa fina con reveladores
especificos también permite, en ciertos casos,cawred perfil flavonico de un extracto,
si bien es la cromatografia liquida de alta reséiuquien ofrece en la actualidad la
posibilidad de una valoracion rapida y precisaad®ds$ los flavonoides presentes en una
droga (Wagner y cols., 1984; Bruneton, 2001a).

2.2.1. ACTIVIDAD FARMACOLOGICA

Los flavonoides destacan desde el punto de vistaafzoldégico por su baja
toxicidad y por presentar numerosos efectos biot®yiy actividades terapéuticas
(L6pez Luengo, 2002).

Desde el punto de vista de sus propiedades biagi$gimumerosos estudios
vitro ponen de manifiesto que estos compuestos tieeetosfantioxidantes, reducen la
formacion de radicales libres, pueden inhibir laogilacion lipidica, poseen efectos
antimutagénicos y tienen la capacidad de inhibverdias enzimas (Lopez Luengo,
2002). Asimismo, estudios1 vivo demuestran que los flavonoides potencialmente
presentan numerosas actividades farmacolégicasacdeslo las acciones protectora
vascular, antiaterogénica, antianginosa, antitulmoemalgésica, antiinflamatoria,
antialérgica, antiulcerosa y hepatoprotectora, eemtiras (Bruneton, 2001a; Lopez
Luengo, 2002; Zaragoza Garcia y cols., 2002; Awabastro y Orallo Cambeiro,
2003a, 2003b). En la tabla 4e hace un resumen de algunos de los efectos
farmacoldgicos mostrados por diferentes flavonogtesiumanos y animales (Di Carlo
y cols., 1999; Guardia y cols., 2001; Sanchez ddiiey cols., 2002; Ueda y cols.,
2002; Das y cols., 2003; Morikawa y cols., 2003teRoy cols., 2003; Comalada y
cols., 2005; Kaur y cols., 2005; Meaotti y cols.0BOOrhan y cols., 2006).

En general, los flavonoides presentan una marcefididad sobre el sistema

vascular con efecto protector sobre la pared dedsss, particularmente sobre la pared
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de los capilares, produciendo una disminuciéon dpelaneabilidad y aumento de la
resistencia de los mismos (Lépez Luengo, 2002udiss llevados a cabo en humanos,
demuestran que la citrina (mezcla de hesperidieaogictiol glucdsido) es capaz de
normalizar la resistencia vascular alterada pdimdés patologias. Igualmente, el @®-(
hidroxietil)-rutdsido permite restaurar los paramsthemorreoldgicos alterados por la
insuficiencia venosa cronica. A pesar de que logzamiemos exactos de accion
responsables de estos efectos contindan sin esmisee se ha postulado que podrian
deberse a la accion que ejercen algunos flavonadese las plaquetas, leucocitos y

enzimas de la coagulacién sanguinea (Di Carlos.,cb999).

Tabla 1. Potenciales efectos farmacoldgicos de diferenta®floides en humanos y animales

ACTIVIDADES
FARMACOLOGICAS COMPUESTOS
Analgeésica Quercetina, hesperidina, miricitrina, 5,7-dimetitavanona-
4’-O-[p-D-apiofuranosil-(3>2)]-B-D-glucopirandsido, 2'-
hidroxi-4’,6’-dimetoxi-chalcona-43-f-D-glucopirandsido
Antialérgica Quercetina
Antiaterogénica Quercetina

Anticancerigena
Antidiabética
Antidiarréica
Antihepatotoxica
Antiinflamatoria
Antiosteoporotica

Antiespasmddica

Antiulcerosa

Protector Vascular

Baicaleina, epigalocatequina, kaenferol-8-D-
glucopirandsido, nobiletina, quercetina, rutinageretina,
tricina, woogonina

Quercetina

Apigenina, kaenferol, morina, miricetina, naringeni
guercetina, quercitrina

Gosipina, hispidulina, hidroxietilrutésido, kolawira,
guercetina, silimarina

Apigenina, crisina, gosipina, hibrifolina, hipolaet-843-D-
glucoésido, luteolina, miricetina, nepetina, quareet
guercitrina, rutina, sidertoflavonona

Ipriflavona
Apigenina, crisina, kaenferol, quercetina

Hipolaetina-8-glucésido, kaenferol, quercetinainaitsolona,
naringina

Antocianidina, citrina, rutésido

Asimismo, ensayos vitro realizados sobre arterias aisladas de animales de
experimentacion demuestran la existencia de fladesocon accion relajante sobre el
musculo liso vascular. Uno de ellos es#dvigenina cuya actividad vasorrelajante se
encuentra estrechamente relacionada con el ergotpliesumiblemente con la
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liberacion de Oxido nitrico y prostaciclina (Alvar€astro y Orallo Cambeiro, 2003b;
Uydes-Dogan y cols., 2005). No obstante, conviexalar que determinadas moléculas
de estructura flavonoide han mostrado una accifiisiba sobre los vasos sanguineos:
vasoconstrictora a las concentraciones activas indigs y vasodilatadora a
concentraciones mayores. Este es el caso de agusimpuestos con una triple
sustitucién hidroxilica en posiciones contiguadageanillos A o B, como la baicaleina
y la miricetina (Alvarez Castro y Orallo Cambei?603b).

También han sido descritas las propiedades angagtes plaquetarias de
algunos de estos compuestos, como la apigenisaaly floretina, considerandose la
inhibicidén de la ciclooxigenasa y el consiguientenanto de los niveles intracelulares
de AMP ciclico los principales mecanismos implica@n dicha actividad (Di Carlo y
cols., 1999).

Por otra parte, muchos flavonoides poseen propeédadtiinflamatorias como
consecuencia de sus interacciomesitro con los polinucleares y los trombocitos o con
el metabolismo del acido araquidénico (BrunetonQl2). Este es el caso de la
miricetina y la quercetina que, a concentraciomdativamente altas, son capaces de
bloquearin vitro los mecanismos de accién de la ciclooxigenasa §péxigenasa,
mientras que a concentraciones bajas inhiben a@odion de la lipoxigenasa (Di Carlo
y cols., 1999). Estas propiedades antiinflamatdiaasbién se han demostranovivo
para numerosos flavonoides en distintos modelogftEEmacion aguda y/o cronica.
Entre ellos cabe mencionar: la nepetina, apigemumiia, quercetina, quercitrina y
luteolina (Di Carlo y cols., 1999; Guardia y colgQ01; Sanchez de Medina y cols.,
2002; Ueda y cols., 2002; Das y cols., 2003; Mavikay cols., 2003; Rotelli y cols.,
2003; Comalada y cols., 2005).

Algunos flavonoides (como naringina y quercetina) solo presentan buena
actividad antiinflamatoria sino que ademas protelgemucosa gastrica frente a una
gran variedad de agentes ulcerogénicos, combinagiérresulta de interés terapéutico
si recordamos que uno de los principales efectasinsarios de los farmacos
antiinflamatorios convencionales es su actividagnadgénica (Martin y cols., 1993; Di
Carlo y cols., 1999). Esta accion gastroprotecionade ser explicada, en parte,
mediante un complejo mecanismo no prostaglandipem#iente que implicaria

aumentos en el contenido de glicoproteina y deskeosidad del gel mucosal gastrico
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(Martin y cols., 1994). Otros mecanismos implicagasesta accion son: captacion de
radicales libres, actividad antioxidante, estimidlacle prostaglandinas, inhibicién de la
produccion de leucotrienos o del factor activaderpthquetas (PAF) (Alarcon de la
Lastra y cols., 1994; Izzo, 1996). Asimismo, loav@inoides flavona, flavanona y
quercetina inhiben el crecimiento Helicobacter pyloriy la formacién de &cido por las
células parietales en respuesta a la estimula@étiptamina y dibutiril AMP ciclico
(Beil y cols., 1995).

Por otro lado, algunos flavonoides, como quercetiegperidina y miricitrina,
ejercen actividad analgésica en diversos model@xperimentacion animal, aunque el
mecanismo de accién continla sin esclarecerse @do§ cols., 1999; Kaur y cols.,
2005; Meotti y cols., 2006). Asimismo, existen datpue sefialan la capacidad de la
quercetina para revertir el desarrollo de toleraiycdependencia a la morfina mediante
un mecanismo que podria estar mediado por la wibibide la actividad 6xido nitrico
sintasa (Singh y cols., 2002; Naidu y cols., 2003).

En cuanto a sus efectos sobre el sistema nervergoat, experiencias realizadas
con animales presentan a los flavonoides como lgss#gentes neuroprotectores. Este
efecto protector se ha asociado a sus propiedatiexidantes, captadoras de radicales
libres e inhibidoras de la peroxidacion lipidicdeyla xantina oxidasa (Zaragoza Garcia
y cols., 2002; Schmitt-Schillig y cols., 2005). Taién se ha demostrado que algunos
flavonoides (como crisina, apigenina o cirsilioljeren actividad ansiolitica,
observandose que no sélo actian como ligandossdest®ptores benzodiazepinicos
sino que también dan resultados favorables en m®dmlimales (Paladini y cols.,
1999). Asimismo se ha atribuido a la presencidal@hoides, tales como el hiperésido,
isoquercitrina y miquelianina, parte de la actiddantidepresiva mostrada por el

hipérico Hypericum perforatuni.., Hipericaceae) (Butterweck y cols., 2000).

Ademas de las actividades anteriormente comentadalan encontrado otras
propiedades para los flavonoides, como son: pragiesl hepatoprotectoras (isobutrina,
hispidulina, flavanolignanos, silimarina), antiespedicas (apigenina, quercetina,
kaenferol), hipocolesterolemiantes (liquiritigenina diuréticas  (hesperidina),
antibacterianas (quercetina, rutina, crisisalvigening, antiviralesin vitro (rutina,
dihidroquercetina, 3-hidroxi y 3-metoxiflavonas meterosidicas), antitumoraligsvitro

(tangeretina, nobiletina), entre otras. Ademasyradg estudios recientes sugieren que
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las isoflavonas disminuyen los sintomas de la mamgip (sofocos, etc.) y disminuyen
el riesgo de desarrollo de osteoporosis (Di Cartmlg., 1999; Ragasa y cols., 1999;
Narayana y cols., 2001; Bruneton, 2001a; Zaraga&i&y cols., 2002).

Por ultimo, hay que sefialar que la inhibicion gjgecen los flavonoides sobre
numerosos enzimas (responsable de algunas de spisdades terapéuticas) también
puede dar lugar a distintas interacciones farmaoas. Asi, los flavonoides modulan
la actividad de las citocromo 448 monooxigenasas, enzimas implicados en la
farmacocinética de numerosos medicamentos. Poy metloes de extrafiar que con
frecuencia se produzcan interacciones por la adimieion simultanea de flavonoides
con farmacos que sufran este metabolismo, prodde#Enun aumento de la toxicidad
del propio farmaco o bien una disminucion de suctefeerapéutico. Entre los
flavonoides capaces de estimular al CYP 3A4 apal@dmangeretina, mientras que
silimarina o la biapigenina actian como inhibido(et® y Saville, 2001; Zaragoza
Garcia y cols., 2002).

2.3. TERPENOS: DITERPENOS

Los terpenos son un amplio grupo de compuestose@aracterizan por estar
formados por la union de unidades pentacarbonasagicadas relacionadas con el 2-
metil-1,3-butadieno (isopreno) (Bruneton, 2001k8g& formen parte de su esqueleto
hidrocarbonado, 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 8 unidades parttanadas (§, los terpenos se
clasifican en hemiterpenos, monoterpenos, sespgaites, diterpenos, sesterterpenos,
triterpenos y tetraterpenos, respectivamente (WagBémadfa, 2003).

Estos compuestos derivan biogenéticamente deb aievaldnico, el cual,
mediante una serie de reacciones organicas clasatakzadas por enzimas, va a dar
lugar a los precursores de los principales tiposedpenos. Ejercen la funcién de
precursores diferentes ésteres pirofosforicos dehales en (€), formados por la
adicion secuencial de una unidad e & pirofosfato de isopentenilo (IPP), sobre una
molécula estarter. El pirofosfato de dimetilali@MAPP), formado a partir del IPP por
isomerizacion, es el primer término de la serie. domdensacion mediante union
“cabeza-cola” de estos dos ultimos compuestos narigl geranilpirofosfato (GPP),
precursor de monoterpenos. El acoplamiento al GPRudvas unidades de IPP origina

moléculas de mayor peso molecular, incrementandiosamero de carbonos de cinco
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en cinco: sesquiterpenos, diterpenos y asi suecesiie. Como puede observarse en la
figura 5, las sucesivas moléculas estarter sofareésilpirofosfato (FPP), precursor de
sesquiterpenos, el geranilgeranilpirofosfato (GGR#REecursor de diterpenos y el
geranilfarnesilpirofosfato (GFPP), precursor detesésrpenos. Los triterpenos y
tetraterpenos provienen del escualeno y del fitognenes a su vez provienen de la
union “cola-cola” de dos moléculas de FPP y dostmdas de GGPP, respectivamente
(Bruneton, 2001b).

No obstante, conviene recordar que existe un numeehacido de casos en los
qgue la regla isoprénica parece no ser respetadael Esso, por ejemplo, de los
monoterpenos “irregulares”, los cuales son el petwludel acoplamiento de dos
unidades de DMAPP segun un mecanismo analogo aldguleigar a triterpenos y

carotenos (Bruneton, 2001b).

OH
o-PP O-PP

cozH IPP (Cg) DMAPP (Cs)

iy, ",

H

ACIDO MEVALONICO

+IPP
N o - N N
O-PP 0-PP

DMAPP (Cs) GPP (Cqp)
AN X X
O-PP + IPP
FPP (C15)
+ IPP A A \ N O-PP
GGPP (Cy)

Figura 5. Formacién de precursores de terpenos.

Aungue la inmensa mayoria de los terpenos son ocestqa especificos del
reino vegetal (metabolitos secundarios), tambiéadpno encontrarse en los animales
(como por ejemplo los diterpenos de organismosnuosg)i En la naturaleza, participan
en casi todas la interacciones entre plantas yaesnplantas y plantas o plantas y
microorganismos, actuando como fitoalexinas, antetarios de insectos o agentes de
defensa (Bruneton, 2001%/agner y Elmadfa, 2003).
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En la presente Tesis Doctoral, dentro del grupmsieompuestos terpénicos, se
abordara exclusivamente la evaluacion farmacologécditerpenos con esqueletec
clerodano y abietano. Por ello, centraremos lacaiaren la descripcion de este tipo de

compuestos.

Los diterpenosson compuestos caracterizados por poseer unatastrii@sica
de 20 carbonos y proceder del precurdgréE, 10E-geranilgeranilpirofosfato (GGPP),
presentando una gran variabilidad estructural. @ primera instancia, los diterpenos
pueden dividirse en dos grandes grupos, compuesfobcos y compuestos ciclados
(Bruneton, 2001b). Los compuestos aciclicos sonresos frecuentes, pudiendo ser
lineales o poseer un ciclo lacténico o éter. Popare, los diterpenos ciclados son
clasificados a su vez en: biciclicos (labdanos eroclanos), triciclicos (pimaranos,
isopimaranos, abietanos, casanos Yy rosanos), itditas (kauranos, atisiranos,
beyeranos y giberelinas) y pentaciclicos (tragaifas). También se incluyen en este
grupo los diterpenos macrociclicos como los cendwecasbenos o taxanos y los

diterpenos miscelaneos briarano y vibsano (De &sdly cols., 2003).

Esta establecido que tanto los clerodanos comoalmstanos derivan de
estructuras labdanicas formadas a través de utexioit acido-catalizada del GGPP
(formacion de los ciclos A y B) (Fig. 6). Este tigde ciclacion conduce a dos series
enantioméricas que difieren por las configuraciaymsestas de los carbonos C-5, C-9y
C-10. La serie se llama “ent” (enantio) cuandaulsidn de los ciclos A y B es antipoda
a la de los esteroides y “normal” cuando es idantitinque habitualmente se omite el
prefijo “normal” (ej.: labdano entlabdano) (Bruneton, 2001b). Los clerodanos son el
resultado de un reagrupamiento tfpedo de estas estructuras labdanicas; en concreto,
los neaclerodanos son formados a partir de la semt@le las mismas. En los abietanos,
se produce la formacion de un tercer ciclo y urgmgaamiento posterior (Bruneton,
2001b; Dominguez y cols., 1998) (Fig. 6).
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Figura 6. Esquema de la biogénesis de los esqueletoseelano y abietano

Los diterpenos clerodanicos constituyen un gruposastancias aisladas de
plantas superiores, de microorganismos y de ongersisnarinos. De los cerca de 900
diterpenos clerodanicos conocidos hasta ahora, @h0sse han aislado de plantas
superiores, especialmente de los génAjoga Leonurus Salvig Scutellarig Stachysy
Teucrium pertenecientes a la familia Labiatae (Merritt gyL.1992). En concreto, el
géneroTeucriumes la fuente natural mas abundante de diterpeno@teclerodanos y

19-norneaclerodanos (Rodriguez y cols., 1994; Dominguealy.c1998).

Estos compuestos han atraido el interés en lamastiafios por sus llamativas
estructuras quimicas y su actividad biologica freat algunas plagas que causan
importantes pérdidas econdmicas (Rodriguez y cb®@6; Dominguez y cols., 1998;
Klein Gebbinck y cols., 2002). Sin embargo y conumatinuacion veremos, también se

les han atribuido interesantes actividades farndgicas.

2.3.1. ACTIVIDAD FARMACOLOGICA DE LOS DITERPENOS

El interés farmacologico de los diterpenos estéafde toda duda, si recordamos
gue dentro de este grupo se encuentran los ditesganiclicos del génerbaxusy sus
derivados (paclitaxel o Taxol® y docetaxel o Taxe®), utilizados actualmente en
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terapéutica en el tratamiento de algunos tipos &®ear por su accidon antimitética
(Bruneton, 2001b; Wagner y Elmadfa, 2003).

Ademas de estos compuestos, existen otros ditesgpreopresentan interesantes
actividades farmacologicas que los convierten dariales agentes terapéuticos. Asi,
podemos mencionar las propiedades antihipertendelagcido labd-8(17)-en-15-oico y
de la forskolina, la antiagregante plaquetariaaehosol y de los acidos pimarico y
levopimarico, asi como el interés de las quinontsmenicas deSalvia miltiorrhiza
Bunge en el tratamiento de diversas afeccionesndetardio (Bruneton, 2001b;
Ambrosio y cols., 2006; Lee y cols., 2006; Lahlocoys., 2007).

También se han encontrado otras propiedades falbggcas para estos
compuestos, entre las que destacan las propiedatie®trovirales de la prostratina,
antitumorales de la oridonina y la lasiokaurinaufiBaton, 2001b), antimicrobianas de la
salvipimarona, antiparasitarias del &cido kauremdiente al Trypanosoma cruzi
(Ambrosio y cols., 2006), antiinflamatorias de nuoses diterpenos obtenidos de la
familia Lamiaceae (como la tanshinona IlIA y el btipl aislados de los géner8alvia
y Sideritis respectivamente) (Alcaraz y cols., 1989; Janglyg.c2006), ademas de las
propiedades analgésicas y gastroprotectivas delb aoentipédico (Guedes y cols.,
2002).

Con respecto a laditerpenos de tipo clerodanalgunos de ellos han presentado
diversas actividades, destacando las propiedadésicarogénicas, antitumorales,
citotdéxicas y las antiinflamatorias (Alcaraz y Rid991; Lewis y Hanson, 1991). A

continuacion resumiremos algunas de estas acciones.

El cordatin ha mostrado tener efectos antiulceragénen distintos modelos
animales basados en la induccién de la lesionigagtiiruma-Lima y cols., 2000). Por
su parte, etrans-dehidrocrotonin, ademas de tener propiedadeslegtigéenicas (que
parecen estar relacionadas con sus acciones aet®as Yy gastroprotectivas), posee
actividad antitumoral y citotoxica frente a célutkscarcinoma de Ehrlich (Souza-Brito
y cols., 1998; Grynberg y cols., 1999). &#anscrotonin se mostrO como agente

citotoxico en el mismo estudio (Grynberg y col999).

También se ha puesto de manifiesto que algunostde eompuestos presentan
accion antiinflamatoria, como lgeucrina A 19-acetilgnafalinay eriocefaling los
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cuales manifestaran vitro un efecto inhibidor de la enzima 5-lipoxigenas& () ya
que redujeron de forma significativa la liberacubm leucotrienos B sin modificar la
actividad de la ciclooxigenasa ni la produccionod&lo nitrico (De las Heras y cols.
2001).

Por ultimo, se debe sefalar que algunos diterpdropo clerodano pueden
producir efectos indeseables. Asi, los diterperemdanos de la especiesucrium
chamaedryd.., y en especial leeucrina A son considerados responsables de la accion
hepatotoxica de esta planta, atribuyéndose la nsgbdidad directa de esta toxicidad a
su anillo furanico, quien es oxidado por el isoer&i3A4 del citocromo £, (CYP
3A4) a un epoxido reactivo capaz de estimular ginats tales como la CYP 3A y la
epoxido hidrolasa (Zhou y cols., 2004). Asimisme, h&n puesto de manifiesto las
marcadas acciones psicotomiméticas y disforicasnéelclerodano salvinorina A,
diterpeno activo de la espe@alviadivinorum lo cual limita su posible utilidad como
potente y selectivo agonista de receptores opiaid@san y Roth, 2004; Prisinzano,
2005).

Por otra parte, también han sido evaluados farmgmamente diferentes
diterpenos de tipo abietandJno de ellos, el ferruginol, ha presentado prdgdes
antioxidantes, antitumorales, gastroprotectivasrglioactivas (Ulubelen y cols., 2002;
Iwamoto y cols., 20035chmeda-Hirschmann y cols., 20@8odriguez y cols., 2006).
Otros compuestos presentan otras importantes @dati@s como las antimicrobianas y
antiproliferativas mostradas por el coleon U y la&atetoxi-@-hidroxiroileanona
(Gaspar-Marques y cols., 2002, 2006), las antiméioriasin vitro del 11,12-dihidroxi-
6-0x0-8,11,13-abietatrieno (De las Heras y col€012 o las antiplasmodiales y
citotoxicasin vitro del (+)-8,11,13-totaratrieno-12,13-diol y el (+k8,13-abietatrien-
12-ol (Clarkson y cols., 2003).

Por lo que se refiere a éetiopinona diterpeno naftoquinénico de tipo abietano
gue ocupa nuestro estudio, numerosos trabajosuesiqode manifiesto que actia como

potencial agente terapéutico a diferentes niveles.

Hernandez-Pérez y cols. (1995) demostraron quecestpuesto exhibia efectos
analgésicos a nivel periférico y central, asi cafextos antiinflamatorios en el edema
inducido por carragenina y tetradecanoil-forboltate en roedores. En trabajos
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posteriores se demostrd que su actividad antiirdtara parece estar relacionada con la
inhibicién de la enzima 5-LOX (Benrezzouk y co)01; De las Heras y cols., 2001).

Por otra parte, también se ha logrado evidenciaacsividad antimicrobiana
frente a bacterias Gram (+), asi como su activadedoxicain vitro sobre células KB
de carcinoma humano (Hernandez-Pérez y cols., 19R6tientemente, ha sido
confirmada esta actividad citotdxica frente a @dutle leucemia HL-60 y NALM-6
normales y células HL-60 resistentes a los farmatodo esto, unido a su capacidad
de inducir la apoptosis de manera dependientdatapb y de la concentracion, parece
indicar queaetiopinonapodria jugar un papel importante en el tratamiel@@anceres
humanos, especialmente en casos de resistenciaacts (Rozalski y cols., 2006).
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3.1.ESTUDIO FITOQUIMICO DE HYPERICUM GRANDIFOLIUM CHOI SY

3.1.1. RECOLECCION Y CONSERVACION DE LA DROGA

Con el fin de que el estudio quimico y farmacolégie un determinado
material vegetal sea reproducible, dicho matereledser sometido a una serie de
operaciones preliminares. Estas operaciones intlulge identificacion botanica,
seleccion de la parte del vegetal a extraer, eldaransformacion quimica de sus

componentes, etc.

En el presente trabajo, se recogieron las partesaséen flor de la especie
Hypericum grandifoliunChoisy, en Pedro Alvarez (Tenerife) en su époctodacion,
depositandose una muestra de la misma en el HertekriDepartamento de Biologia
Vegetal de la Facultad de Farmacia (TFC n 42213ndterial vegetal fue desecado en
una estufa a una temperatura de aproximadamerf@€ 46n libre circulacion de aire y
sometido a posterior trituracion en un molino pasa facilitar la preparacion de los

diferentes extractos.

3.1.2. PRODUCTOS QUIMICOS UTILIZADOS

Para la obtencion y estudio fitoquimico de los aottrs, fracciones y

subfracciones dH. grandifoliumse utilizaron:

Acetato de etilo (FSA laboratory supplies, Reinaddh, acetato sddico (Ferosa,
espafia), acido acético glacial (Panreac Quimica, SEApafia), acido clorhidrico
(Panreac Quimica S.A., Espafa), acido férmico (kleAdlemania), acido sulfarico
(Panreac Quimica S.A., Espafna)butanol (Prolabo, Francia), cloroformo (Scharlau
Chemie S.A., Espaia), cloroformo deuterado (Sigrhan@ical Co., EEUU), cloruro
férrico (Panreac Quimica S.A., Espafa), cloruroiceb@Merck, Alemania), formol
(solucion formaldehido 36.5 %) (Scharlau Chemie.SEspafna), gelatina (Panreac
Quimica S.A., Espafnaj-hexano (FSA laboratory supplies, Reino Unido),réwitdo
sbédico (Panreac Quimica S.A., Espafia), metanolréBanQuimica S.A., Espafa),
vainillina (Sigma Chemical Co., EEUU).

En las técnicas de cromatografia liquida de altsolueion acoplada a
espectrometria de masas se emplearon: hiperfoaynfan Chemical, EEUU),

hipericina (Biomol GmbH, Alemania), hiperosido (Mkr Alemania), pseudohipericina
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(Calbiochem, Alemania), quercetina (ABCR GmbH & ®&, Alemania), quercitrina
(Sigma, Alemania), rutina (Acros Organics, Bélgicapnto el acetato de amonio
(Merck, Alemania) como el acido acético glacial (bMke Alemania), asi como los
disolventes acetonitrilo (Merck, Alemania), metafidlerck, Alemania) y agua ultra-

pura (Millipore, Alemania) que se emplearon, teniargrado de pureza para analisis.

3.1.3. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS Y FRACCIONES

El primer paso para llevar a cabo el estudio dedostituyentes quimicos de un
vegetal, correctamente desecado y triturado, esleshrrollo de procedimientos
extractivosy el posterior fraccionamiento de los extracto®oiatos.

En nuestros estudios se han efectuado dos tipaxtdecciones del material

vegetal (Fig.7):
a) Extraccion por infusiéon

La infusién se obtuvo a partir de 100 g de dragas pulverizada, a los que se
afadié un litro de agua destilada a 100 °C. Estiemen fue posteriormente reducido

hasta obtener una concentracion de 1 g/ml, referigeso de planta seca.
b) Extraccion con disolventes orgéanicos

Para ello, la materia vegetal seca y finamenteréila se extrajo mediante una
maceracion en metanol (MeOH) durante tres diadizé@aose esta operacion tres
veces. Los respectivos extractos fueron filtradogeynidos en uno solo y se
concentraron hasta sequedad en un Rotavapor ampresiucida y temperatura inferior
a 45 °C.

El residuo seco procedente del extracto metan&écsuspendidé en agua y se
extrajo tres veces con CHCILos extractos cloroférmicos fueron reunidos, nresn
qgue la fase acuosa se volvié a extraer ndnutanol (-BuOH) hasta tres veces. Se
obtuvieron asi las correspondientes fraccione®fdonicas, butandlicas y acuosas, las

cuales fueron concentradas siguiendo el procedimteabitual.

Este fraccionamiento ha sido llevado a cabo en basdéos ensayos
farmacoldgicos que se han realizado, intentandoaéia caso ir acotando los posibles
compuestos responsables de la accion farmacoldgmaifestada. De este modo,

llegamos mediante diferentes técnicas cromatog&fee definir el contenido de la
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fraccion butandlica y a obtener las subfraccionksH2 y F3 a partir de la fraccion

cloroférmica (Fig. 7).

Hex/EtOAc 10%

a) b)
H,O a 100 °C MeOH
INFUSION EXTRACTO
METANOLICO
(CHCI,/H,0)
¥ ¥
FASE ACUOSA FRACCION
| CLOROFORMICA
(H,O / n-BUOH) \
Si0,
% , ) ‘
FRACCION FRACCION I i |
ACUOSA BUTANGLICA Hex/EtOA: 2% Hex/EtOA: 5%
! ! !
Subfraccion Subfraccion

F1

F2

Figura 7. Extraccion y fraccionamientde Hypericum grandifolium

3.1.4. TECNICAS DE FRACCIONAMIENTO E

ESTRUCTURAL

Subfraccién
F3

IDENTIFICACION

Aquellos extractos o fracciones que mostraron éstex nivel de las pruebas

farmacoldgicas realizadas fueron sometidos a amétsquimico.

Para la realizacion de estos analisis se recurriengayos fisico-quimicos

cualitativos, técnicas cromatograficas clasicasmatografia liquida de alta resolucion

acoplada a espectrometria de masas en tandem ytrespetria de masas por

transformada de Fourier.

3.1.4.1. Pruebas clasicas de identificacion fitoquica

Existen diferentes ensayos fisico-quimicos cualitatque permiten identificar

de forma répida y sencilla la presencia de detadus constituyentes en una droga o

extractoya que éstos pueden dar reacciones coloreadaseclpifacion, fluorescencia,

etc.
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Mediante las reacciones de identificacion descetasa literatura (Dominguez,
1973; Albornoz, 1980; Trease-Evans, 1991) se cobipla presencia de las siguientes

familias de compuestos: alcaloides, antraquindi@gnoides, saponinas y taninos.

Para la identificacibn dealcaloides se llevaron a cabo reacciones de
precipitacion realizadas en un medio acuoso ligerdaen acidulado con un &cido

mineral (HCI o HSO, al 10 %). Los reactivos empleados fueron:

a) Reactivo de Bouchardat (solucion de yodo ioduragiag, con los alcaloides da

precipitados marrones.

b) Reactivo de Mayer (solucion de yodo mercuriato §iotd, que origina un

precipitado blanco-amarillo en caso positivo.

c) Reactivo de Dragendorff (solucion de yodo-bismutgtotasico), que da

precipitado naranja-rojizo en presencia de estoypoestos.

Para la deteccion de la presencia atdgraquinonasse efectud la reaccion
coloreada de Borntrager, en la cual se obtienecah@acion rojiza con soluciones

alcalinas en caso de existencia de las mismas.

Para caracterizdtavonoidesen extractos brutos se puede recurrir a numerosas
reacciones coloreadas, entre las que destacddac@midina. Esta reaccion es positiva,
si al afladir Mg (s) y unas gotas de alcohol/HCpsmluce desprendimiento de calor y
una coloracion rojiza (naranja para flavonas, rojo-cereza para flavonoles o rojo-
violaceo para flavanonas).

La presencia desaponinasen el presente trabajo se ha determinado por la
capacidad de las mismas de producir espuma abengarglativamente estable por
agitacion de sus soluciones acuosas. Ademas, dleviaalo a cabo la reaccion de
Liebermann-Burchard, donde al afadir anhidrido ie@éen medio sulflrico se

producen reacciones coloreadas en los casos pasitiv

Los taninosposeen la capacidad de precipitar proteinas yoales, siendo esta
propiedad aprovechada para su determinacion enalmrdtorio. Dentro de las

reacciones de identificacion de los taninos seréalivado las siguientes:

a) Con gelatina salada (solucion al 1 % de gelatirsh Y0 % de NaCl en agua).

Todos los taninos, hidrolizables y condensadoscufem y forman un



Material y Métodos 35

b)

precipitado con esta proteina preparada. En casdivap se aprovecha el
ensayo para confirmar la presencia o ausencia dequaas libres (no
precipitables por gelatina salada). Para ellorafitos y afiadimos al filtrado
anterior el reactivo de Stiasny (formol/HCI) quenfa con ellas precipitados

rosados.

Con reactivo de Stiasny. Es un reactivo especiliedaninos condensad¢s
catéquicos) constituido por formol/HCI (2:1). Siasgce un precipitado
floculoso tras afadir el reactivo de Stiasny y mi@e confirmamos la presencia
de taninos condensados. Para saber si hay tanithadizables, se realiza una
filtracion y el filtrado se trata con acetato s@dén polvo y unas gotas desEs.

La aparicion de coloracion azul sefiala la existedeitaninos hidrolizables.

3.1.4.2. Cromatografia clasica

Para la cromatografia clasica en columna se utiizaolumnas de silicagel 60

Fs4 (Merck, 9385). Como sistemas eluyentes aquellesigmente seleccionados por

cromatografia en capa finahexano/acetato de etilo al 2, 5y 10 %.

La cromatografia en capa fina (CCF) se utilizo igstmente con fines

analiticos, para ello se emplearon cromatoplacgs adsorbente fue Silicagel 6Qsk

(Merck, 5548). Para el seguimiento de la cromaf@yen columna se utilizaron como

eluyentes mezclas aehexano -Hex) y acetato de etilo (AcOEt), mientras que para

deteccion de distintos flavonoides se utilizd doetde etilo/acido acético/acido

férmico/agua (100:11:11:27) como sistema eluyevagner y cols., 1984).

La visualizacion de las cromatoplacas se rea@vluz visible y a la luz UV

(A= 254, 366 nm), con o sin la aplicacion de un reactevelador. Como agentes

reveladores utilizamos agua/dcido sulfurico/acidmétiao (32:8:160) y posterior

calentamiento a 100 °C, o bien, el reactivo de sodposterior calentamiento a 105 °C

durante 10 minutos. El Reactivo de Godin es untageromogeénico caracteristico de

derivados del floroglucinol, formado por la mezalpartes iguales de dos soluciones A

y B, siendo la solucién A: $$0, al 10 % en metanol y la solucién B: vainillinala%
en metanol (Godin, 1954; Rocha y cols., 1995; Vinals., 2005).
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3.1.4.3. Cromatografia liquida de alta resolucion @plada a espectrometria
de masas: CLAR-EM/EM y CLAR-EM-TF

La espectrometria de masas es una técnica angltircenedio de la cual las
sustancias quimicas se identifican utilizando elvim@nto de iones en campos
eléctricos y magnéticos para clasificarlos de atwmer su relacion masa-carga/?.
Esta técnica, brinda informacion cualitativa y duativa acerca de la composicion

atomica y molecular de materiales tanto inorgandcwso organicos.

Las técnicas de ionizacion mas empleadas son elcimpelectronico (El) y la
ionizacion quimica (CI), sin embargo, su princigiahitacion consiste en que es
necesario que las muestras objeto de estudio semnen en estado gaseoso, lo que
obliga a derivatizar aquellas moléculas que noebnshecho que provoca en muchas
ocasiones una gran dificultad en la preparacidila deuestra, asi como la posibilidad de
que se destruyan o modifiquen los compuestos diastiEste problema ha podido ser
resuelto mediante las técnicas de bombardeo comoatarapidos (FAB) o por
electrospray (ESI), que nos permiten el andlisidademuestras sin necesidad de una

derivatizacion quimica.

La cromatografia liquida de alta resolucién acaplacespectrometria de masas
mediante electrospray (CLAR-ESI-EM), surge como uéenica que combina la
capacidad de separacion fisica de la cromatogligfiegda de alta resolucion (CLAR)
con la capacidad de elucidacioén estructural quecefta espectrometria de masas (EM).

Dentro de la técnica de CLAR-ESI-EM, el empleo des$pectrometria de
masas en tandenjCLAR-ESI-EM/EM) permite obtener informacion estiwal, o la
“huella dactilar” de los compuestos, gracias a @pacidad de aislar el i6n padre de
todos los coeluyentes antes de la fragmentaciomleEarrollo de este procedimiento
analitico permite el trabajo simultaneo, tanto endm de iones positivos como
negativos, asi como varios modos de barrido (laredmpleto o full scan
monitorizacion de reacciones selectiva (SRM), naoizacion de reacciones altamente
selectiva (H-SRM), iones precursores, iones pragysérdidas neutras, etc.) para una
cuantificacion e identificacion de moléculas y pros de transformacion, de amplio

rango de polaridades y clases quimicas.
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En el presente trabajo se utilizaron técnicas CIEER-EM/EM para la
determinacion (cuantificacién e identificacion) daftodiantronas, derivados del
floroglucinol y flavonoides, por tratarse de logpipales grupos de compuestos dentro
del génerdHypericum El analisis de las naftodiantronas hipericinasgymlohipericina,
asi como el de la hiperforina, fue llevado a cab blas condiciones descritas en el
apartado CLAR-ESI-EM/EM |, mientras que para lavdinoides rutina, hiperdsido,
quercitrina y quercetina se utilizaron las del tguboy CLAR-ESI-EM/EM 11.

CLAR-ESI-EM/EM I Para el andlisis mediante CLAR del extracto m#teo
deH. grandifolium asi como el de sus fracciones y subfraccionestilsa un sistema
CLAR Survior (Thermo Finnigan, EEUU). Los compuasfaeron separados en una
columna Luna C18 100 A (50 x 2 mm, tamafio de p#ei um) de Phenomenex
(Torrance, EEUU)Como fase movil se empled una mezcla a proporcivagsbles de
las soluciones A y B (solucion A: 10 mM de acetaéoamonio ajustados hasta pH 5
con unbuffer mediante la adicion de acido acético glacial; @6l B: mezcla (1:1) de
acetonitrilo y metanol). El gradiente de eluciore fobtenido utilizando el siguiente
gradiente de disolventes: desde 90A/10B hasta &B\@urante 10 minutos, hasta
10A/90B durante 25 minutos y finalmente hasta 1@0Bante 5 minutos; cada elucién
fue precedida por un periodo de equilibrado de Ifutas. El volumen de inyeccion
fue de 3 pl, la velocidad de flujo fue de 0.3 mtinyi todos los experimentos fueron
llevados a cabo a una temperatura de 30 °C. Elcespde masas fue obtenido
utilizando un espectrometro de masas TSQ Quantura AM (Thermo Finnigan,
EEUU) dotado de una fuente de ionizacion ESI (loaxMoperando tanto en modo

positivo como negativdse usoé nitrdgeno tanto como secante como gas nabidi

CLAR-ESI-EM/EM I El analisis mediante CLAR de las muestras bajodes
fue llevado a cabo utilizando un sistema CLAR Syovedotado de un procesador de
muestras automaticy detecciéon por fotodioddThermo Finnigan, EEUU). Las
separaciones fueron realizadas en una columna Btere next s C18 100 A (150 x
2 mm, tamafo de particulag®n) de Phenomenex (Torrance, EEUU). La fase movil
empleada fue una mezcla a proporciones variabléasdsoluciones A y B (siendo la
solucion A igual a la descrita en el apartado @mtgrla solucién B una mezcla (9:1) de
acetonitrilo y metanol). El gradiente de eluciéme fobtenido utilizando el siguiente
gradiente de disolventes: desde 95A/5B hasta 7®A/BGrante 8 minutos, hasta
50A/50B durante 10 minutos y hasta 100B durantemifutos; cada elucién fue
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precedida por un periodo de equilibrado de 10 romuEl volumen de inyeccion fue de

10 ul, la velocidad de elucion de 0.25 ml/min y todos éxperimentos fueron llevados

a cabo a 24 °C. El espectro de masas fue obtetiidando un espectrometro de masas
TSQ 7000 (Thermo Finnigan, Alemania) dotado defueate ESI.

Para el calibrado externo se usaron solucioneadsst@le concentraciones 0.5,
1, 2.5, 5, 10 y 3@g/ml para pseudohipericina, hipericina e hiperfarimientras que
para los flavonoides rutina, hiperdsido, quercetnguercitrina las concentraciones
fueron de 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 50 y 10§/ml. Estas soluciones fueron almacenadas en

ausencia de luz a -20 °C.

Para llevar a cabo el analisis de las muestrass éstdisolvieron en una mezcla
de CHCHMeOH (8:2), determinandose la desviacion estamdiativa del método
analitico mediante 8 inyecciones de una misma maesbdos los ensayos fueron

llevados a cabo protegidos de la luz.

Por otra parte, también fueron desarrollados exyarios de cromatografia
liquida de alta resolucion acoplada a espectromelei masas por transformada de
Fourier (CLAR-ESI-EM-TF). Laespectrometria de masas por transformada de
Fourier (EM-TF) es el método a elegir para la determinacé masas exactas. Es
también el método de eleccién cuando la complejidadla mezcla impide una
separacion cromatografica suficiente, problema swemuy alta resolucion permite

resolver.

En el presente trabajo, los espectros ESI-EM-THRofueobtenidos con un
espectrometro LTQ-Orbitrap (Thermo Scientific, EEBU&I espectrémetro, operado
tanto en modo positivo como negativo, se encontegjpgpado con un sistema Dionex
micro-CLAR Ultimate 3000 formado por una bomba,detector UV § = 265 nm), un
regulador de flujo y un procesador de muestrasnaiioo (volumen de inyeccion 500
nl). El nitrégeno fue utilizado como gas proted®unidades arbitrarias), mientras que
el helio se utilizo como gas de colision. Las sapanes fueron llevadas a cabo
utilizando una columna Phenomenex Gemini C18 (8.3 x 150 mm) (Torrance, CA,
EEUU) con un flujo de gradiente formado por una cteezonstituida por las soluciones
Ay B (A: agua/écido fomico (0.1 %) y B: acetoddracido féomico (0.1 %)), con un

flujo de elucién de 41l min™. Las muestras fueron analizadas utilizando elisige
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programa de gradiente: 85 % A isocratico duranteiriuto, en gradiente lineal hasta
100 % B durante 20 minutos, 100 % B isocrético dligrd 8 minutos, el sistema volvio

a su condicion inicial (100 % A) en 1 minuto, y feguilibrado durante 9 minutos.

3.2. OBTENCION DE LA FLAVONA Y DITERPENOS AISLADOS DE
DIFERENTES ESPECIES DE LOS GENEROS TEUCRIUM Y SALW

Para el presente estudio fueron seleccionadosauaribide ¢alvigenind y seis
compuestos diterpénico(crina A 19-acetilgnafalinaeriocefaling teucvina teuflina
y aetiopinond, aislados con anterioridad de diferentes espeleidss géneroseucrium

y Salvia

Los diterpenod.9-acetilgnafalinay eriocefalina(Fig. 8) fueron aislados a partir
de diferentes especies del gén€emucrium(Fayos y cols., 197%Bavona y cols., 1979,
1982;Bruno y cols., 1985).

Los compuestosl19-acetilgnafalina y eriocefalina son diterpenosnec
clerodanicos que se asemejan estructuralmentemedancia de un anillo furanico, un
epoxido en posicionesidl8, un acetoxilo en C-19 y una cetona en C-6e8ibargo, la
eriocefalinapresenta un grupo hidroxilo en G-y un hemiacetal acetilado (carbonos
C-9, C-11, C-12 y C-20), en lugar deyltactona de ld9-acetilgnafalinaFig. 8).
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Figura 8. Diterpenos neo-clerodanos: 19-acetilgnafalinapegfalina
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Los diterpenosl9-nornecclerodanosteucrina A teucvinay teuflina (Fig. 9)
fueron aislados de diferentes especies del gérerorium(Fayos y cols., 197%avona
y cols., 1979, 198Bruno y cols., 1985).

Estos tres compuestos, caracterizados por poseeaniente 19 atomos de
carbono, presentan similitudes estructurales cemihderiores (un anillo furdnico unido
a unay-lactona en las mismas posiciones qué9aacetilgnafalinay la eriocefaling
pero difieren de estos en que poseenyl@@tonaoa,p-insaturada en la que los atomos
de carbono C-4, C-5, C-6 y C-18 del nuctemclerodano estan implicados (Fig. 8 y
9).

Teuflinay teucvinason epimeros entre si, mientras tpierina Atiene un

grupo hidroxilo en C-7, vecino a la 18;8actona (Fig. 9).

OIIIIIII,,

(@)

TEUCRINA A TEUCVINA TEUFLINA
Figura 9. Diterpenos 19-nor-neo-clerodanos: teucrina A, ténayteuflina

La aetiopinonaes un diterpeno abietarmnaftoquinonico(Fig. 10) que fue
aislado a partir del extracto acetonico de lasemitdeSalvia aethiopisL. (Boya y
Valverde, 1981; Rodriguez y cols., 1984).
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AETIOPINONA

Figura 10. Diterpeno abietano o-naftoquinonico: aetiopinona

El flavonoidesalvigenina(5-hidroxi-4',6,7-trimetoxiflavona) (Fig. 11) lifado
en este trabajo fue aislado de especies del g&advig de las que es un componente
habitual (Topcu y cols., 1995). Sin embargo, tamiié podido ser aislada en algunos
géneros de la familidlamiacea (especies deSideritis Ocimum Nepetay Coleug

(Uydes-Dogan y cols., 2005).

Se trata de una flavona, cuyo ciclo A se encudnsastituido por un hidroxilo
en posicién C-5 del anillo aromatico y dos grupagaxilos en C-6 y C-7. El ciclo B,

posee un grupo metoxilo en posicion C-4'.

SALVIGENINA

Figura 11. Hidroximetoxiflavona: Salvigenina

3.3.EVALUACION FARMACOLOGICA
3.3.1. PRUEBAS REALIZADAS

En esta Tesis Doctoral se ha llevado a cabo eldiestde las actividades
analgésicas y antiinflamatorias de diferentes etdsa fracciones y subfracciones de
Hypericum grandifoliunChoisy, asi como el efecto sobre el sistema nspvientral de
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las fracciones y subfracciones de esta especieact®n sobre el sistema nervioso
central de la infusién y el extracto metandlico emaluada en trabajos anteriores,
ofreciendo resultados muy alentadores (Prado y.,c@092; Sanchez-Mateo y cols.,
2002). Igualmente, fueron ensayadas las accioregémsicas, antiinflamatorias y sobre
el sistema nervioso central de una flavona y colitarpenos de tipo clerodano aislados
de especies de los géner&alvia y Teucrium salvigenina teucrina A 19-
acetilgnafalina eriocefaling teucvinay teuflina También se llevo a cabo el estudio de
las acciones sobre el sistema nervioso central adaetiopinona un diterpeno
naftoquindnico aislado de las raicesSHvia aethiopid.., que en un trabajo anterior
mostré importantes acciones analgésicas y antivalarias en roedores (Hernandez-

Pérez y cols., 1995).

Como paso previo y obligado antes de iniciar uudist farmacologico de
cualquier compuesto nuevo, se determind la toxicalguda mediante el célculo de la
dosis letal 50 (Dkg), que actualmente se acepta como el valor masseptativo para
caracterizar la toxicidad de una sustancia (Turb@8ba). Solo realizamos esta prueba
con la flavona y los diterpenos de tipo clerodarstados de especies de los géneros
Salviay Teucrium puesto que ya se habia realizado para los exdraet la especid.
grandifoliumy la aetiopinonaen trabajos anteriores, dando valores degyBlperiores a
2 g/kg por via oral (p.o.) para el extracto metmady de 8 g/kg p.o. para la infusion de
H. grandifolium (Prado y cols., 2002; Sanchez-Mateo y cols., 2092)n valor de
838.17 mg/kg p.o. para &etiopinona(Hernandez-Pérez y cols., 1995).

Por otro lado, dado que no existe un modelo animalo que cubra todos los
aspectos del dolor y de la inflamacion, se seleecimn varias pruebas para determinar
su potencial accion analgésica y antiinflamatomaratones albino Swiss (Turner,
1965b; Williamson y cols., 1996). Asimismo, fueron reatias una serie de pruebas
para determinar su accion sobre el sistema nergeswal, centrandonos sobre todo en
su potencial actividad antidepresiva, utilizando ntda pruebas basadas
fundamentalmente en la interaccion aguda del npesducto con un agente quimico y
comparar los efectos producidos con productos gmesivos de reconocida eficacia
terapéutica (como el test de la tetrabenacina) gmmebas conductuales en las que se

administran las sustancias en estudio a animdles gue por varios procedimientos se
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les induce estados de comportamiento que se coasitlpicos de la depresion humana
(test de Porsolt) (Bourin, 1990; Willner, 1994).

Por tanto, las pruebas realizadas fueron las sitpse

- Estudio de la toxicidad aguda (E3)-

- Actividad analgésica:
- Efecto sobre los estiramientos inducidos por@aeicktico en raton.
- Efecto sobre la hiperalgesia inducida por formnzal
- Efecto sobre el tiempo de reaccion en el tdstaileflick.

- Actividad antiinflamatoria:

- Efecto sobre el edema plantar inducido por gamana.

- Efecto sobre el proceso inflamatorio inducido petradecanoil-
forbol-acetato (TPA).

- Actividad sobre el sistema nervioso central:
- Efecto sobre la actividad motora espontanea.

- Efecto directo sobre la temperatura corporal: Deit@acion de la
temperatura rectal.

- Actividad miorrelajante: Test de la traccion.

- Efectos sobre el suefio inducido por pentobarbddico.
- Actividad antidepresiva:

- Antagonismo a la tetrabenacina.

- Depresion por desesperaciéon comportamental: desPorsolt en
ratones.

- Efecto sobre la conducta inducida por el L-5-hidrgpt6fano (L-5-
HTP).

3.3.2. CONDICIONES DE LOS ENSAYOS Y EXPRESION DE LGB
RESULTADOS

Con el fin de evitar las variaciones entre losréifiées ensayos, se ha intentado

mantener constantes los siguientes parametros:
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a) Como animales de experimentacién se utilizaatanes albinos Swiss con
peso comprendido entre 20-30 g que se mantuviesandeta comercial y aguad
libitum, salvo en aquellas pruebas en que la via de astmaicion fue la oral, en cuyo
caso fueron mantenidos sin comida pero con agudndtés antes de iniciar las

experiencias.

b) Para favorecer la adaptaciéon de los animalas adndiciones del ensayo, se
colocaron los mismos en el lugar de trabajo al mdres dias antes de comenzar las
experiencias. Todas las pruebas se realizaron @alvitacion cerrada, insonorizada y
termostatizada a 22 + 1 °C, a excepcion del tegttdeaccion con pentobarbital sodico
en que la temperatura fue de 27 + 1 °C. Del mismodanlos test se llevaron a cabo con
luz artificial manteniéndose un ciclo de luz-osdad de 12 h (7.00 a.m. - 7.00 p.m.),

realizandose aproximadamente a las mismas horasadel

c) En todas las pruebas se realizaron ensayosaecdylensayos del patron y

ensayos de los productos problema.

d) Salvo que el método indique lo contrario, la déaadministracion utilizada
para los extractos, fracciones y subfraccionedHdgrandifolium asi como para la
aetiopinonafue la oral (p.o.), mientras que para la flavonaiterpenos de tipo
clerodano aislados de especies de los gérgahsay Teucriumfue la intraperitoneal

(i.p.), siendo en todos los casos el volumen aditmado 0.5 ml/20 g de peso de ratén.

e) Los extractos y fracciones d¢te grandifolium fueron suspendidos en una
solucién de Tween al 2 %, mientras que la infusi@disuelta en agua destilada. Por
su parte, laetiopinonafue suspendida en una solucién de etanol/Tweeag88a/(0.5:

7: 92.5), mientras que la flavona y diterpenosigle ¢clerodano aislados de especies del
género Salvia y Teucrium fueron suspendidas en Tween al 1%. Con respe@ a |
administracion topica en el test del TPA, los velis empleados para los diferentes

productos estudiados se especificaran en la degarigdel método.

f) Con los resultados obtenidos en las diferenteel@s se procedié a la
determinacion de la media aritmética (x) con suesmondiente error estanda). (Para
el calculo de la significacion estadistica se empgleanalisis de la varianza (ANOVA),
seguido del test de Student para grupos de dattepemdientes, tomandose como
significacién estadistica una p < 0.05. Se utitéest de Chi-cuadradg?}j cuando se

compararon porcentajes de actividad, y el de MaiisWwy para datos no
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paramétricos. En los correspondientes métodos pecifisard el procedimiento
aplicado (Tallarida y Murray, 1987).

3.3.3. FARMACOS Y PRODUCTOS QUIMICOS UTILIZADOS

La procedencia de los farmacos y productos quimitiizados en las pruebas

experimentales es la siguiente:

Acetona (Prolabo, Francia), acido acético glacRhnfeac Quimica S.A,,
Espafa), acido tartarico (Merck, Alemania), camage lambda tipo IV (Sigma-Aldrich
Co., EEUU), clorpromacina clorhidrato (Rodia, Espafidexametasona (Sigma
Chemical Co., EEUU), diclofenaco sddico (Cayman r@ical Company, EEUU),
diclorometano (FSA laboratory supplies, Reino Uhigtanol absoluto (May & Baker
Ltd., Reino Unido), fluoxetina clorhidrato (Lillyntliana, Espafa), formalina (solucion
formaldehido 36.5 %) (Scharlau Chemie S.A., Espaiba)profeno (Liade, Espafia),
imipramina clorhidrato (Impex, Espafia), indometac{@ayman Chemical Company,
EEUU), L-5-hidroxitriptéfano (Serva, Espafia), morfina tligrato (Braun Medical
S.A., Espafia), pentobarbital sddico (Direccion @&ne€e Farmacia y Productos
Sanitarios, Espafa), petidina clorhidrato (Bayespldnia S.A., Espafa), tetrabenacina
pura (Fluka Chemie, Suiza), 12-O-tetradecanoilgbil3-acetato (Sigma Chemical Co.,
EEUU), Tween 80 (Ferosa, Espafia).

3.3.4. ESTUDIO DE LA TOXICIDAD AGUDA: FIJACION DE L A DL s

La toxicidad aguda es la propiedad que posee wstargiia de provocar, en unas
condiciones determinadas, la muerte de una partie ¢a totalidad de un lote de

animales, bajo el efecto de una dosis Unica (padetrnes, 1964).

Se ha demostrado que la dosis de una sustancia depaatar al 50 % de un
grupo de animales, es un dato que puede determinarsgran precision por métodos
estadisticos, obteniéndose resultados completammepteducibles si las condiciones
experimentales estan perfectamente estandarizBdts dosis representa la dosis letal
50 (DLso), que actualmente se acepta como el valor masseptativo para caracterizar
la toxicidad de una sustancia. El valor de lasPlaria no solamente con la sustancia
utilizada, sino también con la especie animal sdargue se opera, con la via de

administracion, y con las condiciones ambientdPedgdt y Barnes, 1964).
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Es imposible determinar directamente lasplLa partir de un solo lote de
animales, por ello, se utiliza un procedimientoirexto que consiste en administrar a
diferentes grupos de animales dosis crecientea dastancia a ensayar de manera que

el porcentaje de mortalidad varie entre el 0 y0€l % (Turner, 1965a).

Protocolo experimental

La toxicidad aguda fue establecida mediante larch@t@acion de la Dig
aproximada, para lo cual, se utilizaron lotes datdnes tanto machos como hembras a
los que se les administrO por via intraperitonafdreintes dosis de los productos
problema (flavona y diterpenos de tipo clerodarstadbs de especies de los géneros
Salviay Teucriun). Se cuantifico la mortalidad encontrada en les ttias siguientes de

la administracion empleando el método de Litchfiel@/ilcoxon (1949).

3.3.5. ACTIVIDAD ANALGESICA

Se puede definir el dolor como una experienciagpeica sensitiva emocional
subjetiva desagradable que se asocia a una |esidar treal o potencial, o que es vivida
como tal dafio, y cuya funcion biologica es alestéa conciencia de esta alteracion. Es
un mecanismo adaptativo de defensa que indica lgeen® funciona, a la vez que
puede ser, en algunos casos, un mecanismo qualkestarcuracion y la recuperacion
(Vazquez André y cols., 2004). Sin embargo, enraglcircunstancias el dolor pierde
su caracter benéfico para el organismo y se cdevegr Si mismo en una patologia que

puede y debe ser suprimida para garantizar nuegistinestar.

Las sustancias analgésicas son aquellas que digenirla percepcion de la
sensacion dolorosa por depresion selectiva de lesanismos nociceptivos. Estos
farmacos se pueden clasificar atendiendo al lugaeganismo de accidén en analgésicos
cuya accion se realiza sobre el SNC (analgésicasitizns), y aquellos en que su
actividad se manifiesta a nivel de las terminagosensitivas periféricas (analgésicos
no narcéticos). Los primeros se caracterizan pee@ogran influencia en la anulacion
del componente psiquico del dolor, no afectarrdgratura corporal y no modificar un
edema, mientras que los segundos influyen solimrlperatura corporal y la reduccion
del edema (Turner, 1965b; Thompson, 1990a).

Para estudiar la actividad analgésica de una suataristen diversos modelos

experimentales en animales basados en la aplicdeigm estimulo externo doloroso en
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condiciones determinadas y la aparicion de cantdiigsrvables en la conducta animal,
en el sentido de escapar de la situacién experahebbs estimulos nociceptivos

pueden ser de varios tipos: mecanico (como laapo de una pinza en la raiz de la
cola de un ratén), térmico (como el métodotd@iflick (o sacudida de la cola) o el de
la plancha caliente), eléctrico (como la aplicadi@nun estimulo eléctrico en forma de
choques a la cola del ratén) o quimico (como laedeidn intraperitoneal de una

sustancia irritante como fenilquinona o acido acétjue producen un sindrome de
contorsion), los cuales daran lugar a las difeeenlases de analgesia (Turner, 1965b;

Williamson y cols., 1996; Thompson, 1990a).

Dado que no existe una sola prueba ideal paraala@sion de nuevos productos
con actividad analgésica, se suele utilizar unabooacién de varias de ellas, lo que
permite aumentar considerablemente la potenciaisteirdinacion y eliminar muchos
falsos positivos 0 negativos. En nuestro trabagra evidenciar la posible actividad
analgésica que pudieran presentar los extractasciémes o productos en estudio se
realizaron tres modelode nocicepcion aguda: dos basados en estimulosiopsim
(estudio de los efectos sobre los estiramientosgcidds por acido acético y sobre la
hiperalgesia inducida por formalina) y uno basadestimulos térmicos (el test dail-
flick) (Turner, 1965b; Williamson y cols., 199%eria, 2005).

3.3.5.1. Efecto sobre los estiramientos inducidosipacido acético

Este método esta basado en la aplicacion de umustidoloroso de tipo
guimico mediante la inyeccién intraperitoneal da gaolucién acuosa de acido acético.
Esta sustancia irritante produce dolor e inflamaai@ la cavidad peritoneal que se
manifiesta por retorcimiento del animal, estirartosn de las patas traseras y
encorvamiento del torso, de manera que la valanadié la respuesta al estimulo
nociceptivo se lleva a cabo contando el nimeroadtes que se expresa esta conducta
en el tiempo. El nimero de estiramientos es redupat los farmacos que presentan
actividad analgésica tanto periférica como cerf@allier y cols., 1968; Turner, 1965b;

Williamson y cols., 1996).

Protocolo experimental

Utilizamos lotes de 6 ratones hembra a los queeseatiministré via oral o

intraperitoneal las dosis correspondientes de kisa&os, fracciones o productos
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problema, las sustancias patrones y el vehiculceleque estos fueron disueltos.
Transcurridos 60 minutos de la administracion @0 para la administracion i.p.), los
ratones fueron inyectados intraperitonealmente woa dosis de 10 ml/kg de una
solucion acuosa de acido acético al 0.7 %. Inmactiante después de la administracion
del compuesto algico se colocaron los animalesoempartimentos individuales para

una mejor observacion y se contabilizé durante Rutns el nimero de estiramientos.

Con los resultados obtenidos se calculd la medigmética con su
correspondiente error estandar. Para ver si |laetitéa entre los valores medios de dos
grupos era significativa o no se realizo el arglig@ la varianza (ANOVA) seguido del
test de Student. Se calculo el porcentaje de icidibiutilizando la siguiente proporcion:
(valor medio del grupo control - valor medio delign estudiado) x 100 / valor medio

del grupo control).

3.3.5.2. Efecto sobre la hiperalgesia inducida pdormalina

El estimulo doloroso se induce por la inyeccioncstdnea de un agente
quimico (formalina) en la pata trasera derechaatéh, lo cual produce un dolor ténico
gue se manifiesta mediante la lamida o mordisquedadpata inyectada, conducta
diferente al aseo normal. En el test se distinglenfases: fase I, indicativa de dolor
neurogénico (primeros 5 minutos) y fase I, indiatde dolor inflamatorio (15 a 30
minutos después de la administracion de la forrapliHunskaar y Hole, 1987; Tjolsen
y cols., 1992).

Protocolo experimental

A lotes de 6 ratones hembra se les administré naldlas dosis correspondientes
de los extractos o fracciones estudiadas, los pedryg los vehiculos. Transcurridos 60
minutos de la administracion oral, aplicamos éhasio doloroso mediante la inyeccion
subcutanea de 20 de formalina al 2.5 % (preparada diluyendo fohealido al 37.5 %
en suero fisiolégico estéril) en la aponeurosisifplade la pata trasera derecha del

raton.

Inmediatamente después de la administracion dertaalina se colocaron los
animales en camaras de observacion separadasdr@dirde vidrio de 20 cm de

diametro elevados sobre su base). Para facilitaodservacion de la conducta



Material y Métodos 49

nociceptiva se colocaron debajo de dichas camarados espejos a un angulo de 45
grados.

Se considerd6 como indicador de la respuesta da@loebsiempo (segundos)
durante el cual el animal se lame o muerde la @atiee los 0-5 minutos y los 15-30
minutos después de la inyeccion de formalina, queesponden a la fase | y fase I,

respectivamente.

Con los resultados obtenidos se calculd la medigmética con su
correspondiente error estandar. Para ver si laetitéa entre los valores medios de dos
grupos era significativa o no se realizo el arglig@ la varianza (ANOVA) seguido del
test de Student. El porcentaje de inhibicién seutd@lutilizando la siguiente proporcion:
(valor medio del grupo control - valor medio delign estudiado) x 100 / valor medio

del grupo control).

3.3.5.3. Efecto sobre el tiempo de reaccion en ekt deltail-flick

Este método se basa en la aplicacion de un estiémafico a la punta de la cola
del ratdn sumergiéndola (2-3 cm) en un bafio de agliente a una temperatura de 54 +
1 °C, lo que provoca un dolor que se manifiestaupar reaccion inmediata del animal
consistente en movimientos violentos y sacudidadadeola {ail-flick) cuando se
alcanza un umbral determinado. Se trata de urjogfleamente espinal, al menos bajo
condiciones de estimulacién intensas, que persaseuna seccion espinal. Este test es
de gran utilidad para determinar la potencia amsa&géde sustancias de naturaleza
narcoética (agonistas opioides) (Turner, 1965b; Reatean y cols., 1989; Williamson y
cols., 1996; Feria, 2005).

Protocolo experimental

Tras seleccionar previamente aquellos animalesregaecionaban al estimulo
térmico en menos de 3 segundos, se usaron lotés3datones hembra a los que se
administré por via oral o intraperitoneal las dosisrespondientes de los extractos,
fracciones o productos en estudio, la sustanci@mat el vehiculo. A los 60 y 120
minutos de la administracion oral, o 30, 60 y 12(utos en el caso de la
intraperitoneal, se midi6 el tiempo de reacciomtieeal estimulo térmico, para lo cual se

sumergio 3 cm de la parte terminal de la cola dehal en el bafio de agua caliente.
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Con el fin de evitar dafios en los tejidos por repeexposicion al estimulo
doloroso, la cola se retiraba del bafio si el anmalespondia en 6 segundos.

Con los resultados obtenidos se calculd la medigmética con su
correspondiente error estandar. Para ver si |laetitéa entre los valores medios de dos
grupos era significativa o no se realizo el arglig la varianza (ANOVA) seguido del
test de Student.

3.3.6. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA

La inflamacion es una reaccion local, especialmetgk tejido conectivo y
vascular, producida por microorganismos 0 sustangigantes, que tiende a localizar y
destruir, como defensa, al agente patdégeno quaipeathiio celular. Constituye uno de
los procesos mas comunes en la enfermedad y aalraina reaccién elemental frente
a una agresion al organismo que es necesaria ga@krvivencia. Sin embargo, en
muchas ocasiones dicha reaccion puede ser exgepizalucir un dafio a veces mayor
que el generado por el agente productor, siendesaeo frenar el proceso inflamatorio.
Los farmacos antiinflamatorios detienen estos pmoeeactuando sobre el foco
inflamatorio, llegando al mismo después de serraidos (antiinflamatorios generales
0 sistémicos) o bien por aplicacion directa a diébco (antiinflamatorios locales)
(Litter, 1986; Rang y cols., 2004).

Existen diferentes modelos experimentales que,wing reproducen realmente
los procesos inflamatorios y degenerativos humargis,permiten valorar los
componentes individuales de la respuesta inflan@toomo son: el eritema, el edema,
los cambios en la permeabilidad vascular, la quamie y migracion leucocitaria o la
fagocitosis por polimorfonucleares. Por lo geneeal,estos modelos se provoca, por
aplicacién de un agente irritante apropiado, ur&aién inflamatoria que se trata de
reducir o inhibir por la administracion de los puotbs en estudio (Litter, 1986;
Williamson y cols., 1996). En este trabajo, se $aleccionado dos modelos empiricos
de acuerdo con su respuesta a farmacos de recaramtididad antiinflamatoria, el test
de la carragenina y el del tetradecanoil-forboltatoe(Levy, 1969; De Young y cols.,
1989).
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3.3.6.1. Efecto sobre el edema plantar inducido paarragenina en raton

En este método se induce el edema en el tejidaitriEo de la pata del animal
por inyeccién del agente inflamatorio carragen®e.prefirid la carragenina ante otros
irritantes porque el edema que se produce estagmeadificado por factores ajenos a
los propiamente caracteristicos de la inflamacikdemas, la actividad antiinflamatoria
obtenida mediante este procedimiento guarda unaaboerrelacion con la actividad

antiinflamatoria mostrada en cliniflaevy, 1969).

La carragenina produce una reaccion inflamatoridipte bifasico en la que
intervienen diferentes mediadores de la inflamacié@primera fase (durante las dos
primeras horas después de la inyeccion de carrsgerdsta relacionada con la
liberacion de los mediadores histamina y serotomimantras que la segunda fase (entre
3 y 5 horas después de su administracion) intezmidas kininas y las prostaglandinas
(Di Rosa y cols., 1971; Doherty y Robinson, 1978rtandez-Pérez y cols., 2004).

Protocolo experimental

Se usaron lotes deeisratoneshembraa los que se les administré por via oral o
intraperitoneal las dosis correspondientes de kbsa@os, fracciones o productos en
estudio, la sustancia patron y el vehiculo en el fg@ron disueltos. Transcurrida una
hora en el caso de la administracién oral y 30 tospara la intraperitoneal, se
administré6 subcutaneamente en la aponeurosis pldat pata derecha de cada ratén

50 ul de unasuspension dearragenina al 1.5 % en suero fisiologico.

A las cuatro horas de la induccion del edema, seggn la muerte del animal
por dislocacion cervical y las patas de cada anfoion cortadas a la altura de la
articulacion. Las patas contralaterales fuerorizatias como control y sus pesos se

restaron al obtenido para las patas tratadas, iéhtirse asi un peso del edema.

Con los resultados obtenidos se calculd la medigmética con su
correspondiente error estandar. Para ver si |laetiféa entre los valores medios de dos
grupos era significativa o no se realiz6 el amalig la varianza (ANOVA) seguido del
test de Student. El porcentaje de inhibicion seutdlutilizando la siguiente proporcion:
(valor medio del grupo control - valor medio deligo estudiado) x 100 / valor medio

del grupo control).
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3.3.6.2. Efecto sobre el proceso inflamatorio indido por tetradecanoil-

forbol-acetato (TPA)

En este ensayo inducimos el edema en la orejaniteBhmediante el contacto
de la misma con el agente irritante 12-o-tetradetdorbol-acetato (Ilamado TPA por
sus siglasen inglés), agente flogistico de probada acciorgul perdura durante un
periodo de 7 horas tras su administracién (Cansanls., 1985; De Young y cols.,
1989).

Los ésteres del forbol inducen el edema a travéa siatesis de prostaglandinas
(PGE). El TPA estimula la produccion de grandes cadtdade PGE pero pequefias
cantidades de productos 5-lipoxigenasa, de ahiefjlelema inducido por este sea
especialmente sensible a farmacos antiinflamatanbibidores principalmente de la
ciclooxigenasa o inhibidores de ambas ciclooxigefigexigenasa (Carlson y cols.,
1985; De Young y cols., 1989).

Para llevar a cabo este método, exclusivamenterggas derechas de cada
animal recibieron el TPA, ademas del patron y susas a probar. La oreja izquierda se
tomd como control, recibiendo Unicamente el velbi@rmpleado para la disolucion de

los extractos, fracciones o productos administra&sosu respectiva oreja derecha.

Una de las ventajas de este test reside en la ip@dquantidad de muestra que
requiere, debido a la accion local del flogégerspeato muy importante a tener en

cuenta en el ambito de los productos naturales.

Protocolo experimental

Los animales fueron distribuidos en grupos de seisplicacion en la oreja del
raton se realizO con micropipeta, depositandoull@ cada lado del pabellon de la
misma, de tal modo que la oreja derecha de cada ratibié una cantidad final de 2.5
ug de TPA disueltos en 2d de acetona, mientras que la oreja izquierda ie&@o pl
de acetona. Inmediatamente después de esta adatidista cada lote de animales, las
muestras ensayadas o la sustancia patron fueromiattados en la oreja derecha,
recibiendo la oreja izquierda 20del vehiculo empleado para su disolucion. Elasotty
metandlico y las fracciones d¢ grandifoliumfueron disueltos en etanol/agua (8:2),
sus subfracciones en diclorometano y la infusioraeguna destilada. Por su parte, la
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flavona y diterpenos aislados de especies de lasrggSalviay Teucrium fueron

disueltos en diclorometano.

Es importante hacer constar que durante toda larexgia la disolucién de

TPA se mantuvo en un recipiente opaco y a una textyra inferior a 0 °C.

A las cuatro horas de la administracién del ageritante, se provocoé la muerte
del animal por dislocacion cervical y con un sacallos de 6 mm de diametro se cortd
el circulo central de cada oreja y se peso. El pet@dema fue obtenido restando el

peso de la oreja derecha (oreja tratada) al dejlagrda (control).

Con los resultados obtenidos se calculd la medi@gmética con su
correspondiente error estandar. Para ver si |aetiféa entre los valores medios de dos
grupos era significativa o no se realiz6 el amalig la varianza (ANOVA) seguido del
test de Student. El porcentaje de inhibicion seutdlutilizando la siguiente proporcion:
(valor medio del grupo control - valor medio deligo estudiado) x 100 / valor medio

del grupo control).

3.3.7. ACTIVIDAD SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

En psicofarmacologia no es facil predecir, a paitr datos obtenidos en
animales, la potencialidad terapéutica de un féomae el hombre, puesto que no
existen modelos animales definitivos de enfermedadtal humana. No obstante, los
cientificos han conseguido modelos de gran utiligagsto que con ellos se ha logrado
seleccionar un gran numero de moléculas que haonsteado con el tiempo ser buenos

psicoactivos (Mic6, 1990).

Los farmacos activos sobre el sistema nerviosaagmtoducen muchos efectos
diferentes sobre el comportamiento de los aninm@ddesxperimentacion, requiriéndose
una elaborada bateria de pruebas para evaluarfitldeeactividad de cada compuesto.
En el presente trabajo han sido realizadas una dempruebas generales (efecto sobre la
actividad motora, temperatura rectal o suefio irtttupior barbituricos, entre otras), asi
como pruebas mas especificas para determinar ilddact antidepresiva (test de la

tetrabenacina o de Porsolt), que son comentadastiagacion.
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3.3.7.1. Efecto sobre la actividad motora espontaae

La actividad motora es un parametro que reflejastdo fisiologico global del
animal y su respuesta al entorno, que nos reveta coerta certeza el estado de
excitacion, depresion o normalidad del animal. €, es innegable su medida en el
screeningfarmacoldgico de nuevos agentes estimulantes yedes; ademas, los
cambios de dicha actividad pueden tener conse@sgmmiportantes en la medida de

todos los aspectos del comportamiento (Fatehyalp édis., 1980Nohria, 1983).

A lo largo del tiempo se han utilizado diversasiéas para medir la actividad
motora de los animales. En la presente Tesis Dalcparra realizar su medida se han
empleado actégrafos circulares de células fotaatést registrandose en un contador el
namero de veces que el ratdén cortaba el haz dd_&umterrupcion del haz sobre la
fotocélula no supone mas que un avance en el aomtgal que tal fotocélula no queda
capacitada para otra respuesta hasta que otral@olenno ha sido disparada (Sturgeon
y cols., 1979).

Dado que la actividad motora varia con las condescambientales
(temperatura, luz, ruidos, etc.), ésta fue eval@adias condiciones mas constantes

posibles, tal y como se expresa en el apartadd.3.3.

Protocolo experimental

Fueron utilizados lotes de 5 ratones machos auesse les administré oral o
intraperitonealmente, segun conveniencia,dasis correspondientes de los extractos,
fracciones o productos en estudio, asi como lasrstias patrones y el vehicullos
60 minutos de la administracion oral, o 30 en aocde la administracion i.plos
animales fueron introducidos en los actégrafosutares, donde permanecieron durante
15 minutos, transcurridos los cuales, se anotdimleno de pasos dados por cada uno de
los animales durante ese tiemf@® realizé una segunda medida a las dos luimda
administracion oral (o a la hora de la intrapeeih operando del mismo modo que

antes.

Con los resultados obtenidos se calculd la medigmética con su
correspondiente error estandar. Para ver si |laetitéa entre los valores medios de dos
grupos era significativa o no se realiz6 el amali la varianza (ANOVA) seguido del
test de Student.



Material y Métodos 55

3.3.7.2. Efecto directo sobre la temperatura corpal: Determinacion de la
temperatura rectal

Una amplia gama de psicofarmacos altera la temparatorporal de los
animales de experimentacion, por lo que la medidatal pardmetro se utiliza
extensivamente como método st@eening La variacion en la temperatura corporal es
un parametro objetivo que puede ser facilmente aoeglique puede ayudarnos no sélo
a asignar un potencial hiper o hipotérmico a lagindas muestras ensayadas, sino
también a determinar el pico hiper o hipotérmicor (medida regular de la temperatura
rectal a distintos intervalos de tiempo) y la digacde la hipotermia (Thompson,
1990Db).

En este test cabe destacar la importancia que ¢iemecho de que los animales
se mantengan en una habitacion termostatizadaradsiiees dias antes de comenzar las

experiencias tal y como se indica en el aparta8@.3.

Protocolo experimental

Se utilizaron lotes de 5 ratones machos, selecctws® previamente aquellos
que tenian una temperatura rectal iniciap) (Eomprendida entre 36 y 38 °C. A
continuacion se les administrd via oral o intrapeeal, segun conveniencia, las
correspondientes dosis de vehiculo, patrones yadrs, fracciones o productos
problema. La temperatura se volvié a medir al acddaina hora (i), dos horas (3J),
cuatro horas (J), seis horas (§) y veinticuatro horas (k) después de la

administracion.

La temperatura rectal fue determinada con la agedana sonda rectal YSI Co.,
Inc. n° 402. En todos los casos, las variacionesedgeratura de cada medida se

expresaron con respecto a su valor inicig) (Mediante la siguiente expresion:

ATx =Tho - Tht

Siendo:

ATyx: la variacién de la temperatura para cada animjaéf el momento de la
medida t (las medidas efectuadas a la hora, d@droguseis y veinticuatro horas se

corresponden respectivamente &an, ATo, ATa, AT, AT2a).
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Tho: €l valor de la temperatura rectal antes de laimdtracion del vehiculo,

productos patrones, extractos, fracciones o produart estudio para cada animal n.

Tne el valor de la temperatura rectal para cada dniman el momento de
medidat (1, 2, 4, 6 y 24 horas).

Con los resultados obtenidos se calculdé la medigmética con su
correspondiente error estandar. Para comprobardifdrencia entre los valores medios
de dos grupos era significativa o0 no se realizargllisis de la varianza (ANOVA)

seguido del test de Student.

3.3.7.3. Actividad miorrelajante: Test de la tracadn

El test de la traccion se considera predictivo nke actividad relajante muscular

de origen central (Boissier y cols., 1961).

En esta prueba los ratones fueron suspendidosipqrasas delanteras de un hilo
metalico tenso y horizontal situado entre dos deporPara la interpretacion de los
resultados se asumio que en condiciones normatagoel trata de tocar el hilo metalico
con las patas traseras en menos de 5 segundogjusa sucede cuando previamente

se administra un relajante muscular.

Protocolo experimental

Tras la administracion oral o intraperitoneal a&$otle 5 ratones machos de las
correspondientes dosis de los extractos, fraccior@eductos a estudiar, las sustancias
patrones y los vehiculos, se anotd el tiempo qroalan los animales en poner sus
patas posteriores sobre el hilo metalico. Esta daesie realiz6 a los 60 y 120 minutos
en el caso de la administracion oral, y a los 30 yninutos en el de la intraperitoneal.
Se consideré como fracaso el hecho de que el tatdara en realizar esta operacion

mas de cinco segundos.

Los resultados se expresaron como porcentaje dasfra respecto al blanco,

empleandose el test de Chi-cuadradpara el calculo de la significacién estadistica.

3.3.7.4. Efecto sobre el suefio inducido por pentafiistal sédico

Las sustancias capaces de producir sedacion eiiredisueiio suelen producir

en los animales de experimentacion una serie atosféales como ataxia, pérdida del
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reflejo de enderezamiento, disminucion de la atdidilocomotora espontanea y suefio.
El hecho de que alguno de estos efectos pueddservado faciimente nos permite su
utilizacion como método de valoracion de la actdidsedante-hipnotica (Thompson,
1990c).

En este trabajo se ha seleccionado como métodweatigaeion de la sedacion, la
medida de la prolongacién del suefio inducido per dwsis hipnética de pentobarbital
sodico (40 mg/kg i.p.). Para ello, se considerdé goeatén esta dormido cuando al
colocarlo en posicion decubito-dorsal permanecdi@ma posicion mas de 30 segundos

por tener abolido el reflejo de retorno (De Angeli879; Sanchez-Mateo y cols., 2002).

Protocolo experimental

Se utilizaron lotes de 8-10 ratones hembra a las sgules administré oral o
intraperitonealmente los extractos, fracciones adypectos a estudiar, las sustancias
patrones y los vehiculos a las dosis corresporesefiranscurridos 60 minutos, o 30 en
el supuesto de la administracion i.p., recibierna dosis de 40 mg/kg de pentobarbital
sodico por via intraperitoneal y se anot6 el tiemgpe tardaron en dormirse)(tasi

como el tiempo que permanecieron dormidgs (t

Con los resultados obtenidos se calculd la medigmética con su
correspondiente error estandar. Para ver si |laetitéa entre los valores medios de dos
grupos era significativa o no se realizo el argli@ la varianza (ANOVA) seguido del
test de Student.

3.3.7.5. Actividad antidepresiva

En experimentaciéon se han utilizado numerosos medeaiimales que permiten
predecir la actividad antidepresiva de nuevos casios, estando la mayoria de ellos
basados en la implicacion de las monoaminas encadmsbios de humor y en la
observaciéon empirica de que los antidepresivosico®s como los inhibidores de
monoaminooxidasgIMAQO) y los antidepresivos triciclicos, son actives dichas
pruebas (Bourin, 1990).

En este trabajo, los extractos, fracciones o prtoduen estudio han sido
sometidos a una serie de pruebas basadas en txitilde un estado depresivo en los
animales de experimentacion. Este estado depre$io inducido mediante
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interacciones farmacoldgicas (interaccion de las/oe productos con agentes quimicos
gue inducen un estado particular y comparar lost@feproducidos con productos
antidepresivos de reconocida eficacia antideprgsovabien a través de cambios
conductuales (se induce un comportamiento particydar procedimientos no
farmacoldgicos). Dado que no existe un modelo Ugidefinitivo para considerar una
molécula como antidepresivo, el andlisis del cagjute resultados obtenidos en los

distintos ensayos permite determinar su potenctalidad antidepresiva.

3.3.7.5.1. Antagonismo frente a los efectos indwsgor la tetrabenacina

Uno de los métodos clasicos referidos a la busqdedauevas sustancias con
potencial actividad antidepresiva consiste en &gonismo a los efectos inducidos por
la tetrabenacina. Este farmaco produce ptosis pdafu depresion de la actividad
locomotora o exploratoria e hipotermia en los amemale experimentacion (Smith y
Vernier, 1978; Bourin, 1990); el hecho de que egfflestos puedan ser observados

facilmente nos permite su empleo como método deaabn.

Protocolo experimental

A lotes de 5 ratones macho, cuya temperatura reciabl (To) estuviera
comprendida entre 36 y 38 °C, se les administrovfooral las dosis correspondientes
de los extractos, fracciones o productos en estlaigoroductos patrones y el vehiculo.
Transcurrida una hora de la administracion, reminieia intraperitoneal una inyeccion
de 32 mg/kg de tetrabenacina pura disuelta enalnaién de acido tartarico 0.1 M que
fue llevada a pH 6 con NaOH al 10 %.

Treinta minutos después de su administracion, keEamn los animales en un
disco de 20 cm de diametro donde se midi6 la aetd/ilocomotora durante 10
segundos, en tres ocasiones consecutivas. Se eangjde un ratbn no presentaba
depresion locomotora cuando caminaba hacia el lelldisco y seguidamente miraba
hacia un lado, o bien, movia la cabeza 90° en otidsee inmediatamente después
movia la cabeza en sentido contrario (Sanchez-Msgteols., 2002). Se calculd el
porcentaje de actividad motora, empleandose etleegthi-cuadradof) para el célculo

de la significacion estadistica.



Material y Métodos 59

La medida de la ptosis se realiz6 de manera subj8 minutos después de la

administracion de la tetrabenacina, utilizando garsaloracion la siguiente escala:

0: apertura parpebral normal.

1: parpados cerrados en Ya.

2: parpados cerrados en Y.

3: parpados cerrados en ..

4: parpados totalmente cerrados.

Con los resultados obtenidos se realizO la medi@gmética con su
correspondiente error estandar. Para el calcula dgnificacion estadistica se empled

el test de Mann-Whitney para datos no paraméetricos.

Asimismo, se midi0 la temperatura rectal a los 6@ubtos después de la
administracion de la tetrabenacina, expresandosevéaiaciones de temperatura
respecto a su valor inicial. Con los resultadomibibs se calculd la media aritmética
con el correspondiente error estdndar. Para Jardiferencia entre los valores medios
de dos grupos era significativa o0 no se realizargllisis de la varianza (ANOVA)

seguido del test de Student.

3.3.7.5.2. Depresion por desesperacion comportam@entest de Porsolt en

ratones

El método se basa en la observacion de un ratoralteraciones conductuales
inducidas por estrés, lo que hace que el animqlisde quieto y simule la reduccion de
actividad que presenta una persona deprimida. §tersn observar al animal cuando es
obligado a nadar en un espacio restringido del nagbuede escapar. Después de un
periodo inicial de vigorosa actividad natatorissacéodo movimiento activo realizando
Unicamente los necesarios para mantener la calezra €lel agua, adoptando una
postura caracteristica. Los farmacos antidepresiedacen el tiempo de inmovilidad
del ratén (Porsolt y cols., 1977).

Protocolo experimental

Para la ejecucion de este test, se utilizé una dejavidrio en la que se
introdujeron dos cilindros de plexiglas transpaget 10 cm de diametro y 25 cm de
altura, entre los que se coloco un panel opacogatar que los ratones pudieran verse

entre si. La caja fue llenada con agua a 24-26a%a una altura de 10 cm.
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Se administrd por via oral las correspondientessdies|os extractos, fracciones
o productos a estudiar, las sustancias patrones yehiculos, a lotes de 8 ratones
macho. Transcurridos 60 minutos de la administracg® coloco cada animal en el
interior de cada cilindro, manteniéndolos en elmaisdurante seis minutos. Los dos
primeros minutos son de gran movilidad, por lo gaecontabilizaron los segundos de

inmovilidad durante los cuatro minutos siguientes.

Con los resultados obtenidos se calculdé la medigmética con su
correspondiente error estandar. Para ver si laetiféa entre los valores medios de dos
grupos era significativa o no se realizo el arglig la varianza (ANOVA) seguido del
test de Student.

3.3.7.5.3. Efecto sobre la conducta inducida poreb-hidroxitriptéfano (L-5-

HTP)

La administracion de L-5-hidroxitriptéfano (L-5-HYPduce en los animales de
experimentacion un sindrome cuyos sintomas maaaekis son sacudidas de cabeza,
movimiento repetitivo dorso-ventral de pisada de [@atas delanteras y postura
extendida con el abdomen en contacto con el skdtms efectos se han utilizado
ampliamente como modelo para estudiar la activageios receptores centrales de la
serotonina (Jacobs, 1976; Van Dijk y cols., 1978).

En este trabajo, se estudio la posible potenciageéios efectos inducidos por
una dosis de 75 mg/kg i.p. de L-5-HTP (que es apradamente la dosis eficaz 10,
DE;g). Es bien sabido que estos efectos son potencpaides farmacos inhibidores de
la monoaminooxidasa o aquellos que, preferente lectseamente, inhiben la

recaptacion de serotonina (Shank y cols., 1987).

Protocolo experimental

Las correspondientes dosis de los extractos, traesio productos a ensayar, las
sustancias patrones y los vehiculos fueron admanigsoralmentea lotes de 5 ratones
hembra. A la hora de la administracién, recibiefotraperitonealmente L-5-HTP a una
dosis de 75 mg/kg (D). Posteriormente, los ratones fueron colocadogeeipientes
de vidrio individuales y se anoté el nimero de datas de cabeza para cada raton en
cinco intervalos de 2 minutos, comenzando 14 madaspués de la administraciéon del
L-5-HTP (es decir, en los intervalos entre 14-¥628, 34-36, 44-46 y 54-56 minutos).
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4.1.HYPERICUM GRANDIFOLIUM CHOISY
4.1.1. ESTUDIO FITOQUIMICO
4.1.1.1. Preparacion de los extractos y fracciones

El rendimiento obtenido para el extracto metandfie® de un 24 % referido a
planta seca. Parte de dicho extracto metandlicguspendié en agua y se hizo un
reparto consecutivo con cloroformo y butanol, oldedose las fracciones
cloroférmicas, butandlicas y acuosas, con un reiito del 33, 39 y 28 %,

respectivamente.

4.1.1.2. Pruebas clasicas de identificacion fitoguica

Las pruebas que se citan a continuacion se reatizapbre el extracto
metandlico déd. grandifolium

Mediante las pruebas de identificacion cualitatieacritas en el apartado 3.1.4.
se establecio el tipo de principios que formanepdd la composicién de esta especie
vegetal. Las familias de compuestos analizadasorfiuealcaloides, antraquinonas,

flavonoides, saponinas y taninos.

Para determinar la presenciaalealoidesse utilizaron los siguientes reactivos:
reactivo de Bouchardat, reactivo de Mayer y reactie Dragendorff. No se obtuvo
precipitado con ninguno de ellos, por lo que carsichos que no existen alcaloides en

la muestra.

La identificacion de lasantraquinonasse realiz0 mediante la reaccion de
Borntrager, en la que se hace uso de la propiedagstbs compuestos de pasar a su
forma endlica en medio basico (NaOH al 10 %). Leeobacion de una coloracion roja

intensa confirmé su presencia.

La identificacion de lo$lavonoidesse ha realizado en base a su reactividad en
presencia de hidrégeno. Para ello se utilizé ladiéa de la cianidina, que dio positiva

al observarse coloracion rosa-rojo.

En cuanto a la identificacion daponinasal afiadir agua tibia y agitar se formo
una espuma persistente, o que junto a la colanaoildservada en la reaccion de

Liebermann-Burchard permite afirmar gdegrandifoliumsi contiene saponinas.
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Para determinar la presencia d@ninos se han realizado las siguientes

reacciones de identificacion:

Con gelatina salada todos los taninos, hidrolizalgleondensados, forman un
precipitado floculoso. Como dio positivo, afadinaddiltrado anterior el reactivo de
Stiasny que permitié confirmar, ademas, la presedeicatequinas libres al formarse un

precipitado rosado.

Para determinar el tipo de tanino existente: higable, catéquico o ambos,
afadimos el reactivo de Stiasny y calentamos. lai@pn de un precipitado floculoso
confirmd la existencia de taninos catéquicBara saber si ademas habia taninos
hidrolizables, se realiz6 una filtracién y el fiitto fue ensayado con acetato sédico en
polvo y unas gotas de 4Ek, apareciendo una coloracién azul que confirneXistencia

de taninos hidrolizables.

En base a estos resultados, podemos afirmar qué. gmandifolium existen
antraquinonas, flavonoides, saponinas, tanino®lidbles, condensados y catequinas

libres.
4.1.1.3. Fraccion butandlica dédypericum grandifolium

Los flavonoides hiperdsido (Rf, 0.6) y quercitrifiRf, 0.8) fueron identificados
en esta fraccion empleando técnicas cromatograficasapa fina, utilizando para ello
muestras comerciales de estos productos y acet@tcetitb/acido acético/acido
férmico/agua (100:11:11:27) como sistema eluyeWagner y cols., 1984). La rutina
(Rf, 0.4), flavonoide ampliamente extendido en egteero, no pudo ser identificada
por esta técnica. Por su parte, la quercetinalfudajunto con el frente del disolvente
y fue identificada eluyéndola con CH@NIeOH 25% y comparandola con un patrén
(Rf, 0.6).

4.1.1.4. Fraccién cloroférmica deHypericum grandifolium Obtencién de

subfracciones

La cromatografia analitica en capa fina mostré gusistema eluyente mas
adecuado para separar los productos de esta fnadoi@formica era Hex/AcOEt al 10
%, por lo que se prepard una columna cromatogrgfieafue eluida sucesivamente con
Hex/AcOEt al 2, 5 y 10 %. Como fase estacionariautiezd silicagel Kieselgel 60
(230-400 mesh ASTM) de la casa Merck desactivada &b.
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Los eluatos recogidos fueron concentrados y ama&g@or CCF vy, en base a
ello, fueron reunidos y clasificados en diferensebfracciones de acuerdo con su
composicion. Estas subfracciones fueron llamadas-Fly F3 por orden de polaridad

creciente (tabla 2).

Tabla 2. Obtencién de subfracciones a partir de la fraccoboroférmica de Hypericum grandifolium

Subfracciones Eluyente Rendimiento Observaciones
F1 Hex / AcOEt 2 % 17.8 % Mezcla compleja
F2 Hex / AcOEt 5 % 11.3% Mezcla compleja
F3 Hex / AcOEt 10 % 8.8 % Mezcla compleja

El andlisis por CCF con el agente revelador readti® Godin, indica que las
subfracciones F1, F2 y F3 contienen derivadosldeddlucinol, tal y como sucede con
otras especies de este genero (Godin, 1954; Rocbig.y 1995; Viana y cols., 2005).

4.1.1.5. Analisis fitoquimico mediante CLAR-ESI-EMEM

El screeningfitoquimico realizado mediante técnicas CLAR-ESM/EM sobre
el extracto metandlico dd. grandifoliumreveld su contenido en hiperforina y algunos
flavonoides (hiperdsido, quercetina y quercitrinagientras que las naftodiantronas
(hipericina, pseudohipericina, protohipericina, tppseudohipericina), el acido
clorogénico o los flavonoidedihidroquercitrina, 12,118-biapigenina y rutina rieeron

detectados en el mismo.

El contenido del extracto metandlico en siete cagspms caracteristicos de este
género se muestra en la tabla 3, expresado coectesp la planta seca (mg/g material
vegetal). Las concentraciones en las que han smmnéados los compuestos
hiperforina, hiperésido, quercetina y quercitringg(g) en el extracto metandlico y sus
fracciones, asi como en las subfracciones cloraé@snson dadas en la tabla 4.

Tabla 3. Contenido en quercetina, quercitrina, rutina, émf@sido, hipericina, pseudohipericina e
hiperforina (mg/g material vegetal) en Hypericuramdifolium

Quercetina Quercitrina  Rutina Hiperésido  Hipericina Pseudohipericina Hiperforina

7.6 6.2 - 1.7 - - <0.1
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Tabla 4. Concentracion en metabolitos secundarios (mg/g) edtacto metanolico, fracciones vy
subfracciones de Hypericum grandifolium

Quercetina Quercitrina Hiperdésido Hiperforina

Extracto metandlico 317 26.0 7.1 <0.5
Fraccion Acuosa <05 <05 <05 -

Fraccién butandlica 82.0 58.1 15.9 <05
Fraccion cloroférmica 6.0 1.1 <05 -
F1 <05 <05 - -
F2 <05 <05 - -
F3 <05 <05 - -

Los tiempos de retencion, precursores y produdtasas, junto con las energias
de colision de los compuestos estandar estudiasosnuestran en la tabla 5. Los
coeficientes de correlacion alcanzados en la cueasalibrado fueron de 0.997 para
pseudohipericina, 0.995 para hipericina, 0.993 pagrerforina, 0.998 para rutina, 0.997
para hiperdsido, 0.996 para quercetina y 0.998 gaercitrina. La desviacion estandar

relativa de los compuestos investigados oscil@ehf#-5.2 %.

Tabla 5. Tiempos de retencion, precursores ionicos, pramimnicos y energias de colision para los
compuestos analizados: pseudohipericina, hipericirfaperforina, rutina, hiperdsido,
guercitrina y quercetina

Compuesto Tiempo de Precursor iénico Producto ibnico  Energia de colision
retencion (min) (M/2) [M-H] - (m/2) (eV)
Pseudohipericirfa 14.6 519.3 487.0 52
Hipericind 16.0 503.2 405.0 57
Hiperforind 15.0 535.5 313.1 40
Rutind 15.3 609.2 300.0 40
Hiperésidd 15.6 463.0 300.0 34
Quercitrind 16.0 447.1 300.0 32
Quercetin 17.0 300.9 151.0 30

a = Compuestos analizados bajo las condicionesRCEAI-EM/EM-I.
b = Compuestos analizados bajo las condicionesFGESI-EM/EM-II.

4.1.1.6. Analisis fitoquimico mediante CLAR-ESI-EMTF

El screeningdfitoquimico realizado sobre las subfraccionesF2ly F3 mediante
analisis CLAR-ESI-EM-TF, revela la presencia decampuesto con formula molecular
C3gHs004 (570.36413m/2 en la subfraccion F1, de los compuestogHGO,
(502.30124 m/2), Cs3H40s (518.29638m/2 y CssHas0s (536.30675m/2 en la
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subfraccién F2, Yy de 4H5,05 (552.3746%/2), Ca3H404 (502.30124’!’]/2) Yy Ca3H4205
(518.29638n/2 en la subfraccion F3 (tabla 6).

Tabla 6. Datos espectrales ESI-EM-TF de los compuestos piesen las subfracciones obtenidas de
la fraccién cloroférmica de Hypericum grandifolium

Subfracciones (m/2) ((M-H]") Composicion elemental Error (ppm)
F1 569.36413 6eHs00, 0.872
F2 535.30675 6H 4405 0.443
F2yF3 501.30124 £H40, 0.412
F2yF3 517.29638 4H 4,05 0.835
F3 551.37469 &Hs,05 2.191

Cuando se oper6 en modo positivo, los compuestasf@mnula molecular
CagHs5004, CaaHa20s5 y CasHa04 dieron un ion cuyan/zfue 105 (GHsCO"), sugiriendo
la presencia en sus moléculas de una fenil cetanaustituida. EI compuesto de
formula molecular @H40s podria ser un derivado poliprenilado del
benzoilfloroglucinol, que podria tratarse de unala& sampsonionas (B, G o L),
presentes el. sampsoni(Hu y Sim, 2000), o del 8-benzoilx4{1-hidroxi-1-metiletil)-

7, 7-dimetil-1,3-di (3-metil-2-butenil) triciclo [8.1.£% undecano-2, 9, 11-triona,
encontrado erClusia obdeltifolia(Cruz y Teixeira, 2004). El compuesto de férmula
molecular G3zH440¢ es probablemente el ofH-1-benzoil-4-hidroxi-3-(3-hidroxi-3-
metilbutil)-6,6,13,13-tetrametil-11-(3-metil-2-bui®-5-oxatetraciclo  [7.3.100*
tridecano-2,12-diona, encontrado @nobdeltifolia(Cruz y Teixeira, 2004). Asimismo,
existe la posibilidad de que los compuestegH§yOs Ca3H4204 y CssHs.05 sean
también derivados benzofenonicos.
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4.1.2. EVALUACION FARMACOLOG iCA

4.1.2.1. Actividad analgésica
4.1.2.1.1Efecto sobre los estiramientos inducidos por acat@tico en ratén

La administracion intraperitoneal de acido acéénaatén produce una serie de
constricciones abdominales con los consecuentémreigntos de las extremidades
posteriores. Como puede observarse en la tabts &xtractos y fracciones estudiados,
con la excepcion de la infusién, redujeron sigaificamente el nUmero de estiramientos
producidos por el acido acético en los animalesxgerimentacion, presentando entre
un 28 y 50 % de inhibicion. Debemos destacar em ssitido el valor encontrado para
la fraccion cloroférmica a la dosis de 500 mg/kg. g50 %), el cual esta proximo al

obtenido para el ibuprofeno (farmaco utilizado caeferencia, 65 %).

Tabla 7. Efecto de los extractos, fracciones y subfracciotesHypericum grandifolium sobre los
estiramientos inducidos por &cido acético en ratone

Tratamiento Dosis Numero de estiramientos % Inhibicion
mg/kg p.o. (xtg)
Control - 4920 + 3.39 -
Infusion 2500 5482 + 7.92 0.00
Extracto metandlico 50C 34.3¢ + 5.28° 30.1¢
1000 3557 + 4.77* 27.70
Fraccion acuosa 500 30.57 + 4.65* 37.86
Fraccion butandlica 500 31.44 + A458* 36.10
Fraccion cloroférmica 500 2458 + 2.87* 50.04
Ibuprofeno 50 1740 + 1.51* 64.63
Control - 49.25 + 2.98 -
F1 45 43.67 £ 4.05 11.33
F2 45 31.83 + 3.59* 35.37
F3 45 3542 + 3.36* 28.08
Diclofenaco 45 19.17 £+ 2.05* 61.07

*p <0.05, * p < 0.01 comparado con el controNBVA seguido del test de Student).
Los resultados estan expresados como la mediatestandar (n = 12-20 animales).

Los interesantes resultados obtenidos nos llevanealizar esta prueba en tres
subfracciones obtenidas de esta fraccion, encatis&nque soélo las subfracciones F2 y
F3 produjeron una disminucion significativa de &stiramientos, con porcentajes de
inhibicion de 35 y 28, respectivamente, que comedpuobservarse son claramente

inferiores a los mostrados por la fraccion clorofima de la que se obtuvieron.
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4.1.2.1.2 Efecto sobre la hiperalgesia inducida por formalina

La inyeccion de formalina en la pata del ratdbn poeduna irritacion celular a
nivel local, ocasionando una sensacion de ardolen@zon que lleva al ratén a lamerse
la pata afectada. El efecto doloroso se presentl eatdn unos segundos después de
administrada la formalina, denominandose al perigqu® se da en los primeros cinco
minutos fase primera, que se caracteriza principalen por la activacion a nivel de
nociceptores. Aproximadamente 15-30 minutos despigesla administracion de
formalina el raton vuelve a sentir dolor y comierdamerse nuevamente la pata,
denomindndose a este periodo fase segunda, en dapauicipan mediadores

proinflamatorios como PGEentre otros (Hunskaar y Hole, 1987).

Tabla 8. Efecto de los extractos, fracciones y subfracciodesHypericum grandifolium sobre la
nocicepcién inducida por formalina en ratén

Tratamiento Dosis Duracion de la respuesta dolorosa (s) %aHibicion
mg/kg Primera fase Segunda fase Primera Segunda
p.o. (0-5 min) (15-30 min) fase fase
(xte) (% €)
Control - 113.20+ 5.90 21564 = 13.29 - -
Infusion 2500 114.6% 4.32 174.69 + 15.38 0.00 18.99
exraco 1000 9325+ 6.64* 15830 + 22.74* 17.62 2655
Fraccion acuosa 500 104.21 8.64 18458 + 21.64 7.94 14.40
EL?;ﬁma 500 99.51+ 7.65 174.05 + 15.03 12.09 19.29
Eﬁ%‘%‘?’;ﬂica 500 72.86+ 5.31% 101.29 + 15.86* 35.64 53.03
Morfina ® 10 55.60 + 8.61** 50.40 + 20.66 ** 50.88 76.63
Control - 111.64+ 5.40 211.68 + 14.80 - -
F1 45 99.48+ 4.94 171.03 + 17.24 10.89 19.20
F2 45 97.26x 8.33 147.64 + 16.42 ** 12.88 30.25
F3 45 92.87+ 6.01* 166.82 + 15.32* 16.81 21.19
Diclofenaco 45 106.4@ 9.30 140.67 + 19.72 ** 4.69 33.54
Petidina’ 25 75.75 + 12.99 ** 40.57 = 19.32* 32.15 80.83

*p <0.05, * p < 0.01 comparado con el controNBVA seguido del test de Student); n = 12-18 aresal
@ La morfina fue ensayada a la dosis de 10 mg/xgyiadministrada 30 min antes de la inyecciéradermalina.
® | a petidina fue ensayada a la dosis de 25 mgftgy administrada 30 min antes de la inyecciéfadermalina.

Tras la realizacion de la prueba de la formalis@,encontré que solo el extracto
metanolico (1000 mg/kg p.o.) y la fraccion clorofdca (500 mg/kg p.o.) inhibieron
significativamente tanto la primera (fase de restau@eurogénica) como la segunda
fase (fase de respuesta inflamatoria) del efectorako producido después de la

administracion de la formalina, si bien destacafetto de la fraccion cloroférmica con
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un 36 y 53 % de inhibicién (tabla 8). Cuando seagason las subfracciones, se observo
que la F3 inhibid significativamente ambas fasassubfraccion F2 sdélo inhibid la

segunda fase, mientras que la F1 no afecta a rangeitas fases. Como era de esperar,
la morfina (opiaceo utilizado como referencia) @wambas fases, mientras que el

diclofenaco (AINE de referencia) solo afecta siigaifivamente a la fase segunda.

4.1.2.1.3Efecto sobre el tiempo de reaccion en el test didftick

Los resultados obtenidos en el testtd@iflick (sacudida de la cola), prueba util
para determinar el posible efecto analgésico detra&stos productos, se muestran en
la tabla 9. Como puede observarse, tanto la fraadidroférmica como la subfraccion
F3 aumentaron significativamente el tiempo de rnéaccen los animales de
experimentacion en esta prueba, destacando eseartido la subfraccion F3 que a la
dosis ensayada alcanzé significacion estadistita & los 60 como a los 120 minutos
de la administracion. No obstante, en ninguno declsos los valores encontrados
fueron superiores a los mostrados por la petidinalgésico narcotico utilizado como

referencia.

Tabla 9. Efecto de los extractos, fracciones y subfracciaeslypericum grandifolium en el test del

tail-flick
Tratamiento Dosis to (S) t (s) b (S)
mg/kg p.o. (xt¢) (x x¢) (x g)

Control - 241+ 0.14 247+ 0.16 279 £+ 0.15
Extracto 1000 241+ 0.17 248+ 0.21 3.33 £+ 0.28
metandlico
Fraccion 500 195+ 0.20 2.07+ 0.17 2.03 £+ 0.19*
acuosa
Fraccion 500 2.18 + 0.15 275+ 0.28 3.09 £+ 041
butandlica
Fraccion 500 228+ 0.15 3.27+ 0.35* 3.11 + 0.30
cloroférmica
Petidina 50 2.65+ 0.16 3.68+ 0.36* 3.92 £+ 0.31*
Control - 233+ 0.12 251+ 0.13 241 + 0.13
F1 45 240+ 0.11 299+ 0.28 285+ 0.23
F2 45 240+ 0.12 288+ 0.28 291 £+ 0.22
F3 45 248+ 0.90 3.18+ 0.16 ** 3.14 £ 0.20*
Petidina + 40 255+ 0.14 462+ 0.35* 4.02 = 0.42*

*p <0.05, * p < 0.01 comparado con el controNBVA seguido del test de Student); n = 10 animales.
tx = tiempo que tarda el ratén en sacudir la colasa(t), a la hora () y a las 2 horasJtde la administracion.
+ La petidina fue ensayada a la dosis de 40 mggkg i



Resultados 73

4.1.2.2. Actividad antiinflamatoria

4.1.2.2.1Efecto sobre el edema plantar inducido por carrag@nen raton

Segun se observa en la tabla 10, todos los ex$ratamciones y subfracciones
estudiados administrados por via oral, con excepcide la F3, inhibieron
significativamente, aunque de forma moderada, @nedinducido por carragenina en la
pata del ratén a la 42 h después del estimulamiafiario, con valores entre el 18 y el 31
% de inhibicion. El efecto antiinflamatorio de estextractos estudiados ha sido
equivalente al observado después del tratamieniadmbofenaco e indometacina a la

dosis de 50 mg/kg p.o. (27 y 40 %, respectivamente)

Tabla 10. Efecto de los extractos, fracciones y subfracciahesdypericum grandifolium sobre el
edema inducido por carragenina en raton

Tratamiento Dosis Peso de edema (42 h) % Inhibicion
mg/kg p.o. (xx¢€) (Mg)

Control - 80.23+ 3.29 -

Infusién 2500 65.47+ 4.05* 18.39
Extracto metandlico 1000 58.14 3.81** 27.53
Fraccion acuosa 500 61.1F 4.24** 23.76
Fraccion butandlica 500 57.1& 3.20** 28.82
Fraccon 500 55.62+ 4.76™ 30.67
Diclofenaco 50 58.43+ 3.25** 27.17
Indometacina 50 48.32 3.05** 39.77
Control - 76.94+ 3.58 -

F1 45 59.65+ 4.80* 22.47
F2 45 55.57 + 3.65* 27.77
F3 45 68.02+ 4.12 11.59
Indometacina 50 56.15 3.97** 27.02

*p <0.05, * p < 0.01 comparado con control (AN@eguido del test de Student).
Los resultados estan expresados como la mediaeastandar (n = 6-12 animales).

4.1.2.2.2.Efecto sobre el proceso inflamatorio inducido pok tetradecanoil-

forbol-acetato (TPA)

Los datos obtenidos de esta prueba se recogen tabléall. Vemos que la
administracion via tépica de todos los extractas;diones y subfracciones ensayadas,
con excepcion de la infusion, produjo una dismiéncisignificativa del edema
ocasionado en oreja por el TPA, destacando el a@gtrenetandlico, la fraccion

cloroférmica, asi como las subfracciones F2 y R3 @ la dosis de 1 mg/oreja
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alcanzaron un nivel de proteccién superior al 60E%.de sefialar que la inhibicién

presentada por las subfracciones F2 y F3 (1 m@jongj sido muy similar a la mostrada
por la fraccion cloroférmica a la misma dosis. Bwa parte, el compuesto de referencia
dexametasona produce, como era de esperar, aifad#ng.1 mg/oreja una marcada
inhibicion del edema (80 %), mientras que la ind@atiea a la dosis de 1 mg/oreja

produjo una inhibicién del 33 %.

Tabla 11. Efecto de los extractos, fracciones y subfracciaesHypericum grandifolium sobre el
edema inducido por aplicacion tépica de TPA enmatd

Tratamiento Dosis Peso de edema (mg) % Inhibicion
mg/oreja (x*eg)
Control - 8.30 + 0.47 -
Infusion 1.00 8.23 + 0.85 0.84
Extract,o_ 0.25 7.68 + 0.68 7.47
metandlico 0.50 3.00 + 0.61 * 62.77
1.00 2.87 + 0.39 ** 65.42
Dexametasona 0.10 1.16 + 0.25* 86.02
Control - 9.87 + 0.44 -
Fraccion acuosa 0.50 10.56 + 0.75 0.00
1.00 6.78 + 0.63 ** 31.31
Fraccion butandlica 0.25 4.06 + 0.42 ** 58.86
0.50 6.00 + 0.67 ** 39.21
1.00 572 + 0.73 ** 42.05
Fraccion 0.25 6.53 + 0.85 * 33.84
cloroférmica
0.50 6.12 + 1.02 ** 37.99
1.00 3.57 + 0.63 ** 63.83
Indometacina 1.00 6.61 + 2.92 ** 33.03
Control - 10.92+ 0.40 -
F1 0.50 9.10 + 0.51 16.69
1.00 6.63 + 0.67 ** 39.28
F2 0.50 6.74 + 0.75** 38.28
1.00 3.55 + 0.55 ** 67.49
F3 0.50 6.08 + 0.95 ** 44.32
1.00 4.25 + 0.60 ** 61.08
Dexametasona 0.10 2.1# 0.60 ** 80.13

** n < 0.01 comparado con control (ANOVA seguidd tist de Student).
Los resultados estan expresados como la mediateastandar (n = 12 —18 animales).
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4.1.2.3.Actividad sobre el sistema nervioso central
4.1.2.3.1Efecto sobre la actividad motora espontanea

Los resultados obtenidos en el estudio de los [essdfectos sobre la actividad
motora espontanea se muestran en la tabla 12l&seaebbserva que las fracciones y las
subfracciones en estudio ejercieron un efecto essalsre dicha actividad, ya que no
modificaron de forma significativa el nUmero deqsa la dosis ensayada, a excepcion
de la fraccion butandlica que produjo una dismimcsignificativa (p < 0.05) de la
actividad motora en un 23 % a los 60 minutos dadiministracion. No obstante, en
ninglin caso los valores obtenidos alcanzaronagogde depresién motora mostrado
por la clorpromacina (entre un 70 y un 80 %), faronatilizado como referencia.

Tabla 12. Efecto de los extractos, fracciones y subfracgode Hypericum grandifolium sobre la
actividad motora espontanea

Tratamiento Dosis Numero de pasos (X £)

mg/kg p.o. 60 min 120min
Control - 221.90 #12.51 152.55+ 14.72
Fraccion acuosa 500 230.2024.51 142.00+ 29.02
Fraccion butandlica 500 170.40 1©.03 * 132.40+ 15.99
Fraccion 500 198.40 +18.58 127.55+ 17.83
cloroférmica
Clorpromacina 5 42.05 +8.52 ** 26.95+ 6.62**
Control - 242.17 +£22.03 134.67+ 23.49
F1 45 220.37 +18.63 121.87+ 29.00
F2 45 204.50 #17.95 99.87+ 19.11
F3 45 224.33 25.37 102.33+ 19.80
Clorpromacina 5 69.75 15.66 ** 32.28+ 7.43**

*p <0.05, * p < 0.01 comparado con el controNAVA seguido del test de Student); n = 8-10 anisale

4.1.2.3.2. Efecto directo sobre la temperatura egct

En la tabla 13 se observan los resultados obteredossta experiencia. En
conjunto, podemos observar que las fracciones fyadiones en estudio no ejercieron
un efecto significativo sobre la temperatura rectal excepcion de la fraccion
cloroférmica que produjo una ligera, pero signiiica, hipotermia a la hora de la

administracion, pero sin alcanzar los valores abdtenpara la clorpromacina (farmaco
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de referencia), que ocasion6 una hipotermia siatifia que se mantuvo hasta la 42

hora de la administracion.

Tabla 13. Efecto de los extractos, fracciones y subfracciateeslypericum grandifolium sobre la
temperatura rectal (°C)

Tratamiento Dosis AT, AT, ATy ATg ATy,
mg/kg (X xg) (X t¢) (xte) (X tg) (x tg)
p.o.

Control - 1.15+0.20 1.38+0.22 1.96+0.24 0.98+0.29 0.99+0.25

Fraccion 500 1.74%0.20 1.56+0.77 2.22+0.22 0.99+0.34 1.80+0.26*

acuosa

Fraccién 500 0.69+0.24 1.74+0.26 +0.37 1.34t0.42 0.55+0.21

butandlica 1.30

Fraccién 500 2.06+0.28* 1.66+0.20 +0.22* 0.87+0.32 0.81+0.25

cloroférmica 1.09

Clorpromacina 5 5.42+0.68* 6.20+0.82** +1.47* 0.62+0.36 0.40+0.36
6.12

Control - 0.14+0.20 0.2#0.15 +0.15 0.57#0.13 0.19+0.38
0.51

F1 45 0.5%0.23 0.75:0.18 +0.09 0.94t0.11* 0.21+0.20
0.52

F2 45 0.1#0.20 0.34t0.11 +0.13 0.72+0.09 0.12+0.25
0.87

F3 45 0.5%0.29 0.24t0.14 +0.18 0.58t0.16 0.21+0.28
0.62

Clorpromacina 5 2.67£0.35* 3.77+0.70** +0.31** 1.42+0.12** 0.32+0.23
1.57

*p < 0.05, ** p < 0.01 comparado con el controNAVA seguido del test de Student); n = 8-10 anisale
ATy= Tno-Tnt; Tno = valor de T2 rectal antes de la administraciomodeproductos para cada animal r; 3 valor de la T2
rectal para cada animal n en el tiempo de meditiaz, 4, 6 y 24 horas).

4.1.2.3.3 Actividad miorrelajante: Test de la tragn

Para evidenciar el posible efecto miorrelajantgflacciones y subfracciones en

estudio fueron sometidas al test de la traccion.

Tras la realizacion de esta prueba se encontréihnguerodujeron efectos de esta
naturaleza a la dosis ensayada (datos no mostpadoser nulos), a diferencia de la
clorpromacina, cuya actividad relajante musculaper$ectamente conocida, que logro

un 100 % de fracasos.
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4.1.2.3.4. Efecto sobre el suefio inducido por péaidital sddico

Una de las pruebas clasicas de interaccion ceotradiste en cuantificar la
interaccidon con un barbitdrico de accién corta cagsoel pentobarbital sédico. Los
datos obtenidos en esta experiencia se muestranala 14.

Tabla 14. Efecto de los extractos, fracciones y subfraccioesHypericum grandifolium sobre el
suefio inducido por pentobarbital soédico (40 mg/Rg) i

Tratamiento Dosis Ti Ts

mg/kg p.o (x £ €)(min) (x £€)(min)
Control - 3.37 + 0.10 39.9¢+ 275
Fraccion acuosa 500 3.49 + 0.29 33.4¢ £+ 4.00
Fraccion 500 3.43 + 0.40 452; + 4.12
butandlica
Fraccion 500 3.04 + 0.12* 67.55 + 4.04 **
cloroférmica
Clorpromacina 5 2.88 + 0.53* 105.5¢ + 8.77 **
Control - 3.88 + 0.21 52.4¢ + 5.29
F1 45 3.87 + 0.58 725t + 8.39
F2 45 3.33 £ 0.46 67.51 + 7.46
F3 45 3.66 + 0.41 67.42 + 3.47*
Clorpromacina 5 2.48 + 0.37 ** 130.5¢ + 14.74 **

Ti = tiempo de induccion al suefio; Ts = tiempo def®.
*p < 0.05, * p < 0.01 comparado con el controNBVA seguido del test de Student); n = 10-16 aresal

Se observa en ella que solo la fraccion cloroféanpotencia la accion del
barbitdrico, alargando significativamente el tiempoe los animales permanecen
dormidos y acortando de forma significativa el fiende induccién del suefio, al igual
que la clorpromacina, farmaco utilizado como rafei®, de conocido efecto sedante.
Ademas, cuando se ensayaron las subfraccionesidddete esta fraccion, se encontro
gue solo la F3 aumenté de forma significativa leadidn del suefio, si bien no alcanzé

los valores obtenidos para la fraccidn cloroférnmicpara la clorpromacina.

4.1.2.3.5. Antagonismo a la tetrabenacina

Los resultados obtenidos tras la realizacion dex gsueba clasica para
evidenciar actividad antidepresiva se recogen daldla 15. En ella observamos que
ninguna de las fracciones y subfracciones ensayaaagionizaron significativamente
los efectos inducidos por la tetrabenacina en lomaes de experimentacion, con

excepcion de la fraccion cloroformica que a la sloshsayada soOlo antagonizo
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significativamente (p < 0.01) la ptosis inducida pliccha sustancia. Se ha observado
qgue los productos que antagonizan soélo la ptosiecpa tener un efecto alfa-
adrenérgico o serotoninérgico (Bourin, 1990). Coena de esperar, la imipramina
(antidepresivo  triciclico clasico utilizado como famencia) antagonizé
significativamente todos los efectos inducidos lgotetrabenacina (ptosis, depresion
motora e hipotermia).

Tabla 15. Interaccion de los extractos, fracciones y subfraces de Hypericum grandifolium con la
tetrabenacina

Tratamiento Dosis Ptosis Actividad Variacion de la
locomotora temperatura
mg/kg p.o. (xtg) (%) (xxg) (°C)
(30 min) (30 min) (60 min)
Control - 3.58 + 0.12 0.00 6.30+ 0.36
Fraccion acuosa 500 3.08 0.30 30.00 5.48+ 0.42
Fraccion butandlica 500 3.2& 0.25 30.00 6.26+ 0.46
Fraccion cloroférmica 500 2.3& 0.34 14.28 6.20+ 0.29
Imipramina 25 0.00+ 0.0G 100.00° 0.96 + 0.20 **
Control - 4.00 + 0.00 0.00 7.20+ 0.70
F1 45 3.83+ 0.17 16.67 7.90+ 0.55
F2 45 3.50 = 0.22 33.33 6.07+ 0.54
F3 45 3.67+ 0.21 16.67 5.45+ 0.82
Imipramina 25 0.00 + 0.0G 100.00° 1.05 £+ 0.32*

3p < 0.01 comparado con el control (test de Manritiely); ° p < 0.05 comparado con el control (tesyde
** n < 0.01 comparado con el control (ANOVA seguitiel test de Student); n = 10 animales.

4.1.2.3.6. Depresion por desesperacion comportam@eiiest de Porsolt

El test de Porsolt es una prueba conductual clfsica detectar productos con
posible actividad antidepresiva, que se basa absarvacion de un ratébn cuando es
obligado a nadar en una situacion de la que nogiasdapar; después de un periodo
inicial de vigorosa actividad natatoria, cesa tam@vimiento activo, realizando
Gnicamente los movimientos necesarios para mantereabeza por encima del agua,
adoptando una postura caracteristica (Porsolt .,cdl977; Bourin, 1990). Los

antidepresivos reducen el tiempo en el cual ehrpymanece inmovil.

Como se puede observar en la tabla 16, todasdesidnes estudiadas resultaron
ser activas en este test, puesto que redujeronficigivamente el tiempo de

inmovilidad, destacando los valores encontrados perfraccion cloroformica (500
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mg/kg p.0.), que son muy proximos a los mostragwdgimipramina (30 mg/kg p.o.),

antidepresivo utilizado como referencia.

Tabla 16. Efecto de los extractos, fracciones y subfracciateslypericum grandifolium en el test de

Porsolt
Tratamiento Dosis Tiempo de inmovilidad % Variacion
mg/kg p.o. (xx€)(s)

Control - 166.30+ 5.56 -
Fraccion acuosa 500 145.12 9.81* -12.74
Fraccion butandlica 500 134.98 8.60 ** -18.86
Fraccion cloroférmica 500 115.0& 5.84 ** -30.85
Imipramina 30 114.20+ 8.49 ** -31.33
Control - 18295+ 6.59 -
F1 45 145.05+ 7.43 ** -20.72
F2 45 153.24+ 8.22** -16.24
F3 45 158.40+ 8.04 * -13.42
Imipramina 45 116.53+ 9.02 ** -36.30

*p <0.05, **p <0.01 comparado con el contrtdNOVA seguido del test de Student); n = 16-20 atésa

Asimismo, las subfracciones F1, F2 y F3 obtenidatadraccion cloroférmica
lograron entre un 13 y un 21 % de reduccion sigaiiva del tiempo de inmovilidad,
aungue sin alcanzar los valores obtenidos polzion cloroférmica y la imipramina.
Esto nos sugiere que es necesaria la sinergia daliferentes componentes para

manifestarse la actividad antidepresiva.

Debemos comentar que la reduccion del tiempo deviidad observada para
las fracciones y subfracciones no se relacionaefectos estimulantes, ya que estas no
modificaron significativamente o disminuyeron laiadad motora a las dosis activas
en dicha prueba (Bourin, 1990; Sanchez-Mateo y,20€2, 2005).

4.1.2.3.7. Efecto sobre la conducta inducida poreb-hidroxitriptéfano (L-5-
HTP)

El test de potenciacion del L-5-HTP se utilizé pavaluar la actividaéh vivo
de los productos en estudio sobre la serotonines kmtomas del sindrome
serotonérgico resultante de la administracion a@oms de una dosis umbral de L-5-
HTP (75 mg/kg i.p.) pueden ser potenciados porbidbres de la MAO o de la

recaptacion de serotonina (Shank y cols., 1987).
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Tras la administraciéon del L-5-HTP se encontré gdie la fraccion butandlica
potencio significativamente las sacudidas de cahdaadosis de 500 mg/kg p.o. (tabla
17), aunque sin alcanzar los valores mostradoslgpdiuoxetina (100 mg/kg p.o.),
farmaco antidepresivo utilizado como referencia duobibe preferentemente la
recaptacion de serotonina.

Tabla 17. Efecto de los extractos, fracciones y subfracciodesHypericum grandifolium sobre la
conducta inducida por L-5-HTP (75 mg/kg i.p.) etora

Tratamiento Dosis Ne° de sacudidas de cabeza Sindrome®
mg/kg p.o. (xte) (xxeg)
Control - 0.36+ 0.17 0.28+ 0.16
Fraccién butanélica 500 2.9@ 0.97 * 1.70 + 0.47°
Fraccion cloroférmica 500 0.2& 0.20 0.20+ 0.20
Fluoxetina 100 23.33 2.88 ** 2453+ 0.19°

** < 0.01 comparado con control (test de Studénp)< 0.05 comparado con control (test de Mann-Veyiuf p < 0.01
comparado con control (test de Mann-Whitney); roafiimales.

& Se anotd para cada raton en 5 intervalos de 2tosincomenzando 14 minutos después de la admbidstrde L-5-HTP,
la presencia o ausencia de los siguientes sintcsaasdidas de cabeza, temblor de todo el cuerploceldn de las patas
traseras, movimiento repetitivo dorso-ventral deaga de las patas delanteras y postura extendid&lcabdomen en
contacto con el suelo (la puntuacién maxima pogibla cada ratén es 25).

Teniendo en cuenta que algunos efectos que apgrecactivacion del receptor
serotoninérgico, como el temblor o la conductarest@gpada, pueden enmascarar la
expresion de otros, tales como las sacudidas d=zaabe realizd el recuento simultaneo
de varias conductas para obtener una indicacionauastitativa de la activacion de
dicho receptor (Koek y cols., 1992). Al considezbsindrome en su conjunto vemos en
la tabla 17 que solo la fraccion butandlica mandfesgnificativamente dicho sindrome,
si bien los valores obtenidos son claramente imfesi a los encontrados con la

fluoxetina que presenté el sindrome en toda sunsiie.

4.2. FLAVONOIDE Y DITERPENOS DE TIPO CLERODANO AISLADOSDE
DIFERENTES ESPECIES DE LOS GENEROS SALVIAY TEUCRIM

4.2.1. DETERMINACION DE LA TOXICIDAD AGUDA

Tras la realizacion de esta prueba, encontramostag®es los compuestos
estudiados presentaron valores de dosis letal gy Buperiores a 25 mg/kg i.p. Las
dosis empleadas en las pruebas realizadas posteritg fueron aproximadamente la

tercera parte de la Rg.de los productos en estudio.
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4.2.2. ACTIVIDAD ANALGESICA

4.2.2.1. Efecto sobre los estiramientos inducidosipacido acético en ratdon

Los resultados obtenidos tras la realizacion da paieba se muestran en la
tabla 18. En conjunto, podemos observar que taoprioductos ensayados produjeron
una disminucién significativa de los estiramientnducidos por la administracion
intraperitoneal del &cido acético en ratdn, corc@atajes de inhibicion entre el 28 y el
51 %. En este sentido destacan los compueleacetilgnafalinay teucrina Aque
presentaron a la dosis de 10 mg/kg i.p. una aetividnalgésica (51 y 49 % de
inhibicion, respectivamente) comparable a la mdstor la indometacina a la dosis de

25 mg/kg i.p. (65 % de inhibicion), farmaco utilittacomo referencia.

Tabla 18. Efecto del flavonoide y diterpenos de tipo clermmaislados de los géneros Salvia y
Teucrium sobre los estiramientos inducidos por @@dético en ratones

Dosis Ndmero de estiramientos % Inhibicion
mg/kg i.p. (xe)

Control - 33.33+ 3.05 -

Salvigenina 10 22.58 2.21** 32.25
Teucrina A 10 17.08+ 2.06 ** 48.75
19-acetilgnafalina 10 16.25 1.37 ** 51.24
Eriocefalina 10 2242+ 217 ** 32.73
Teucvina 10 2350t 247* 29.49
Teuflina 10 23.92+ 2.69* 28.23
Indometacina 25 11.8% 3.09 ** 64.51

*p <0.05, * p < 0.01 comparado con el controNBVA seguido del test de Student); n =12 animales

4.2.2.2. Efecto sobre el tiempo de reaccidn en eét deltail-flick

Para evidenciar el posible efecto analgésico detérastos productos se realizd
esta prueba, cuyos resultados se recogen en &ltdbSe observa en ella que ninguno
de los compuestos estudiados aumentoé significatinéanel tiempo de reaccion de los
animales de experimentacion, a excepcion déelerina A que solo lo aumentd
significativamente tras 60 minutos de su adminigira No obstante, el valor
encontrado no fue superior al mostrado por la petjdanalgésico con accion central
utilizado como referencia, que prolongé significathente el tiempo de reaccion tanto a

los 30 minutos como a los 60 minutos de la adnmacgin.



82 Resultados

Tabla 19. Efecto del flavonoide y diterpenos de tipo cleradaislados de los géneros Salvia y
Teucrium en el test del tail-flick

Tratamiento Dosis to (S) Bo (S) 4 (s) ts (S)
mg/kg i.p. (x=£g) (xxeg) (xxeg) (x £ ¢)
Control - 225+0.11 232 0.17 247+ 0.1¢ 2.31+0.16
Salvigenina 10 220+0.11 249 0.21 2.75+ 0.2¢ 2.41+0.26
Teucrina A 10 245+0.16 287+ 0.20 3.48+ 0.36° 2.72+0.23
19-acetilgnafalina 10 2.60+0.15 2.8 0.23 295+ 0.21 2.21+0.15
Eriocefalina 10 234012 258 0.12 296+ 0.22 253+0.24
Teucvina 10 241+0.11 2.4B 0.24 244+ 0.19 2.32+0.17
Teuflina 10 252+0.09 2.73 0.18 294 + 0.26 2.65+0.25
Petidina 25 264+0.18 4.18 057 3.95+ 0.52* 2.06+0.12

t« = tiempo que tarda el ratén en sacudir la colesaft), a la media hora4j, a la hora () y a las 2 horasjt de la
administracion.

*p <0.05, * p < 0.01 comparado con el controNAVA seguido del test de Student); n = 10 animales

4.2.3. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA
4.2.3.1. Efecto sobre el edema plantar inducido p@arragenina en ratén

En la tabla 20 se recogen los resultados obtertidgsla realizacion de esta
prueba. Se encontrd6 que todos los productos pegsentina reduccion significativa
(entre un 17 y un 42 %) del edema inducido poraggmina en la pata del raton a la 42
hora de su administracion. Destaca entre ellosrapaestdl9-acetilgnafalinaque a la
dosis de 10 mg/kg i.p. alcanzo valores de inhibi¢i?2 %) ligeramente superiores a los
mostrados por los farmacos antiinflamatorios wdias como referencia, la

indometacina y el diclofenaco (41 y 35 %, respactiente).

Tabla 20. Efecto del flavonoide y diterpenos de tipo cleramaislados de los géneros Salvia y
Teucrium sobre el edema inducido por carrageninazton

Tratamiento Dosis Peso de edema (42 h) % Inhibicion
mg/kg i.p. (x £¢) (mg)

Control - 89.46 + 1.61 -
Salvigenina 10 67.50 + 3.94** 24.55
Teucrina A 10 67.68 £ 2.59** 24.35
19-acetilgnafalina 10 51.60 £ 2.91** 42.32
Eriocefalina 10 74.43 + 3.00** 16.80
Teucvina 10 66.93 £ 4.84** 25.18
Teuflina 10 72.02 + 3.83** 19.49
Indometacina 25 52.54 + 4.20** 41.27
Diclofenaco 10 57.78 + 6.20** 35.41

** n < 0.01 comparado con control (ANOVA seguidd tst de Student); n = 12 animales.
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4.2.3.2. Efecto sobre el proceso inflamatorio indido por tetradecanoil-

forbol-acetato (TPA)

Los posibles efectos antiinflamatorios sobre ehelerxducido en oreja por TPA
se muestran en la tabla 21. Los resultados obtemastraron que todos los productos
administrados topicamente redujeron significativaraea las dos dosis ensayadas, el
edema ocasionado en la oreja del ratdén por el TBA valores comprendidos entre un
13 y un 70 %. Entre ellos sobresalen los produstasigenina a las dos dosis
ensayadas, teuflinaa la dosis de 0.5 mg/oreja que lograron una rednatel edema
del orden de 59-70 %, valores proximos o supericae$os mostrados por la
indometacina a la dosis de 1mg/oreja (64 %). Asmoislebemos resaltar al producto
teucrina Aque mostrd a las dos dosis ensayadas valoresitécian superiores al 45
%.

No obstante, en ningln caso se observo una adtiadéinflamatoria topica

como la ejercida por la dexametasona a la dosisldeg/oreja (94 % de inhibicion).

Tabla 21. Efecto del flavonoide y diterpenos de tipo cleragaislados de los géneros Salvia y
Teucrium sobre el edema inducido por aplicacioridcamle TPA en raton

Tratamiento Dosis Peso de edema % Inhibiciéon
mg/oreja (x =€) (mQ)

Control - 10.70+ 0.39 -
Salvigenina 0.5 3.2Q 0.75** 70.09
Teucrina A 0.5 5.44+ 0.81* 49.16
19-acetilgnafalina 0.5 9.33 0.40% 12.80
Eriocefalina 0.5 6.84+ 0.23* 36.07
Teucvina 0.5 7.32+ 0.55** 31.59
Teuflina 0.5 4.40+ 1.22* 58.89
Dexametasona 0.1 0.68 0.12** 93.64
Control - 11.20+ 0.63 -
Salvigenina 1 4.32+ 0.60** 61.43
Teucrina A 1 6.10+ 0.30** 45.53
19-acetilgnafalina 1 7.0% 1.13* 37.41
Eriocefalina 1 6.41+ 0.64** 42.77
Teucvina 1 6.72+ 0.95** 40.00
Teuflina 1 6.79+ 0.56* 39.37
Indometacina 1 4.0 0.87* 63.66

*p < 0.05, * p < 0.01 comparado con control (AN@\seguido del test de Student); n = 6 animales @otas de 0.5
mg/oreja y 12 animales a la dosis de 1 mg/oreja).
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4.2.4. ACTIVIDAD SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL

4.2.4.1. Efecto sobre la actividad motora espontaae

Tras la realizacion de esta prueba se encontré tgpse de los productos
estudiadostéucrina A teucvinay teufling redujeron significativamente el nimero de
pasos dados por los animales de experimentacids 30l minutos de la administracion
en un 52, 24 y 32 %, respectivamente (tabla 22).e8ibargo, tras 60 minutos de la
administracion, solo l#euflina produjo una disminucion significativa (p < 0.0% k&
actividad motora (66 %), si bien en ningun casalsanzaron los valores encontrados
para la clorpromacina (superior al 90 % de inhdngi farmaco utilizado como

referencia.

Tabla 22. Efecto del flavonoide y diterpenos de tipo cleradaislados de los géneros Salvia y
Teucrium sobre la actividad motora espontanea

Tratamiento Dosis Numero de pasos (X £)
mg/kg i.p. 30 min 60 min

Control - 188.83+ 18.34 58.00+ 1.53
Salvigenina 10 171.5& 25.88 46.67+ 9.06
Teucrina A 10 91.33 22.19** 35.50+ 9.54
19-acetilgnafalina 10 179.8% 24.00 37.83+ 9.59
Eriocefalina 10 167.1# 17.59 57.33+ 0.71
Teucvina 10 144.1% 7.60* 30.83+ 5.35
Teuflina 10 128.50+ 15.94* 19.83+ 3.96*
Clorpromacina 5 483 1.83* 517+ 1.87*

*p <0.05, * p < 0.01 comparado con el controNAVA seguido del test de Student); n = 6 animales.

4.2.4.2. Efecto directo sobre la temperatura rectal

Segun se muestra en la tabla 23, ninguno de lakipios en estudio ejercid un
efecto significativo sobre la temperatura rectdahora de la administracion. Sin
embargo, tras 2 horas de la administracion, lospo@stosteucrina A teucvinay
teuflina produjeron una reduccion significativa de la terapga que se mantuvo hasta
la 42 hora, en el caso detéacvinay teufling y hasta la 62 h en el caso dédlacrina A
Debemos comentar también que el compuesiocefalina solo redujo de forma
significativa la temperatura a la 42 h de admia@tm. No obstante, en ninguno de los
casos se encontraron los valores obtenidos pactodpromacina (farmaco utilizado
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como referencia), la cual mostré un efecto hipoizante desde la 12 h y que se

mantuvo hasta la 62 h de la administracion.

Tabla 23. Efecto del flavonoide y diterpenos de tipo clermmaislados de los géneros Salvia y
Teucrium sobre la temperatura rectal (°C)

Tratamiento Dosis ATy AT, AT, ATg ATy,

mg/kg (x t¢) (x t¢) (x t¢g) (x €) (x x¢)

i.p.

Control - 0.17+0.16 0.3@¢ 0.17 0.550.17 0.97+0.21  0.17 +0.10
Salvigenina 10 0.180.24 0.4%0.19 0.830.11 0.85+0.18  0.08 +0.27
Teucrina A 10 0.530.16 1.0&¢ 0.19*  1.450.29*  2.32+0.44* 0.37 +0.20
19-acetilgnafalina 10 0.120.23 0.32 0.07 0.93t0.18 0.68+0.13  0.25+0.19
Eriocefalina 10 0.380.07 0.6& 0.24 1.280.09** 0.92+0.04  0.58 #0.22
Teucvina 10 0.230.10 1.030.25* 1.550.15** 1.52+0.17  0.20+0.13
Teuflina 10 0.020.04 0.9%0.16* 1.42:0.14* 0.62+0.15  0.50 +0.14
Clorpromacina 5 5.2%0.66** 5.83t 0.22** 4.15t1.06** 2.43+0.56* 0.15+0.21

*p <0.05, * p < 0.01 comparado con el controNBVA seguido del test de Student); n = 6 animales.
ATy= Tno-Tnt; Tno = valor de T2 rectal antes de la administraciotodeproductos para cada animal r; 3 valor de la T2
rectal para cada animal n en el tiempo de meditiaz, 4, 6 y 24 horas).

4.2.4.3. Actividad miorrelajante: Test de la tracabn

Ninguno de los productos en estudio produjo efectiosrelajantes en el test de
la traccion (datos no presentados por ser nulogjifaxencia de la clorpromacina
(neuroléptico cuya actividad miorrelajante muscesrclaramente conocida) que logré
a la dosis de 5 mg/kg i.p. un 100 % de fracasas tamos 30 como a los 60 minutos de

su administracion.
4.2.4.4. Efecto sobre el suefio inducido por pentafiistal sédico

Los resultados obtenidos tras la realizacion de msteba se recogen en la tabla
24. Podemos observar que ninguno de los compugstitencia la accion del
barbiturico, ya que ni alargan significativameritéeanpo de suefio ni acortan el tiempo
de induccién del mismo, a diferencia de la clorpmoma, farmaco utilizado como
referencia de conocida accion sedante. Por elaramttos compuestdgsucrina Ay 19-
acetilgnafalina aumentaron de forma significativa (p < 0.05)i@inpo de induccién al
sueflo pero sin modificar significativamente el fy@mgque los ratones permanecen

dormidos.
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Tabla 24. Efecto del flavonoide y diterpenos de tipo cleragaislados de los géneros Salvia y
Teucrium sobre el suefio inducido por pentobarltstalico (40 mg/kg i.p.)

Tratamiento Dosis Ti Ts
mg/kg i.p (x 2£)(min) (x £&)(min)

Control - 3.92 + 0.21 52.81 + 4.03
Salvigenina 10 435 0.18 54.14 + 2.08
Teucrina A 10 5.51+ 6.78* 4439 + 3.01
19-acetilgnafalina 10 5.6& 0.89* 49.39 + 2.20
Eriocefalina 10 3.72+ 0.33 59.25 + 1.76
Teucvina 10 3.69+ 0.20 42.41 + 3.49
Teuflina 10 3.49+ 0.17 40.69 * 5.69
Clorpromacina 5 2.42+ 0.15* 133.99 =+ 6.84*

Ti = tiempo de induccién al suefio; Ts = tiempo def®.
*p <0.05, ** p < 0.01 comparado con el controNBVA seguido del test de Student); n = 6 animales.

4.3.AETIOPINONA

4.3.1. EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD MOTORA ESPONTANEA

En la tabla 25 se recogen los resultados obteriideda realizacion del estudio
de los posibles efectos sobre la actividad motsp@r@tanea. En ella podemos observar
que si bien laetiopinonaa la dosis ensayada produjo una disminucion deimiento
espontaneo de los animales de experimentacion exiag@damente un 13 % a la
primera hora y un 24 % en la segunda hora de lanéstracion, esta reduccion no llega
a alcanzar significacion estadistica. Por el coiatréa clorpromacina, farmaco utilizado
como referencia, disminuyo de forma significativtensa la actividad motora tanto a
la primera como a la segunda hora de la adminiétrac

Tabla 25. Efecto de la aetiopinona sobre la actividad locoonaty sobre el suefio inducido por
pentobarbital sédico en ratén

Tratamiento Dosis ACTIVIDAD LOCOMOTORA PENTOBARBITAL SODICO
mg/kg p.o. NUmero de pasos (x&b
60 min 120 min Ti Ts
(xx¢g) (x x¢)
Control - 198.00+ 11.87 103.80 = 14.59 480+0.49 4393+ 250
Aetiopinona 100 170.60t 16.6: 78.40 + 12.43 466 +0.63 4761+ 3.51
Clorpromacina 5 228 5.42** 29.60 £ 12.08** 3.86+0.31 89.1€ £+ 10.63**

Ti = tiempo de induccion al suefio; Ts = tiempo def®.
** n < 0.01 comparado con el control (ANOVA seguitiel test de Student).
Los resultados estan expresados como la mediagestandar (n = 10-12 animales).
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4.3.2. EFECTO DIRECTO SOBRE LA TEMPERATURA RECTAL

Los datos de esta experiencia se recogen en la 2&hlobservandose que la
aetiopinonaa la dosis ensayada no modifica de forma signifi@da temperatura rectal
de los animales de experimentacion. Por su partelorpromacina, farmaco utilizado
como referencia, produjo una reduccion significatie la temperatura corporal hasta la

segunda hora de la administracion.

Tabla 26. Efecto de la aetiopinona sobre la temperatura re¢@)

Tratamiento Dosis ATy AT, ATy ATg ATy,
mg/kg (x t¢) (x *¢) (x £¢) (xxeg) (xxeg)
p.o.
Control - 0.20+ 0.36 0.82+ 0.27 1.14+0.15 1.00+0.29 0.10+0.15

Aetiopinona 100 0.61+ 0.38 0.92+ 0.35 1.12+0.21 0.77+0.36 0.17+0.31
Clorpromacina 5 3.38 0.57** 3.75 £ 0.63** 2.28+0.69 0.37+0.31 0.06+0.19

** n < 0.01 comparado con el control (ANOVA seguitiel test de Student).

ATy= Tno-Tnt; Tno = valor de T2 rectal antes de la administraciomodeproductos para cada animal r; 3 valor de la T2
rectal para cada animal n en el tiempo de meditiaz, 4, 6 y 24 horas).

Los resultados estan expresados como la mediateastandar (n = 10 animales).

4.3.3. ACTIVIDAD MIORRELAJANTE: TEST DE LA TRACCION

Tras la realizacion del test de la traccion, pruebizada para evidenciar el
posible efecto miorrelejante de este productonsergrd que laetiopinonano produjo
ningun fracaso en los animales de experimentaeidtiferencia de la clorpromacina,

farmaco de reconocida accién miorrelajante.

4.3.4. EFECTO SOBRE EL SUENO INDUCIDO POR PENTOBARBTAL
SODICO

Los resultados obtenidos en el estudio de los [essifectos sobre el suefo
inducido por pentobarbital sédico se muestran @alia 25. En ella se observa que la
aetiopinonaa la dosis ensayada no modificé de forma signifiaani el tiempo de
induccion ni el tiempo que los animales permanedemmidos, a diferencia de la
clorpromacina, que a la dosis de 5 mg/kg p.o. alaignificativamente el tiempo de

suefio mas de un 100 %.

4.3.5. ANTAGONISMO A LA TETRABENACINA

Para estudiar los posibles efectos antidepresigdaaktiopinonase realiz6 esta
prueba clasica, cuyos resultados se muestran &bla 27. En ella vemos que la
aetiopinonasoélo antagonizé significativamente (p < 0.05) tasps inducida por la
tetrabenacina, lo que nos podria sugerir un ciertecto alfa-adrenérgico o
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serotoninérgico (Bourin, 1990). Por el contrar@ajrhipramina, como era de esperar al
ser un antidepresivo triciclico clasico, antagoniados los efectos inducidos por la

tetrabenacina en los animales de experimentacion.

No hay que olvidar, no obstante, que este testsnespecifico y puede ser
sensible a moléculas que no tienen accion antidejrepor lo que hay que confirmar

los resultados con otras pruebas complementarias.

4.3.6. DEPRESION POR DESESPERACION COMPORTAMENTAL:
TEST DE PORSOLT

En la tabla 27 se muestran los resultados obterirdgsla realizacion de esta
prueba conductual clasica utilizada para evideragtvidad antidepresiva. Se encontrd
que laaetiopinonaa la dosis ensayada (100 mg/kg p.o.) redujo sggtivamente el
tiempo de inmovilidad en un 24 %, lo que nos indacain efecto antidepresivo para
dicho producto. No obstante, el valor obtenidonésrior al mostrado por la imipramina
a la dosis de 50 mg/kg p.o. (35 %), antideprestizado como referencia.

Es interesante resaltar que la actividad obsergadssta prueba no se relaciona
con efectos psicoestimulantes, ya quadaopinonaa la dosis ensayada en esta prueba

no modifica significativamente la actividad motaalos animales de experimentacion.

Tabla 27. Actividad antidepresiva de la aetiopinona

Tratamiento Dosis INTERACCION CON LA TEST DE PORSOLT
TETRABENACINA
mg/kg  Ptosis Actividad AT (°C) Ti (s) % Variacion
p.o. locomotora
(x x¢) (%) (xx¢) (x t€)

Control - 3.60 £0.1¢ 0.00 259+ 0.39 161.80 = 5.03 -
Aetiopinona 100 2.70£0.3¢ 20.00 3.01+ 051 123.65 = 8.43* -23.58
Imipramina 25 0.00+0.00 90.06 0.24 + 0.23* NE
Imipramina 50 NE NE NE 105.65 + 7.25** -34.70

AT= variacion de la temperatura a los 60 min daltaimistracion; Ti = tiempo de inmovilidad; NE = rasayado.
3p < 0.05° p < 0.01 comparado con el control (test de Manrithel); © p < 0.05 comparado con el control (test
dex?.

** n < 0.01 comparado con el control (ANOVA seguitiel test de Student).

Los resultados estan expresados como la mediateastandar o porcentaje de actividad (n = 10 desrzara el
test de la tetrabenacina y 20 animales para etiéeBorsolt).
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Durante esos intervalos se registr6 también laepm@a o ausencia de los
siguientes sintomas: temblor, abduccién de lasspagseras, movimiento repetitivo
dorso-ventral de pisada de las patas delanterastyna extendida con el abdomen en
contacto con el suelo. Se asignd un punto por estdgieotipia observada para cada uno
de los animales durante cada periodo de 2 mingtwssiderando también dentro del
sindrome, las sacudidas de cabeza), siendo laamidtumaxima posible de 25, para
cada raton. Obteniéndose, por tanto, dos seriedatiss; por un lado, el numero de

sacudidas de cabeza y, por otro, los efectos sblsiadrome.

Con los resultados obtenidos se realiz6 en cada &Gasmedia con su
correspondiente error estandar, empleandose parealello de la significacion
estadistica el analisis de la varianza (ANOVA) sdgulel test de Student para el
namero de sacudidas de cabeza y el test de Manm&Yhpara datos no paramétricos

en el caso del sindrome.

Si el grupo control al que se le administré L-5-H@Ra dosis de 75 mg/kg
(DE;10) no respondié como se esperaba, el experimenteofusgderado nulo.
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En la presente Tesis Doctoral se ha llevado a ehbestudio fitoquimico y
farmacoldgico de diferentes extractos, fraccionessupfracciones de la especie
Hypericum grandifolium Choisy, el estudio de las acciones analgésicas,
antiinflamatorias y centrales de una flavona y eirttiterpenos de tipo clerodano
aislados de diferentes especiesSddviay Teucrium asi como el estudio farmacolégico
de las acciones sobre el sistema nervioso cerdréd aetiopinona Por ello, vamos a
hacer una discusion de los resultados obtenidas gada uno de estos apartados por

separado.

5.1. HYPERICUM GRANDIFOLIUM CHOISY

Para evaluar la potencial actividad analgésicastie especie, se llevd a cabo en
la presente Tesis Doctoral el estudio del efecttosl@liferentes extractos, fracciones y
subfracciones de la misma sobre tres modelos ewpetales de nocicepcion en
roedores, dos basados en estimulos quimicos (estlelilos efectos sobre los
estiramientos inducidos por acido acético y solaehiperalgesia inducida por

formalina) y uno basado en estimulos térmicos (teltail-flick).

Comenzamos por el estudio de los efectos sobreskirmmientos inducidos por
acido aceético, test que es muy poco especifico prrp sensible y predictivo de la
potencia de ciertos analgésicos en la clinica. Cesrgien sabido, el acido acético es un
agente irritante que produce la nocicepcién graciak liberacion de numerosas
sustancias que excitan las terminaciones nervibdasosas, siendo un método sensible
para detectar la posible actividad analgésica taatdral como periférica de nuevas
sustancias (Collier y cols., 1968). En nuestroa@bel extracto metandlico asi como
las fracciones acuosa, butandlica y cloroférmicaladespecie en estudio redujeron
significativamente el nimero de contorsiones abdafes inducidas por el &cido
aceético en los ratones, lo que nos indica que ptasectividad analgésica a las dosis
ensayadas. Dado que la fraccion cloroférmica fugua presentdé un porcentaje de
inhibicion mayor, con valores proximos a los ohdesi para el ibuprofeno (farmaco
utilizado como referencia), se continu6 fraccioraaiedn el objetivo de encontrar las
sustancias responsables de dicha actividad. Tagesultados obtenidos podemos
comentar que, si bien la actividad analgésica seartro en las subfracciones F2 y F3,
ninguna de ellas alcanzo el grado de inhibiciérmidio por la fraccion cloroférmica, lo

gue nos sugeriria la existencia de sinergismo ¢éwgrdiferentes componentes quimicos.
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Cuando se llevé a cabo el estudio de los efectbsesel modelo de dolor
inducido por formalina, encontramos que sélo erastdb metandlico y la fraccion
cloroférmica fueron activos en este test, inhibeéennto la fase de respuesta
neurogénica (que se caracteriza principalmente lporactivacion a nivel de
nociceptores) como la fase de respuesta inflanaafen la que participan mediadores
proinflamatorios como PG lo que nos indicaria que tienen un efecto amsaigé
central, al igual que la morfina y la petidina (geaicos opiaceos utilizados como
referencia). Efectos similares se obtuvieron paraubfraccion F3, sugiriéendonos que
en ella se concentran las sustancias con actiadathésica central. Por su parte, la
subfraccion F2, al igual que el diclofenaco (AINElizado como referencia), solo
inhibié significativamente la fase de respuestéamétoria, la cual se ha relacionado
con la produccion de prostaglandinas como mediad@ienskaar y Hole, 1987). La

subfraccion F1, al igual que ocurrié en el testabédio acético, no presenté actividad.

Tras la realizacion del test dédil-flick (sacudida de la cola), un método
selectivo para compuestos con actividad analgesngral (como la petidina) y en el
cual se considera que la sacudida de la cola aetgisulo nociceptivo térmico es un
reflejo espinal (Ramabadran y cols., 1989; Sriramag cols., 2003), comprobamos que
tanto la fraccién cloroférmica como la subfracciB@ son activas en esta prueba,
confirmandose su accion analgésica central. Noaotest serian necesarias pruebas

complementarias para conocer exactamente el mertanesponsable de esta accion.

Por otra parte, el hecho de que la subfraccion K2 modificara
significativamente el tiempo de reaccion de losmas sometidos al test dell-flick
nos hace pensar que el efecto analgésico obseevadbtest del acido acético no es de
origen central, sino que esta mediado principalm@otr un mecanismo periférico, ya
sea por interferir con la reaccion local causadagparritante o por inhibir la sintesis,
liberacién y/o antagonizar la accion de los medieslalel dolor en los sitios diana
(Collier y cols., 1968; Srinivasan y cols., 200&bRnal y cols., 2005).

Por otro lado, se llevo a cabo el estudio de labposictividad antiinflamatoria
tanto oral como topica de los diferentes extractedH. grandifolium mediante la

inhibicion del edema inducido en ratones por camata o TPA.
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En el edema plantar por carragenina en ratén, serad que la administraciéon
oral de todos los extractos, fracciones y subfoams estudiados, con excepcién de la
subfraccion F3, produjo una modesta aunque sigie inhibicion del edema a la 42
hora de la inyeccion de la carragenina, siendo echdn conocido que el edema
producido en este intervalo de tiempo se relacioora la inhibicibn de kininas y
prostaglandinas (Doherty y Robinson, 1975; HernziiRirez y cols., 2004).

Este efecto antiinflamatorio ha sido corroborado\pa topica en el modelo de
edema inducido en oreja por aplicacién topica dé& ER ratdn, encontrandose que
todos los extractos, fracciones y subfracciones exgepcion de la infusion fueron
activos en esta prueba. Debemos comentar queléanadion en el modelo del TPA
parece estar relacionada o ser dependiente dedosgos de liberacion y metabolismo
del acido araquidonico, la cual puede ocurrir sitméamente con la interaccion del
TPA con el receptor de la proteina kinasa C (Jugily., 1998). Los inhibidores de la
fosfolipasa A, ciclooxigenasa y lipoxigenasa asi como los coidies son efectivos en
este modelo (Carlson y cols., 1985; De Young y.c@B89), lo que nos sugiere que los
extractos de la especie estudiada interfeririaralgena manera con alguno de estos
mediadores que participan en la respuesta inflamaadbinhibir el edema inducido por
TPA.

Es interesante destacar que si bien la actividdohidamatoria encontrada para
los extractos, fracciones y subfracciones estudia@ndo fueron administrados por
via oral fue moderada, por via tépica mostraronaat&idad mayor. Esta diferencia en
los resultados puede ser debida a que los agéngéstitos usados (TPA o carragenina)
tienen un mecanismo diferente de produccion denade bien a que, en general, la
administracion tépica es una via mas efectiva ya cpn ella se pueden conseguir
concentraciones mayores del producto en el lugda deflamacion (Carlson y cols.,
1985).

Los resultados que hemos obtenido con los prepsrdddd. grandifolium
coinciden con otros estudios realizados en anintplesnuestran efectos analgésicos y
antiinflamatorios para otras especies del gémé¢ypericum (Apaydin y cols., 1999;
Barnes y cols., 2001; Trovato y cols., 2001; MatRaso y cols., 2002; Oztiirk y cols.,
2002; Rabanal y cols., 2005; Sanchez-Mateo y caB06a; Savikin y cols., 2007),
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siendo éstos los primeros estudios realizados sdareaccion analgésica vy
antiinflamatoria de esta especie.

Tras el estudio fitoquimico llevado a cabo, se Hdatectado en el extracto
metanolico de esta especie diversos flavonoidgeei@sido, quercetina, quercitrina),
compuestos poliprenilados derivados del benzodfrcinol, asi como una pequefia
cantidad de hiperforina. Puesto que se han endmtefectos analgésicos y
antiinflamatorios para muchos flavonoides (Wagrk389; Calixto y cols., 2000;
Guardia y cols., 2001; Morikawa y cols., 2003; Royecols., 2003), es posible que una
parte de los efectos observados en el presentdi@giudieran deberse también a la
presencia de estos compuestos en el extracto nlietano

Con respecto a la fraccion cloroformica, que fueu@ presentd la actividad
analgésica y antiinflamatoria mas prometedora, sy |ubfracciones F1, F2 y F3, la
actividad encontrada puede ser debida a los desvagoliprenilados del
benzoilfloroglucinol detectados como componenteganitarios.

Por otro lado, continuando con la evaluacion faot@gica de esta especie, se
sometieron los diferentes extractos en estudioaabateria de pruebas para evidenciar
sus efectos sobre el sistema nervioso centralegpdaoiespecial atencién en el estudio
de su potencial actividad antidepresiva. Es bidndsaque ninguno de los modelos
animales utilizados para ekreeningde nuevos farmacos antidepresivos es por si
mismo suficiente para predecir actividad antidepeesen clinica (Bourin, 1990;
Willner, 1994), por lo que se hace necesario lalipation de varios de ellos. En la
presente Tesis Doctoral se han realizado dos tipgeuebas experimentales: unas son
pruebas farmacoldgicas en las que se hace intenaccel extracto o molécula en
estudio con un determinado farmaco que induce uadesparticular (como la
interaccion con la tetrabenacina o con el L-5-HFR)t{ras son pruebas conductuales en
las que se administra el extracto o producto endesta animales en los que se ha
inducido un comportamiento particular por procedms no farmacoldgicos, como

por ejemplo la depresion por desesperacion compertital (test de Porsolt).

Asi, al considerar el conjunto de resultados oldtenial realizar las diferentes
pruebas podemos comentar que, en general, todafalesones y subfracciones
ensayadas ejercieron en mayor o menor medida efecttidepresivos en el test de
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Porsolt, sobresaliendo entre ellos la fraccidnodtrmica (500 mg/kg p.o.) que presento
valores préximos a los mostrados por el antidepoede referencia (imipramina a 30
mg/kg p.o.). Como en un trabajo anterior (Sanchetedly cols., 2002) se encontro que
el extracto metandlico redujo significativamenteuen20 % el tiempo de inmovilidad
en el test de Porsolt, los resultados de la presesdis indican que la mayor parte de la
actividad antidepresiva del extracto metandlico@m®entra en la fraccion cloroférmica

(que presento un 31% de inhibicion).

Asimismo, es interesante resaltar que ningunasisubfracciones obtenidas de
la fraccion cloroférmica lograron en esta pruebgarcentaje de inhibicion del tiempo
de inmovilidad superior al de la fraccién de la geepartid, lo que nos sugiere que
existe una sinergia entre los diferentes composegtémicos, hecho que esta en
consonancia con otros estudios realizados con iespde este genero (Butterweck y
cols., 1998, 2003; Williamson, 2001).

Es interesante resaltar que los psicoestimulantesocla cafeina también
disminuyen el tiempo de inmovilidad, pero a dif@iande los farmacos antidepresivos
causan una marcada estimulacion motora, indicandasqgs efectos no son especificos
(Porsolt y cols., 1977; Bourin, 1990). En nuesteso debemos comentar que la
actividad mostrada por las fracciones y subfra@saen el test de Porsolt no es debida a
efectos psicoestimulantes, ya que a las dosisagctn esta prueba no modificaron o

disminuyeron la actividad motora de los animalesxjgerimentacion.

También debemos comentar que sélo la fraccion fdoroca mostré efectos
significativos en el test de la tetrabenacina, gorizando la ptosis inducida por este
farmaco, lo que suele evidenciar una cierta adtvidifa-adrenérgica o serotoninérgica
(Bourin, 1990). Asimismo, se observo que la fraechiutandlica fue la Unica que
potencio las sacudidas de cabeza y el sindromeidaypor el L-5-hidroxitriptéfano,
indicando que puede ser un inhibidor de la 5-hidiptamina o de la
monoaminooxidasa (Shank y cols., 1987). Estostend confirman los obtenidos por
Sanchez-Mateo y cols. (2002) para el extracto ndéitam que también fue activo sélo
en antagonizar la ptosis inducida por tetrabenagirem potenciar las sacudidas de

cabeza inducidas por el L-5-HTP.
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Por otro lado, estas fracciones mostraron nulestes miorrelajantes en el test
de la traccion y, con excepcion de la fracciénaflinmica, no modificaron de forma
significativa la temperatura corporal de los anagsale experimentacion ni el tiempo de

suefo inducido por pentobarbital sodico.

Con respecto a los principios activos responsaldela actividad antidepresiva
observada en esta especie, conviene resaltar qge han detectado naftodiantronas
(hipericina y pseudohipericina) en el analisisduomico llevado a cabo en el extracto
metanolico de esta especie. Como es bien sabido,nétodiantronas son los
marcadores quimiotaxonémicos mas importantes deergéHypericum y han sido
asociadas con la mayoria de las acciones farmacafdde esta especie, en particular
con la actividad antidepresiva (Bombardelli y Ma@zi, 1995; Butterweck y cols.,
1997, 1998; Schulz y cols., 1998; Barnes y col€01» De acuerdo con una
clasificacién infragenérica de Robson (197H),grandifolium pertenece a la seccién
Androsaemum junto conH. androsaemuimH. foliosum e H. hircinum Hasta el
momento, la secciomndrosaemumha destacado por la ausencia de hipericina y
pseudohipericina (Mathis y Ourisson, 1963; Kitan®®01; Avato, 2005), lo cual esta

en consonancia con los resultados obtenidos ems$2pte Tesis Doctoral.

Por ello, y en ausencia de naftodiantronas, podesmgsrir que los flavonoides
encontrados en el estudio fitoquimico de esta ésmEN responsables, al menos en
parte, de la actividad antidepresiva observadajugmestos compuestos han mostrado
efectos antidepresivos en trabajos de investigatéwados a cabo con la especie
Hypericum perforatum(Butterweck y cols., 2000, 2003; Noldner y Schi@902).
Asimismo, la interesante actividad antidepresivacoatrada para la fraccion
cloroférmica podria ser debida, en parte, a losprgstos poliprenilados derivados del

benzoilfloroglucinol encontrados en la misma.

En definitiva, los resultados obtenidos en el presestudio demuestran que los
diferentes extractos y fracciones ensayados Hgbericum grandifoliumtienen
propiedades analgésicas, antiinflamatorias y gotetvas en roedores, mostrando nula
o ligera accion sedante, siendo responsables deagliacciones los compuestos
polifendlicos (flavonoides y derivados poliprenitad del beonzilfloroglucinol)
detectados en la misma. Estos resultados evidemtigotencial terapéutico de esta

especie y confirma algunos de usos en la medi@palar.
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5.2. FLAVONOIDE Y DITERPENOS DE TIPO CLERODANO AISLADOSDE
DIFERENTES ESPECIES DE LOS GENEROS SALVIA Y TEUCRIM

En la presente Tesis Doctoral se llevo a cabo tidies de las propiedades
analgésicas y antiinflamatorias en ratones de laverfa y cinco diterpenos de tipo
clerodano aislados de especies de los gégalvgay Teucrium asi como unas pruebas

preliminares para ver sus posibles efectos solsistelma nervioso central.

De los resultados obtenidos podemos deducir questdds compuestos
estudiados mostraron propiedades analgésicas elésntuando se llevo a cabo el test
de los estiramientos inducidos por acido acético raones, ya que redujeron
significativamente el niamero de estiramientos pecaths por esta sustancia en los
animales de experimentacion, destacando entre tetlos los compuestod9-
acetilgnafalinay teucrina A que presentaron valores de inhibicion préoximoesa

mostrados por la indometacina (farmaco de refeag¢nci

Por otro lado, sélo leeucrina Amostrd una ligera accién analgésica central en el
test detail-flick, ya que aumentd significativamente el tiempo dace®n en los
animales de experimentacion en esta prueba, sirwescanzo los valores obtenidos
para la petidina (analgésico narcético). Comesia de los compuestos no mostraron
actividad en esta prueba podemos sugerir que idatt analgésica observada en el
test del &cido acético no es de origen centrab, gire esta mediada principalmente por
un mecanismo periférico (Collier y cols., 1968; Rdmadran y cols., 1989; Srinivasan y
cols., 2003; Rabanal y cols., 2005).

Con respecto a la actividad antiinflamatoria, podemeducir de los resultados
obtenidos, que la mayoria de los productos mostrama importante actividad
antiinflamatoria tanto por via intraperitoneal (tde la carragenina) como tdpica (test
del TPA), destacando los productmvigeninay teuflina cuya administracion topica
produjo un porcentaje de inhibicion superior al¥b8valor proximo al mostrado por la

indometacina (farmaco utilizado como referencia).

En este caso, al igual que ocurrio con los extsagtéracciones daHypericum
grandifolium los productos en estudio mostraron en general omactividad
antiinflamatoria por via tdpica que por via intrajpmeal, pudiendo explicarse estos
resultados por el diferente mecanismo de produccéh edema de los agentes
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flogisticos usados (TPA o carragenina) o a quegesteral, la administracién tépica es
una via mas efectiva por conseguirse concentragiorag/ores del producto en el lugar

de la inflamacién (Carlson y cols., 1985).

Hay que comentar que la accién antiinflamatorieeoiola para tres de estos
compuestos téucrina A 19-acetilgnafalinay eriocefaling parece estar mediada
principalmente por la inhibicion de la actividad ldes-lipoxigenasa, puesto que en un
estudio in vitro realizado con anterioridad con estos compuesttse sdiversos
parametros del proceso inflamatorio se encontrosgie afectaban la actividad de esta
enzima sin modificar la actividad de la ciclooxigea ni la produccion de 6xido nitrico

(De las Heras y cols., 2001).

Por otro lado, el analisis de los datos tras eldéstde los posibles efectos sobre
el sistema nervioso central puso en evidencia @secbmpuestos en estudio no
presentaron actividad miorrelajante en el testadiealccion ni hipndtica sobre el suefio
inducido por pentobarbital sédico, aunque algunesetlos produjeron una ligera

hipotermia y una disminucién de la actividad mo&spontanea.

Vemos pues, que los productos estudiados presanpanpiedades analgésicas
y antiinflamatorias de interés, sin mostrar accs@dante ni miorrelajante, si bien es
dificil establecer una posible relacion estructgudmica-actividad farmacologica. No
obstante, son necesarias pruebas complementari@s qmmocer exactamente el

mecanismo responsable de estas acciones.

5.3. AETIOPINONA

En trabajos anteriores se ha demostrado quaet@pinona un diterpeno
naftoquindnico aislado de las raices 8alvia aethiopisL., mostraba actividades
antimicrobianas, citotoxicas, analgésicas en eéldeksacido acético y dhil-flick, asi
como efectos antiinflamatorios en el edema indugo carragenina y TPA en
roedores, jugando un papel importante en su a@iéimflamatoria la inhibicion de la
enzima 5-lipoxigenasa (Hernandez-Pérez y cols5,19999; Benrezzouk y cols., 2001;
De las Heras y cols., 2001).

En esta Tesis Doctoral se llevd a cabo el estuglia dctividad sobre el sistema

nervioso central de este producto natural, encodtse que presentd actividad
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antidepresiva en el test de Porsolt a la dosis Qfe mig/kg p.o., puesto que redujo
significativamente en un 24 % el tiempo en el @laktéon permanece inmovil, siendo
esta actividad especifica ya que a la dosis enaayadnodifica significativamente la
actividad motora de los animales de experimentaf@aurin, 1990; Sanchez-Mateo y
cols., 2002, 2005). Este compuesto, ademas, antagda ptosis inducida por

tetrabenacina, sugiriéndonos que podria presentarianto efecto alfa-adrenérgico o

serotoninérgico (Bourin, 1990).

Debemos comentar que éetiopinonamostré una actividad antidepresiva de
interés, sin producir efectos sedantes, hipotémsnaaniorrelajantes. No obstante, se
necesitan pruebas complementarias para perfilarraemecanismo de dicha accion.
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1. Tras el estudio fitoquimico de la espekigpericum grandifolium Choisy se ha
visto que esta especie contiene diversos flavoro(tigperdsido, quercetina,
quercitrina), compuestos poliprenilados derivadelsbeénzoilfloroglucinol y una

pequefa cantidad de hiperforina.

2. Conviene resaltar que no se han detectado naftooi@s (hipericina,
pseudohipericina) en el extracto metandlico lgpericum grandifolium,
marcadores quimiotaxondmicos mas importantes éeér@Hypericum. Este
hecho esta en consonancia con otros trabajos euéso se encuentra este tipo
de compuestos en especies de este género pertdascia la seccion

Androsaemum (como es el caso d¢ grandifolium).

3. En general, los extractos ensayados de esta espeséen una interesante
actividad analgésica en roedores, destacando en ssitido el extracto
metanolico y la fraccidn cloroférmica que presemriaaccion analgésica tanto a

nivel periférico como central.

4. Con respecto a la actividad antiinflamatoria podenhecir que la mayoria de los
extractos ensayados de esta especie poseen umsante actividad, similar en
algunos casos a la mostrada por los farmacos dmereia, destacando

igualmente la fraccidn cloroférmica.

5. En los ensayos realizados sobre el sistema nereersoal, todas las fracciones
y subfracciones estudiadas de esta especie e@r@érctos antidepresivos en el
test de Porsolt, sin modificar de forma significatla actividad locomotora, la

temperatura corporal ni el tiempo de suefio indupmopentobarbital sodico.

6. Asimismo debemos destacar que la fraccion clomufga antagonizo la ptosis
inducida por la tetrabenacina, mientras que lacféacbutandlica potencid los
efectos inducidos por el L-5-hidroxitriptofano.

7. Los compuestos polifendlicos (flavonoides y derosdpoliprenilados del
benzoilfloroglucinol) parecen ser los responsabedas acciones analgésicas,
antiinflamatorias y sobre el sistema nervioso etmncontradas para la especie
Hypericum grandifolium Choisy.

8. Por otro lado, la flavonsalvigenina y los diterpenos de tipo clerodaneucrina

A, 19-acetilgnafalina, eriocefalina, teucvina y teuflina aislados de diferentes
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especies de los géner&alvia y Teucrium mostraron todos, en general, una
interesante actividad analgésica y antiinflamatariavivo, destacando los
compuestosl9-acetilgnafalina y teucrina A en la actividad analgésica y los
compuestossalvigenina y teuflina en la actividad antiinflamatoria, los cuales
tienen un interesante potencial como antiinflamesoal haber presentado en las
pruebas realizadas una actividad similar a la radatrpor los farmacos

utilizados como referencia.

Igualmente los compuestos arriba mencionados ppsgergeneral, escasos
efectos a nivel del sistema nervioso central, & l@lgunos de ellos produjeron
una ligera hipotermia y una disminucion de la ad#d locomotora de los

animales de experimentacion.

10.Finalmente, el analisis global de los resultaddsrmbos tras realizacion de los

ensayos sobre el sistema nervioso central del pdiver naftoquindnico
aetiopinona nos permite concluir que este compuesto preseotidad
antidepresiva en el test de Porsolt y en el deeti@tienacina en ratones, sin

producir efectos sedantes, hipotérmicos o mioastag.
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