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A pesar del enorme progreso habido en los últimos años en el desarrollo de 

nuevos fármacos, la mayoría de ellos siguen presentando efectos secundarios, por lo que 

la búsqueda de nuevos agentes terapéuticos más eficaces y seguros sigue siendo una 

parte importante de la investigación farmacéutica. En este sentido, el reino vegetal 

continúa siendo una fuente interesante de nuevos agentes farmacológicos, ya que 

existen múltiples plantas medicinales que poseen una gran diversidad de metabolitos 

secundarios con variadas aplicaciones, de los que hasta el momento sólo han sido 

investigados una pequeña parte. 

Por este motivo, desde hace varios años los miembros de este equipo de trabajo 

han venido realizando un amplio estudio encaminado a poner de manifiesto las posibles 

actividades farmacológicas de diferentes especies vegetales utilizadas con fines 

medicinales, con el ánimo no sólo de avalar su uso popular sino también encontrar 

posibles moléculas con potencial actividad farmacológica que puedan resolver (aunque 

sea parcialmente) algunos de los problemas con que se enfrenta hoy la terapéutica. 

Dentro de dicha línea de investigación podemos destacar el estudio llevado a 

cabo con diferentes especies del género Hypericum endémicas del Archipiélago 

Canario. La elección de este género no ha sido aleatoria, sino que se ha hecho en base a 

su amplio uso en medicina popular y al gran interés suscitado en los últimos años por la 

especie Hypericum perforatum L. que ha demostrado interesantes propiedades 

antidepresivas tanto en experimentación animal como clínica (Bombardelli y 

Morazzoni, 1995; Butterweck y cols., 1997; Barnes y cols., 2001). Fruto de esta 

investigación han sido varias publicaciones donde se han puesto de manifiesto las 

propiedades antibacterianas, analgésicas, antiinflamatorias y antidepresivas de 

diferentes extractos y fracciones obtenidos de las sumidades floridas de H. canariense, 

H. glandulosum e H. reflexum,  que corroboran algunos de los usos populares de estas 

plantas (Herrera y cols., 1996; Prado y cols., 2002; Rabanal y cols., 2002, 2005; 

Sánchez-Mateo y cols., 2002, 2005, 2006a, 2007). 

Asimismo, la infusión y el extracto metanólico de las sumidades floridas de 

Hypericum grandifolium Choisy, especie endémica de la región Macaronésica, 

mostraron interesantes actividades antibacterianas y antidepresivas (Prado y cols., 2002; 

Rabanal y cols., 2002; Sánchez-Mateo y cols., 2002). Dado los interesantes resultados 

obtenidos con esta planta y el hecho de que las especies de este género sean ricas en 

flavonoides, una parte de la presente Tesis Doctoral continúa con esta línea de 
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investigación estudiando más en profundidad dicha especie tanto desde el punto de vista 

fitoquímico como farmacológico. Para ello se realizó un fraccionamiento bio-guiado del 

extracto metanólico, evaluándose sus acciones analgésicas y antiinflamatorias en 

diferentes modelos de experimentación animal, así como sus acciones a nivel del 

sistema nervioso central, con el propósito de avalar su uso popular y de localizar los 

principios responsables de dicha acción.     

Por otro lado, siendo los terpenos y flavonoides dos importantes grupos de 

principios activos que han mostrado en numerosos trabajos tener notables propiedades 

farmacológicas de utilidad en terapéutica, hemos realizado en la presente Tesis Doctoral 

el estudio de las actividades analgésicas, antiinflamatorias y sobre el sistema nervioso 

central (SNC) de los diterpenos de tipo clerodano teucrina A, 19-acetilgnafalina, 

eriocefalina, teucvina y teuflina, obtenidos de diferentes especies del género Teucrium, 

así como de la flavona salvigenina aislada del género Salvia.  

Por lo que se refiere a la aetiopinona, naftoquinona diterpénica de tipo abietano 

aislada de las raíces de Salvia aethiopis L., ha demostrado en trabajos anteriores poseer 

interesantes actividades antimicrobianas, citotóxicas, analgésicas y antiinflamatorias 

(Hernández-Pérez y cols., 1995, 1999; Benrezzouk y cols., 2001; De las Heras y cols., 

2001; Rozalski y cols., 2006). En el presente trabajo, y con el fin de completar su perfil 

farmacológico, se evalúa su potencial actividad sobre el sistema nervioso central en 

diferentes modelos de experimentación animal.  

En base a todo lo expuesto, el trabajo que recoge la presente memoria consta de 

tres partes diferenciadas: 

1. Fraccionamiento del extracto metanólico obtenido de las sumidades 

floridas de Hypericum grandifolium Choisy: estudio fitoquímico y evaluación de sus 

potenciales actividades analgésicas, antiinflamatorias y sobre el sistema nervioso 

central. 

2. Estudio de los efectos analgésicos, antiinflamatorios y sobre el sistema 

nervioso central de los diterpenos de tipo clerodano teucrina A, 19-acetilgnafalina, 

eriocefalina, teucvina y teuflina, así como de la flavona salvigenina. 

3. Estudio de las acciones sobre el sistema nervioso central de la 

aetiopinona. 
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2.1. INTERÉS FARMACOLÓGICO DE LAS ESPECIES DEL GÉNERO 
HYPERICUM 

El género Hypericum pertenece a una familia, la Hypericaceae, de pocos géneros 

pero con casi 400 especies de hierbas y arbustos que se desarrollan desde zonas 

templadas hasta en montañas de los trópicos; la mayoría de estas tienen flores amarillas 

bastante vistosas. Esta familia se caracteriza por ser arbustos o hierbas con jugo 

resinoso, con hojas opuestas, simples, generalmente enteras, y, a menudo, con algunas 

glándulas. Las flores son generalmente terminales, solitarias o en cimas, hermafroditas, 

regulares, con 5 sépalos libres y 5 pétalos. Los estambres son numerosos, a menudo 

connatos en haces. Tienen el ovario súpero y los estilos libres o connatos, siendo el 

fruto en cápsula o baya (Kunkel, 1991; Bramwell y Bramwell, 2001). Las especies del 

género Hypericum están clasificadas en diferentes secciones (entre 30-50 según el 

autor), pudiendo ser diferenciadas en base a características morfológicas tales como el 

fenotipo de la planta, posición de las hojas, organización de las flores y número de 

estambres y carpelos, siendo el principal parámetro de diagnóstico para caracterizar el 

género, la presencia de estructuras secretoras (Tutin y cols., 1968; Avato, 2005).  

Las especies del género Hypericum se llevan utilizando desde hace tiempo en 

medicina popular como remedio de heridas, infecciones urinarias y para aliviar los 

desórdenes del sistema nervioso (Bombardelli y Morazzoni, 1995; Schulz y cols., 1998; 

Barnes y cols., 2001; Avato, 2005). Pero en los últimos años han recibido una atención 

especial debido a las propiedades antidepresivas encontradas tanto en experimentación 

animal como clínica para los extractos de hipérico o hierba de San Juan  (Hypericum 

perforatum L.) (Butterweck y cols., 1997; Schulz y cols., 1998; Brenner y cols., 2000; 

Schulz, 2002). Estos extractos son útiles en el tratamiento de depresiones leves o 

moderadas y presentan un perfil favorable de efectos adversos, por lo que constituyen 

una valiosa alternativa a otros antidepresivos (Brenner y cols., 2000; Barnes y cols., 

2001; Greeson y cols., 2001; Schulz, 2001, 2002; Rodríguez-Landa y Contreras, 2003).  

Si bien el hipérico presenta menos efectos secundarios que los antidepresivos 

utilizados como referencia, puede producir efectos adversos, siendo los más frecuentes 

mareos, fatiga, confusión, estreñimiento y otros síntomas gastrointestinales (Barnes y 

cols., 2001; Greeson y cols., 2001; Schulz, 2001; Rodríguez-Landa y Contreras, 2003). 

Se ha descrito algún caso de fotosensibilidad (debido a las naftodiantronas), 

especialmente en personas de tez blanca, con dosis treinta veces superiores a las 
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indicadas o en tratamientos prolongados, por lo que debe evitarse la exposición directa 

al sol o a los rayos UVA si se toman dosis elevadas. Además el hipérico no causa 

somnolencia y no tiene influencia negativa sobre la capacidad de conducir y utilizar 

maquinaria (Buendía Sánchez, 2000; Barnes y cols., 2001; Schulz, 2001). Por todo ello, 

la hierba de San Juan se está transformando en el tratamiento de primera elección en la 

depresión leve o moderada, así como en estados de decaimiento y astenia, que cursan 

con pérdida de interés, cansancio y alteraciones del sueño (Di Carlo y cols., 2001; 

Paredes Salido y Roca Fernández, 2003; Vanaclocha y Cañigueral, 2003). 

No obstante, hay que señalar que el H. perforatum puede producir interacciones 

con distintos medicamentos. El interés y la trascendencia de este hecho quedan 

reflejados en las más de 50 comunicaciones que se han publicado en torno a ello en los 

últimos años (Madabushi y cols., 2006). Numerosas evidencias científicas indican que 

el H. perforatum es un potente inductor enzimático de ciertos isoenzimas del complejo 

enzimático del citocromo P450 (particularmente CYP 3A4) y/o la glicoproteina P, 

implicados en la farmacocinética de numerosos fármacos (Biffignandi y Bilia, 2000; 

Barnes y cols., 2001; Greeson y cols., 2001; Izzo y Ernst, 2001; Schulz, 2001; Müller, 

2003; Rodríguez-Landa y Contreras, 2003; Izzo, 2004; Madabushi y cols., 2006).  

Diferentes compuestos presentes en el extracto de hipérico han sido considerados 

responsables de esta interacción, destacando en este sentido la hiperforina (Cantoni y 

cols., 2003; Beerhues, 2006; Gutmann y cols., 2006; Madabushi y cols., 2006). Así, el 

tratamiento con extractos de hierba de San Juan puede reducir los niveles plasmáticos 

de diferentes fármacos como la digoxina, amitriptilina, ciclosporina, anticonceptivos 

orales, teofilina, warfarina, indinavir, nevirapina, irinotecán, fenprocumon, alprazolam, 

dextrometorfano, simvastatina, fexofenadina, metadona o tacrolimus entre otros, lo que 

conlleva implicaciones clínicas importantes, como es la pérdida del efecto terapéutico 

de los mismos (Izzo y Ernst, 2001; Izzo, 2004; Madabushi y cols., 2006). Por este 

motivo, se recomienda no iniciar o suprimir la administración de hipérico en caso de 

que se esté en tratamiento con alguno de estos fármacos sin consultar al facultativo. La 

suspensión del tratamiento con hierba de San Juan motivaría un aumento de los niveles 

sanguíneos del fármaco, con el consiguiente riesgo de toxicidad.  

Igualmente, también se pueden presentar interacciones de tipo farmacodinámico 

con otros fármacos antidepresivos, como los inhibidores de la recaptación de la 

serotonina y los inhibidores de la monoaminooxidasa (MAO), pudiendo desarrollar un 
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síndrome serotoninérgico por efecto aditivo (Biffignandi y Bilia, 2000; Barnes y cols., 

2001; Greeson y cols., 2001; Izzo y Ernst, 2001; Schulz, 2001; Müller, 2003; Paredes 

Salido y Roca Fernández, 2003; Rodríguez-Landa y Contreras, 2003; Izzo, 2004).  

Con respecto al mecanismo de acción del extracto de hipérico en el tratamiento 

de la depresión, no se conoce con exactitud cuál es, aunque se le atribuye la capacidad 

de provocar cambios en los niveles de neurotransmisores cerebrales. Se ha observado 

que inhibe la recaptación de serotonina, noradrenalina y dopamina, y, además, actúa 

sobre la neurotransmisión mediada por glutamato y ácido gamma-aminobutírico 

(GABA). Asimismo, algunos componentes de la planta inhiben la MAO, pero sus 

concentraciones en el extracto parecen ser bajas. También se ha estudiado la influencia 

del extracto de hipérico sobre la expresión de las citocinas estimuladas en sujetos sanos 

y pacientes con depresión, observándose una marcada inhibición en la liberación de 

interleucina 6 (IL-6) estimulada, por lo que se cree que el mecanismo de acción podría 

deberse a una modulación inmunológica en los sistemas neurohormonales (Bombardelli 

y Morazzoni, 1995; Barnes y cols., 2001; Greeson y cols., 2001; Gnerre y cols., 2001; 

Roz y cols., 2002;  Müller, 2003; Rodríguez-Landa y Contreras, 2003). 

Por lo que se refiere a su composición química, el extracto de hipérico tiene 

numerosos componentes con actividad biológica, como las naftodiantronas 

(principalmente hipericina y pseudohipericina), flavonoides libres (quercetina, 

kaenferol, luteolina), heterósidos de quercetina (rutina, hiperósido, quercitrina), 

biflavonoides (I3,II8-biapigenina y I3’,II8-biapigenina), derivados prenilados del 

floroglucinol (como hiperforina y adhiperforina), trazas de xantonas, aceite esencial 

(siendo su principal constituyente el �-pineno), taninos condensados en muy alta 

concentración, ácidos fenólicos, diterpenos, triterpenos, carotenoides y esteroles (Fig. 1) 

(Bombardelli y Morazzoni, 1995; Nahrstedt y Butterweck, 1997; Schulz y cols., 1998; 

Buendía Sánchez, 2000; Barnes y cols., 2001; Paredes Salido y Roca Fernández, 2003; 

Vanaclocha y Cañigueral, 2003).  

De entre estos compuestos destaca la hipericina, que ha sido considerada durante 

mucho tiempo el compuesto activo de la hierba de San Juan, basándose la posología 

autorizada en el contenido en este ingrediente (dosis equivalente a 0.2-1 mg  diarios de 

hipericinas totales). Hay que tener en cuenta que la cantidad de hipericina que contiene 

la planta varía según la parte y las condiciones de cultivo, por lo que los extractos 
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utilizados en terapéutica deben estandarizarse para contener al menos un 0.3% (Schulz y 

cols., 1998; Buendía Sánchez, 2000; Barnes y cols., 2001; Çirak y cols., 2007).  
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Figura 1. Compuestos de Hypericum perforatum 

No obstante, estudios más recientes señalan que la acción del hipérico no sólo se 

puede explicar por su contenido en hipericina, sino que también otros componentes del 

hipérico, como los flavonoides y los derivados del floroglucinol (especialmente la 

hiperforina) contribuyen a la acción antidepresiva (Butterweck y cols., 1997, 1998, 

2000, 2003; Bhattacharya y cols., 1998; Chatterjee y cols., 1998; Barnes y cols., 2001; 

Nöldner y Schötz, 2002; Müller, 2003; Rodríguez-Landa y Contreras, 2003; Beerhues, 

2006; Medina y cols., 2006). 

Además de sus efectos a nivel cerebral, se ha estudiado la actividad 

antibacteriana del hipérico, confirmando su efecto antiséptico (Bombardelli y 

Morazzoni, 1995; Barnes y cols., 2001). Asimismo, existe numerosa bibliografía 

científica sobre su acción citotóxica, antitumoral y antiviral, y sobre todo, la posible 

efectividad terapéutica de la hipericina en el tratamiento contra el SIDA.  De hecho, la 

hipericina se ha mostrado efectiva en estudios in vitro en la inactivación o destrucción 
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de numerosos retrovirus, entre ellos, el VIH, precursor del SIDA (Bombardelli y 

Morazzoni, 1995; Axarlis y cols., 1998; Barnes y cols., 2001). También el hipérico 

actúa como cicatrizante por vía tópica y ha mostrado acción ansiolítica, analgésica, 

antiinflamatoria, antiespasmódica y diurética (Bombardelli y Morazzoni, 1995; 

Jakovljevic y cols., 2000; Barnes y cols., 2001; Albert y cols., 2002; Flausino y cols., 

2002; Mattace Raso y cols., 2002; avikin y cols., 2007).  

Aunque el H. perforatum es la especie medicinal más estudiada y la que tiene 

mayor interés en la actualidad al ser utilizada en terapéutica, existen otras especies de 

hipérico que están siendo investigadas, habiéndose encontrado propiedades 

antimicrobianas, antioxidantes, cicatrizantes, analgésicas, antiinflamatorias y/o 

antidepresivas para otras especies de Hypericum, como por ejemplo H. androsaemum, 

H. barbatum, H. brasiliense, H. calycinum, H. caprifoliatum, H. cordatum, H. 

drummondii, H. empetrifolium, H. hircinum, H. hirsutum, H. hyssopifolium, H. patulum, 

H. richeri, H. rumeliacum subsp. apollinis, o H. triquetrifolium, entre otras (Decosterd y 

cols., 1991; Jayasuriya y cols., 1991; Rocha y cols., 1995; Öztürk y cols., 1996, 2002; 

Apaydin y cols., 1999; Daudt y cols., 2000; Mukherjee y cols., 2000, 2001; Pistelli y 

cols., 2000; Gnerre y cols., 2001; Trovato y cols., 2001; Rieli Mendes y cols., 2002; 

Cakir y cols., 2003; Couladis y cols., 2003;  Heilmann y cols., 2003; Viana y cols., 

2005; avikin y cols., 2007).  

2.1.1. EL GÉNERO HYPERICUM EN CANARIAS: HYPERICUM 
GRANDIFOLIUM  CHOISY  

En Canarias se localizan diferentes especies del género Hypericum, incluyendo 

varios endemismos. Varias especies de este género fueron introducidas en las Islas 

Canarias: Hypericum perforatum L. (Secc. Hypericum) e Hypericum perfoliatum L. 

(Secc. Drosocarpium), presentando ambas carácter invasor. Además, el Hypericum 

humifusum L. (Secc. Oligostema) también podría haber sido introducido (Robson, 1977; 

Kunkel, 1991). Entre las especies endémicas tenemos al Hypericum canariense L. 

(Secc. Webbia), el Hypericum coadunatum Chr. Sm. (Secc. Adenosepalum), Hypericum 

glandulosum Ait. (Secc. Adenosepalum) y el Hypericum reflexum L. fil. (Secc. 

Adenosepalum) (Robson, 1977; Kunkel, 1991; Bramwell y Bramwell, 2001).  

Por lo que respecta al Hypericum grandifolium Choisy (Secc. Androsaemum), 

conocido popularmente como el “maljurado” o “malforado” (imagen 1), es un 



12                                                                                                                                           Revisión bibliográfica 

 

 

endemismo de Madeira y Canarias que se encuentra en todas las islas de este 

archipiélago. Se trata de un pequeño arbusto glabro con ramas levantadas o colgantes 

que apenas sobrepasa 1 m de altura, sus hojas anchamente ovaladas y subsésiles miden 

hasta 8 cm de largo) y tiene vistosas flores terminales de color dorado-amarillo que 

alcanzan de 4 a 5 cm de diámetro  (Robson, 1977; Kunkel, 1991; Bramwell y Bramwell, 

2001). 

 

 

Imagen 1. Hypericum grandifolium Choisy  

En cuanto a sus usos populares, hay que señalar que las sumidades floridas, 

hojas y frutos de varias de estas especies del género Hypericum  han sido utilizadas en 

la medicina popular canaria en forma de infusión, cataplasma o cocidas para el 

tratamiento de heridas externas así como sedantes, diuréticos, vermífugos, antihistéricos 

y antidepresivos. En concreto, la planta entera, las flores y el fruto del Hypericum 

grandifolium  se han utilizado en zumo, infusión y cataplasma por sus propiedades 

cicatrizantes, sedantes, antihistéricas, hipocolesterolémicas y pectorales (Darias y cols., 

1986, 1989; Pérez de Paz y Hernández-Padrón, 1999). 
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En anteriores estudios realizados por el grupo de investigación del que ahora 

formo parte se ha encontrado que los extractos metanólicos y las fracciones 

clorofórmicas y/o butanólicas obtenidas de la sumidades floridas de H. canariense, H. 

glandulosum, H. grandifolium e H. reflexum mostraron buena actividad antibacteriana 

frente a bacterias Gram (+), resultados que corroboran el uso popular de estas plantas 

como cicatrizantes (Herrera y cols., 1996; Rabanal y cols., 2002). Asimismo, se 

demostró que las infusiones y los extractos metanólicos de estas cuatro especies 

presentaban actividad antidepresiva en el test de Porsolt en ratones, sin producir 

sedación ni efectos anticolinérgicos (Prado y cols., 2002; Sánchez-Mateo y cols., 2002). 

Más recientemente, hemos podido evidenciar las propiedades antidepresivas de 

diferentes fracciones obtenidas del extracto metanólico de H. canariense, H. 

glandulosum e H. reflexum (Sánchez-Mateo y cols., 2005, 2007), así como las 

actividades analgésicas y antiinflamatorias de estas especies (Rabanal y cols., 2005; 

Sánchez-Mateo y cols., 2006a). 

Con respecto a la fitoquímica de estas especies, hasta el momento no se han 

llevado a cabo estudios detallados. En estudios preliminares llevados a cabo en nuestro 

grupo se confirma la existencia de antraquinonas, flavonoides y taninos en H. 

canariense, H. glandulosum, H. grandifolium e H. reflexum. Asimismo dieron positivas 

las reacciones de identificación de saponinas para todos ellos, menos para H. canariense 

(Sánchez-Mateo y cols., 2006b).  

2.2. FLAVONOIDES 

Los flavonoides son un grupo de metabolitos secundarios que se distribuye en 

las plantas vasculares de manera ubicua (Di Carlo y cols., 1999), siendo las rutáceas, 

poligonáceas, asteráceas y apiáceas las principales familias que los contienen. Abundan, 

sobre todo, en las partes aéreas jóvenes y más expuestas al sol ya que la luz solar 

favorece su síntesis (López Luengo, 2002). En los órganos en los que están presentes 

(frutos, hojas, flores y cortezas) actúan como copigmentos o como responsables directos 

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

Se trata de compuestos polifenólicos que se caracterizan por poseer un mismo 

elemento estructural, conocido como encadenamiento diaril-propánico, fenilcromano o 

benzopiránico. Esta estructura es del tipo Ar-C3-Ar o bien    C6-C3-C6, lo que viene a 

decir que: C6 son anillos bencénicos (anillo A y anillo B) unidos entre sí a través de una 
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cadena de 3 átomos de carbono que puede formar o no un tercer anillo pirano o pirona 

(anillo C) (Fig. 2).  

Atendiendo a lo anteriormente expuesto los compuestos flavónicos se pueden 

clasificar en dos grupos, los flavonoides “propiamente dichos” y los compuestos 

relacionados con ellos. Los flavonoides propiamente dichos se caracterizan por poseer 

un núcleo fenilcromona (fenil-benzo-�-pirona), y dependiendo de la posición del anillo 

fenólico B, se subdividen en compuestos 2-fenilcromona (flavonoides) y compuestos 3-

fenilcromona (isoflavonoides) (Fig. 2). A su vez, estos compuestos dan origen a las 

flavanonas e isoflavanonas por hidrogenación del anillo C. Asimismo, la hidroxilación 

del carbono 3 en la serie de las 2-fenilcromonas da lugar a los flavonoles y a los 

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

Por otro lado, entre los compuestos relacionados a los flavonoides podemos 

incluir a las catequinas, flavan-3-oles, flavan-3,4-dioles, antocianos, chalconas, auronas, 

xantonas y los neoflavonoides (Fig. 3).  
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Figura 3.  Estructura básica de los compuestos relacionados a los  flavonoides 

Estas estructuras pueden encontrarse en los vegetales tanto en forma libre 

(geninas o agliconas) como en forma de O- y C-heterósidos, que es lo más frecuente 

(López Luengo, 2002; Álvarez Castro y Orallo Cambeiro, 2003a). En los heterósidos la 

parte osídica puede ser mono-, di- o trisacarídica. Los monósidos se forman con D-

glucosa, D-galactosa o D-alosa, con pentosas (D-apiosa, L-arabinosa, L-ramnosa, D-

xilosa) o con los ácidos D-glucurónico y D-galacturónico. Asimismo, los flavonoides 

pueden unirse entre sí formando dímeros, conocidos como biflavonoides (Fig. 2). Estas 

uniones se producen sobre todo por sus carbonos C-6 o C-8, que son especialmente 

reactivos  (Bruneton, 2001a). 

Los flavonoides proceden de una ruta biosintética mixta: de los tres anillos, el A 

se biosintetiza a través de la ruta de los policétidos, mientras que el B y la unidad C3 

proceden de la ruta del ácido shikímico (Fig. 4) (López Luengo, 2002; Álvarez Castro y 

Orallo Cambeiro, 2003a). En todas las clases de flavonoides anteriormente 

mencionados, la biosíntesis justifica la frecuente presencia de al menos tres hidroxilos 

fenólicos en C-5, C-7 y C-4’ de la genina. Sin embargo, alguno de ellos puede faltar 

(Bruneton, 2001a).  
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Figura 4.  Biogénesis de los flavonoides 

Por lo que respecta a sus características físico-químicas, se trata de sólidos 

cristalinos de color blanco o amarillento que presentan todos los matices de solubilidad. 

Generalmente, los flavonoides libres son solubles en disolventes orgánicos de distintas 

polaridades dependiendo de su grado de oxigenación y escasamente solubles en agua, 

mientras que sus heterósidos son solubles en agua caliente, alcoholes y disolventes 

orgánicos de alta polaridad. Cuando contienen fenoles libres se disuelven en 

disoluciones de hidróxidos alcalinos. La alta reactividad de estos grupos fenólicos 

permite el establecimiento de puentes de hidrógeno o uniones covalentes, su 

intervención en reacciones de oxidación y reducción como reductores o la formación de 

complejos con iones metálicos como el cobre (Cu2+) y el hierro (Fe2+) (Bruneton, 

2001a; López Luengo, 2002; Álvarez Castro y Orallo Cambeiro, 2003a).  

Las propiedades físico-químicas arriba descritas afectan de manera trascendental 

a la extracción, caracterización, valoración y acción farmacológica de los flavonoides. 

En este sentido, los procesos extractivos seguidos para su obtención dependerán de la 

polaridad de los mismos. Para la caracterización de estos compuestos se utilizan 

técnicas basadas en la presencia de grupos fenólicos o en la presencia del núcleo 

fundamental de cromona. Los grupos fenólicos de los flavonoides hacen que al 

añadirles álcalis (NaOH, KOH) se produzca una coloración amarilla o la intensificación 
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del color de la disolución inicial de la droga. Igualmente, la adición de sales metálicas 

como FeCl3 o AlCl3 da lugar a una coloración verde o a una fluorescencia amarillo 

intensa a la luz ultravioleta, respectivamente. Dentro de las reacciones que caracterizan 

el anillo de cromona destaca la de la cianidina (Bruneton, 2001a).  

En cuanto a los métodos clásicos de valoración de los flavonoides, éstos son, 

sobre todo, colorimétricos o espectrofotométricos (ej.: medida de la absorbancia 

después de la reacción con AlCl3). La cromatografía en capa fina con reveladores 

específicos también permite, en ciertos casos, conocer el perfil flavónico de un extracto, 

si bien es la cromatografía líquida de alta resolución quien ofrece en la actualidad la 

posibilidad de una valoración rápida y precisa de todos los flavonoides presentes en una 

droga (Wagner y cols., 1984; Bruneton, 2001a). 

2.2.1. ACTIVIDAD FARMACOLÓGICA  

Los flavonoides destacan desde el punto de vista farmacológico por su baja 

toxicidad y por presentar numerosos efectos biológicos y actividades terapéuticas 

(López Luengo, 2002). 

Desde el punto de vista de sus propiedades biológicas, numerosos estudios in 

vitro ponen de manifiesto que estos compuestos tienen efectos antioxidantes, reducen la 

formación de radicales libres, pueden inhibir la peroxidación lipídica, poseen efectos 

antimutagénicos y tienen la capacidad de inhibir diversas enzimas (López Luengo, 

2002). Asimismo, estudios in vivo demuestran que los flavonoides potencialmente 

presentan numerosas actividades farmacológicas, destacando las acciones protectora 

vascular, antiaterogénica, antianginosa, antitumoral, analgésica, antiinflamatoria, 

antialérgica, antiulcerosa y hepatoprotectora, entre otras (Bruneton, 2001a; López 

Luengo, 2002; Zaragozá García y cols., 2002; Álvarez Castro y Orallo Cambeiro, 

2003a, 2003b). En la tabla 1 se hace un resumen de algunos de los efectos 

farmacológicos mostrados por diferentes flavonoides en humanos y animales (Di Carlo 

y cols., 1999; Guardia y cols., 2001; Sánchez de Medina y cols., 2002; Ueda y cols., 

2002; Das y cols., 2003; Morikawa y cols., 2003; Rotelli y cols., 2003; Comalada y 

cols., 2005; Kaur y cols., 2005; Meotti y cols., 2006; Orhan y cols., 2006).  

En general, los flavonoides presentan una marcada actividad sobre el sistema 

vascular con efecto protector sobre la pared de los vasos, particularmente sobre la pared 
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de los capilares, produciendo una disminución de la permeabilidad y aumento de la 

resistencia de los mismos (López Luengo, 2002). Estudios llevados a cabo en humanos, 

demuestran que la citrina (mezcla de hesperidina y eriodictiol glucósido) es capaz de 

normalizar la resistencia vascular alterada por distintas patologías. Igualmente, el O-(�-

hidroxietil)-rutósido permite restaurar los parámetros hemorreológicos alterados por la 

insuficiencia venosa crónica. A pesar de que los mecanismos exactos de acción 

responsables de estos efectos continúan sin esclarecerse, se ha postulado que podrían 

deberse a la acción que ejercen algunos flavonoides sobre las plaquetas, leucocitos y 

enzimas de la coagulación sanguínea (Di Carlo y cols., 1999).  

Tabla 1.    Potenciales efectos farmacológicos de diferentes flavonoides en humanos y animales  

ACTIVIDADES 
FARMACOLÓGICAS 

COMPUESTOS 

Analgésica Quercetina, hesperidina,  miricitrina,  5,7-dimetoxi-flavanona-
4’-O-[�-D-apiofuranosil-(1�2)]-�-D-glucopiranósido, 2’-
hidroxi-4’,6’-dimetoxi-chalcona-4-O-�-D-glucopiranósido 

Antialérgica Quercetina 

Antiaterogénica Quercetina 

Anticancerígena Baicaleína, epigalocatequina, kaenferol-3-0-�-D-
glucopiranósido, nobiletina, quercetina, rutina, tangeretina, 
tricina, woogonina 

Antidiabética Quercetina 

Antidiarréica  Apigenina, kaenferol, morina, miricetina, naringenina, 
quercetina, quercitrina 

Antihepatotóxica Gosipina, hispidulina, hidroxietilrutósido, kolavirona, 
quercetina, silimarina 

Antiinflamatoria  
 

Apigenina, crisina, gosipina, hibrifolina, hipolaetina-8-�-D-
glucósido, luteolina, miricetina, nepetina, quercetina, 
quercitrina, rutina, sidertoflavonona 

Antiosteoporótica Ipriflavona 

Antiespasmódica Apigenina, crisina, kaenferol, quercetina 

Antiulcerosa Hipolaetina-8-glucósido, kaenferol, quercetina, rutina, solona, 
naringina 

Protector Vascular Antocianidina, citrina, rutósido 

Asimismo, ensayos in vitro realizados sobre arterias aisladas de animales de 

experimentación demuestran la existencia de flavonoides con acción relajante sobre el 

músculo liso vascular. Uno de ellos es la salvigenina, cuya actividad vasorrelajante se 

encuentra estrechamente relacionada con el endotelio, presumiblemente con la 
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liberación de óxido nítrico y prostaciclina (Álvarez Castro y Orallo Cambeiro, 2003b; 

Uydes-Dogan y cols., 2005). No obstante, conviene señalar que determinadas moléculas 

de estructura flavonoide han mostrado una acción bifásica sobre los vasos sanguíneos: 

vasoconstrictora a las concentraciones activas más bajas y vasodilatadora a 

concentraciones mayores. Este es el caso de aquellos compuestos con una triple 

sustitución hidroxílica en posiciones contiguas de los anillos A o B, como la baicaleína 

y la miricetina (Álvarez Castro y Orallo Cambeiro, 2003b). 

También han sido descritas las propiedades antiagregantes plaquetarias de 

algunos de estos compuestos, como la apigenina, crisina y floretina, considerándose la 

inhibición de la ciclooxigenasa y el consiguiente aumento de los niveles intracelulares 

de AMP cíclico los principales mecanismos implicados en dicha actividad (Di Carlo y 

cols., 1999). 

Por otra parte, muchos flavonoides poseen propiedades antiinflamatorias como 

consecuencia de sus interacciones in vitro con los polinucleares y los trombocitos o con 

el metabolismo del ácido araquidónico (Bruneton, 2001a). Este es el caso de la 

miricetina y la quercetina que, a concentraciones relativamente altas, son capaces de 

bloquear in vitro los mecanismos de acción de la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa, 

mientras que a concentraciones bajas inhiben sólo la acción de la lipoxigenasa (Di Carlo 

y cols., 1999). Estas propiedades antiinflamatorias también se han demostrado in vivo 

para numerosos flavonoides en distintos modelos de inflamación aguda y/o crónica. 

Entre ellos cabe mencionar: la nepetina, apigenina, rutina, quercetina, quercitrina y 

luteolina (Di Carlo y cols., 1999; Guardia y cols., 2001; Sánchez de Medina y cols., 

2002; Ueda y cols., 2002; Das y cols., 2003; Morikawa y cols., 2003; Rotelli y cols., 

2003; Comalada y cols., 2005). 

Algunos flavonoides (como naringina y quercetina) no sólo presentan buena 

actividad antiinflamatoria sino que además protegen la mucosa gástrica frente a una 

gran variedad de agentes ulcerogénicos, combinación que resulta de interés terapéutico 

si recordamos que uno de los principales efectos secundarios de los fármacos 

antiinflamatorios convencionales es su actividad ulcerogénica (Martin y cols., 1993; Di 

Carlo y cols., 1999). Esta acción gastroprotectora puede ser explicada, en parte, 

mediante un complejo mecanismo no prostaglandino-dependiente que implicaría 

aumentos en el contenido de glicoproteína y de la viscosidad del gel mucosal gástrico 
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(Martin y cols., 1994). Otros mecanismos implicados en esta acción son: captación de 

radicales libres, actividad antioxidante, estimulación de prostaglandinas, inhibición de la 

producción de leucotrienos o del factor activador de plaquetas (PAF) (Alarcón de la 

Lastra y cols., 1994; Izzo, 1996). Asimismo, los flavonoides flavona, flavanona y 

quercetina inhiben el crecimiento de Helicobacter pylori y la formación de ácido por las 

células parietales en respuesta a la estimulación por histamina y dibutiril AMP cíclico 

(Beil y cols., 1995).  

Por otro lado, algunos flavonoides, como quercetina, hesperidina y miricitrina, 

ejercen actividad analgésica en diversos modelos de experimentación animal, aunque el 

mecanismo de acción continúa sin esclarecerse (Di Carlo y cols., 1999; Kaur y cols., 

2005; Meotti y cols., 2006). Asimismo, existen datos que señalan la capacidad de la 

quercetina para revertir el desarrollo de tolerancia y dependencia a la morfina mediante 

un mecanismo que podría estar mediado por la inhibición de la actividad óxido nítrico 

sintasa (Singh y cols., 2002; Naidu y cols., 2003). 

En cuanto a sus efectos sobre el sistema nervioso central, experiencias realizadas 

con animales presentan a los flavonoides como posibles agentes neuroprotectores. Este 

efecto protector se ha asociado a sus propiedades antioxidantes, captadoras de radicales 

libres e inhibidoras de la peroxidación lipídica y de la xantina oxidasa (Zaragozá García 

y cols., 2002; Schmitt-Schillig y cols., 2005). También se ha demostrado que algunos 

flavonoides (como crisina, apigenina o cirsiliol) tienen actividad ansiolítica, 

observándose que no sólo actúan como ligandos de los receptores benzodiazepínicos 

sino que también dan resultados favorables en modelos animales (Paladini y cols., 

1999). Asimismo se ha atribuido a la presencia de flavonoides, tales como el hiperósido, 

isoquercitrina y miquelianina, parte de la actividad antidepresiva mostrada por el 

hipérico (Hypericum perforatum L., Hipericaceae) (Butterweck y cols., 2000).   

Además de las actividades anteriormente comentadas, se han encontrado otras 

propiedades para los flavonoides, como son: propiedades hepatoprotectoras (isobutrina, 

hispidulina, flavanolignanos, silimarina), antiespasmódicas (apigenina, quercetina, 

kaenferol), hipocolesterolemiantes (liquiritigenina), diuréticas (hesperidina), 

antibacterianas (quercetina, rutina, crisina, salvigenina), antivirales in vitro (rutina, 

dihidroquercetina, 3-hidroxi y 3-metoxiflavonas no heterosídicas), antitumorales in vitro 

(tangeretina, nobiletina), entre otras. Además, algunos estudios recientes sugieren que 
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las isoflavonas disminuyen los síntomas de la menopausia (sofocos, etc.) y disminuyen 

el riesgo de desarrollo de osteoporosis (Di Carlo y cols., 1999; Ragasa y cols., 1999; 

Narayana y cols., 2001; Bruneton, 2001a; Zaragozá García y cols., 2002).  

Por último, hay que señalar que la inhibición que ejercen los flavonoides sobre 

numerosos enzimas (responsable de algunas de sus propiedades terapéuticas) también 

puede dar lugar a distintas interacciones farmacológicas. Así, los flavonoides modulan 

la actividad de las citocromo P450 monooxigenasas, enzimas implicados en la 

farmacocinética de numerosos medicamentos. Por ello, no es de extrañar que con 

frecuencia se produzcan interacciones por la administración simultánea de flavonoides 

con fármacos que sufran este metabolismo, produciéndose un aumento de la toxicidad 

del propio fármaco o bien una disminución de su efecto terapéutico. Entre los 

flavonoides capaces de estimular al CYP 3A4 aparece la tangeretina, mientras que 

silimarina o la biapigenina actúan como inhibidores (Ho y Saville, 2001; Zaragozá 

García y cols., 2002).  

2.3. TERPENOS: DITERPENOS 

Los terpenos son un amplio grupo de compuestos que se caracterizan por estar 

formados por la unión de unidades pentacarbonadas ramificadas relacionadas con el 2-

metil-1,3-butadieno (isopreno) (Bruneton, 2001b). Según formen parte de su esqueleto 

hidrocarbonado, 1, 2, 3, 4, 5, 6 ó 8 unidades pentacarbonadas (C5), los terpenos se 

clasifican en hemiterpenos, monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, sesterterpenos, 

triterpenos y tetraterpenos, respectivamente (Wagner y Elmadfa, 2003).  

 Estos compuestos derivan biogenéticamente del ácido mevalónico, el cual, 

mediante una serie de reacciones orgánicas clásicas catalizadas por enzimas, va a dar 

lugar a los precursores de los principales tipos de terpenos. Ejercen la función de 

precursores diferentes ésteres pirofosfóricos de alcoholes en (C5)n, formados por la 

adición secuencial de una unidad en C5, el pirofosfato de isopentenilo (IPP), sobre una 

molécula estárter. El pirofosfato de dimetilalilo (DMAPP), formado a partir del IPP por 

isomerización, es el primer término de la serie. La condensación mediante unión 

“cabeza-cola” de estos dos últimos compuestos origina el geranilpirofosfato (GPP), 

precursor de monoterpenos. El acoplamiento al GPP de nuevas unidades de IPP origina 

moléculas de mayor peso molecular, incrementándose el número de carbonos de cinco 
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en cinco: sesquiterpenos, diterpenos y así sucesivamente. Como puede observarse en la 

figura 5, las sucesivas moléculas estárter son: el farnesilpirofosfato (FPP), precursor de 

sesquiterpenos, el geranilgeranilpirofosfato (GGPP), precursor de diterpenos y el 

geranilfarnesilpirofosfato (GFPP), precursor de sesterterpenos. Los triterpenos y 

tetraterpenos provienen del escualeno y del fitoeno, quienes a su vez provienen de la 

unión “cola-cola” de dos moléculas de FPP y dos moléculas de GGPP, respectivamente 

(Bruneton, 2001b).  

No obstante, conviene recordar que existe un número reducido de casos en los 

que la regla isoprénica parece no ser respetada. Es el caso, por ejemplo, de los 

monoterpenos “irregulares”, los cuales son el producto del acoplamiento de dos 

unidades de DMAPP según un mecanismo análogo al que da lugar a triterpenos y 

carotenos (Bruneton, 2001b). 
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Figura 5. Formación de precursores de terpenos. 

Aunque la inmensa mayoría de los terpenos son compuestos específicos del 

reino vegetal (metabolitos secundarios), también pueden encontrarse en los animales 

(como por ejemplo los diterpenos de organismos marinos). En la naturaleza, participan 

en casi todas la interacciones entre plantas y animales, plantas y plantas o plantas y 

microorganismos, actuando como fitoalexinas, antialimentarios de insectos o agentes de 

defensa (Bruneton, 2001b; Wagner y Elmadfa, 2003). 
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En la presente Tesis Doctoral, dentro del grupo de los compuestos terpénicos, se 

abordará exclusivamente la evaluación farmacológica de diterpenos con esqueleto neo-

clerodano y abietano. Por ello, centraremos la atención en la descripción de este tipo de 

compuestos. 

Los diterpenos son compuestos caracterizados por poseer una estructura básica 

de 20 carbonos y proceder del precursor 2E, 6E, 10E-geranilgeranilpirofosfato (GGPP), 

presentando una gran variabilidad estructural. En una primera instancia, los diterpenos 

pueden dividirse en dos grandes grupos, compuestos acíclicos y compuestos ciclados 

(Bruneton, 2001b). Los compuestos acíclicos son los menos frecuentes, pudiendo ser 

lineales o poseer un ciclo lactónico o éter. Por su parte, los diterpenos ciclados son 

clasificados a su vez en: bicíclicos (labdanos y clerodanos), tricíclicos (pimaranos, 

isopimaranos, abietanos, casanos y rosanos), tetracíclicos (kauranos, atisiranos, 

beyeranos y giberelinas) y pentacíclicos (traquilobanos). También se incluyen en este 

grupo los diterpenos macrocíclicos como los cembrenos, casbenos o taxanos y los 

diterpenos miscelaneos briarano y vibsano (De las Heras y cols., 2003). 

Esta establecido que tanto los clerodanos como los abietanos derivan de 

estructuras labdánicas formadas a través de una ciclación ácido-catalizada del GGPP 

(formación de los ciclos A y B) (Fig. 6). Este tipo de ciclación conduce a dos series 

enantioméricas que difieren por las configuraciones opuestas de los carbonos C-5, C-9 y 

C-10. La serie se llama “ent” (enantio) cuando la fusión de los ciclos A y B es antípoda 

a la de los esteroides y “normal” cuando es idéntica, aunque habitualmente se omite el 

prefijo “normal” (ej.: labdano y ent-labdano) (Bruneton, 2001b). Los clerodanos son el 

resultado de un reagrupamiento tipo friedo de estas estructuras labdánicas; en concreto, 

los neo-clerodanos son formados a partir de la serie ent de las mismas. En los abietanos, 

se produce la formación de un tercer ciclo y un reagrupamiento posterior (Bruneton, 

2001b; Domínguez y cols., 1998) (Fig. 6). 
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Figura 6.  Esquema de la biogénesis de los  esqueletos  de clerodano y abietano 

Los diterpenos clerodánicos constituyen un grupo de sustancias aisladas de 

plantas superiores, de microorganismos y de organismos marinos. De los cerca de 900 

diterpenos clerodánicos conocidos hasta ahora, unos 750 se han aislado de plantas 

superiores, especialmente de los géneros Ajuga, Leonurus, Salvia, Scutellaria, Stachys y 

Teucrium, pertenecientes a la familia Labiatae (Merritt y Ley, 1992). En concreto, el 

género Teucrium es la fuente natural más abundante de diterpenoides neo-clerodanos y 

19-nor-neo-clerodanos (Rodríguez y cols., 1994; Domínguez y cols., 1998).  

Estos compuestos han atraído el interés en los últimos años por sus llamativas 

estructuras químicas y su actividad biológica frente a algunas plagas que causan 

importantes pérdidas económicas (Rodríguez y cols., 1996; Domínguez y cols., 1998; 

Klein Gebbinck y cols., 2002). Sin embargo y como a continuación veremos, también se 

les han atribuido interesantes actividades farmacológicas.  

2.3.1. ACTIVIDAD FARMACOLÓGICA DE LOS DITERPENOS 

El interés farmacológico de los diterpenos está fuera de toda duda, si recordamos 

que dentro de este grupo se encuentran los diterpenos tricíclicos del género Taxus y sus 

derivados (paclitaxel o Taxol® y docetaxel o Taxotere®), utilizados actualmente en 
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terapéutica en el tratamiento de algunos tipos de cáncer por su acción antimitótica 

(Bruneton, 2001b; Wagner y Elmadfa, 2003).  

Además de estos compuestos, existen otros diterpenos que presentan interesantes 

actividades farmacológicas que los convierten en potenciales agentes terapéuticos. Así, 

podemos mencionar las propiedades antihipertensivas del ácido labd-8(17)-en-15-oico y 

de la forskolina, la antiagregante plaquetaria del carnosol y de los ácidos pimárico y 

levopimárico, así como el interés de las quinonas diterpénicas de Salvia miltiorrhiza 

Bunge en el tratamiento de diversas afecciones del miocardio (Bruneton, 2001b; 

Ambrosio y cols., 2006; Lee y cols., 2006; Lahlou y cols., 2007).   

También se han encontrado otras propiedades farmacológicas para estos 

compuestos, entre las que destacan las propiedades antirretrovirales de la prostratina, 

antitumorales de la oridonina y la lasiokaurina (Bruneton, 2001b), antimicrobianas de la 

salvipimarona, antiparasitarias del ácido kaurenoico frente al Trypanosoma cruzi 

(Ambrosio y cols., 2006), antiinflamatorias de numerosos diterpenos obtenidos de la 

familia Lamiaceae (como la tanshinona IIA y el borjatriol aislados de los géneros Salvia 

y Sideritis, respectivamente) (Alcaraz y cols., 1989; Jang y cols., 2006), además de las 

propiedades analgésicas y gastroprotectivas del ácido centipédico (Guedes y cols., 

2002). 

Con respecto a los diterpenos de tipo clerodano, algunos de ellos han presentado 

diversas actividades, destacando las propiedades antiulcerogénicas, antitumorales, 

citotóxicas y las antiinflamatorias (Alcaraz y Ríos, 1991; Lewis y Hanson, 1991). A 

continuación resumiremos algunas de estas acciones. 

El cordatin ha mostrado tener efectos antiulcerogénicos en distintos modelos 

animales basados en la inducción de la lesión gástrica (Hiruma-Lima y cols., 2000). Por 

su parte, el trans-dehidrocrotonin, además de tener propiedades antiulcerogénicas (que 

parecen estar relacionadas con sus acciones antisecretoras y gastroprotectivas), posee 

actividad antitumoral y citotóxica frente a células de carcinoma de Ehrlich (Souza-Brito 

y cols., 1998; Grynberg y cols., 1999). El trans-crotonin se mostró como agente 

citotóxico en el mismo estudio (Grynberg y cols., 1999).  

También se ha puesto de manifiesto que algunos de estos compuestos presentan 

acción antiinflamatoria, como la teucrina A, 19-acetilgnafalina y eriocefalina, los 
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cuales manifestaron in vitro un efecto inhibidor de la enzima 5-lipoxigenasa (5-LOX) ya 

que redujeron de forma significativa la liberación de leucotrienos B4, sin modificar la 

actividad de la ciclooxigenasa ni la producción de óxido nítrico (De las Heras y cols. 

2001). 

Por último, se debe señalar que algunos diterpenos de tipo clerodano pueden 

producir efectos indeseables. Así, los diterpenos clerodanos de la especie Teucrium 

chamaedrys L., y en especial la teucrina A, son considerados responsables de la acción 

hepatotóxica de esta planta, atribuyéndose la responsabilidad directa de esta toxicidad a 

su anillo furánico, quien es oxidado por el isoenzima 3A4 del citocromo P450 (CYP 

3A4) a un epóxido reactivo capaz de estimular  proteínas tales como la CYP 3A y la 

epóxido hidrolasa (Zhou y cols., 2004). Asimismo, se han puesto de manifiesto las 

marcadas acciones psicotomiméticas y disfóricas del neo-clerodano salvinorina A, 

diterpeno activo de la especie Salvia divinorum, lo cual limita su posible utilidad como 

potente y selectivo agonista de receptores opioides � (Yan y Roth, 2004; Prisinzano, 

2005).  

Por otra parte, también han sido evaluados farmacológicamente diferentes 

diterpenos de tipo abietano. Uno de ellos, el ferruginol, ha presentado propiedades 

antioxidantes, antitumorales, gastroprotectivas y cardioactivas (Ulubelen y cols., 2002; 

Iwamoto y cols., 2003; Schmeda-Hirschmann y cols., 2003; Rodríguez y cols., 2006). 

Otros compuestos presentan otras importantes actividades como las antimicrobianas y  

antiproliferativas mostradas por el coleon U y la 7�-acetoxi-6�-hidroxiroileanona 

(Gaspar-Marques y cols., 2002, 2006), las antiinflamatorias in vitro del 11,12-dihidroxi-

6-oxo-8,11,13-abietatrieno (De las Heras y cols., 2001) o las antiplasmodiales y 

citotóxicas in vitro del (+)-8,11,13-totaratrieno-12,13-diol y el (+)-8,11,13-abietatrien-

12-ol (Clarkson y cols., 2003). 

Por lo que se refiere a la aetiopinona, diterpeno naftoquinónico de tipo abietano 

que ocupa nuestro estudio, numerosos trabajos han puesto de manifiesto que actúa como 

potencial agente terapéutico a diferentes niveles.   

Hernández-Pérez y cols. (1995) demostraron que este compuesto exhibía efectos 

analgésicos a nivel periférico y central, así como efectos antiinflamatorios en el edema 

inducido por carragenina y tetradecanoil-forbol-acetato en roedores. En trabajos 
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posteriores se demostró que su actividad antiinflamatoria parece estar relacionada con la 

inhibición de la enzima 5-LOX (Benrezzouk y cols., 2001; De las Heras y cols., 2001). 

Por otra parte, también se ha logrado evidenciar su actividad antimicrobiana 

frente a bacterias Gram (+), así como su actividad citotóxica in vitro sobre células KB 

de carcinoma humano (Hernández-Pérez y cols., 1999). Recientemente, ha sido 

confirmada esta actividad citotóxica frente a células de leucemia HL-60 y NALM-6 

normales y células HL-60  resistentes a los fármacos. Todo esto, unido a  su capacidad 

de inducir la apoptosis de manera dependiente del tiempo y de la concentración, parece 

indicar que aetiopinona podría jugar un papel importante en el tratamiento de cánceres 

humanos, especialmente en casos de resistencia a fármacos (Rozalski y cols., 2006).  
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3.1. ESTUDIO FITOQUÍMICO DE HYPERICUM  GRANDIFOLIUM CHOI SY 

3.1.1.  RECOLECCIÓN Y CONSERVACIÓN DE LA DROGA 

Con el fin de que el estudio químico y farmacológico de un determinado 

material vegetal sea reproducible, dicho material debe ser sometido a una serie de 

operaciones preliminares. Estas operaciones incluyen la identificación botánica, 

selección de la parte del vegetal a extraer, evitar la transformación química de sus 

componentes, etc.  

En el presente trabajo, se recogieron las partes aéreas en flor de la especie 

Hypericum grandifolium Choisy, en Pedro Álvarez (Tenerife) en su época de floración, 

depositándose una muestra de la misma en el Herbario del Departamento de Biología 

Vegetal de la Facultad de Farmacia (TFC n 42213). El material vegetal fue desecado en 

una estufa a una temperatura de aproximadamente 40 ºC con libre circulación de aire y 

sometido a posterior trituración en un molino para así facilitar la preparación de los 

diferentes extractos.  

3.1.2. PRODUCTOS QUÍMICOS UTILIZADOS 

Para la obtención y estudio fitoquímico de los extractos, fracciones y 

subfracciones de H. grandifolium se utilizaron: 

Acetato de etilo (FSA laboratory supplies, Reino Unido), acetato sódico (Ferosa, 

españa), ácido acético glacial (Panreac Química S.A., España), ácido clorhídrico 

(Panreac Química S.A., España), ácido fórmico (Merck, Alemania), ácido sulfúrico 

(Panreac Química S.A., España), n-butanol (Prolabo, Francia), cloroformo (Scharlau 

Chemie S.A., España), cloroformo deuterado (Sigma Chemical Co., EEUU), cloruro 

férrico (Panreac Química S.A., España), cloruro sódico (Merck, Alemania), formol 

(solución formaldehído 36.5 %) (Scharlau Chemie S.A., España), gelatina (Panreac 

Química S.A., España), n-hexano (FSA laboratory supplies, Reino Unido), hidróxido 

sódico (Panreac Química S.A., España), metanol (Panreac Química S.A., España), 

vainillina (Sigma Chemical Co., EEUU). 

En las técnicas de cromatografía líquida de alta resolución acoplada a 

espectrometría de masas se emplearon: hiperforina (Cayman Chemical, EEUU), 

hipericina (Biomol GmbH, Alemania), hiperósido (Merck, Alemania), pseudohipericina 
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(Calbiochem, Alemania), quercetina (ABCR GmbH & Co. KG, Alemania), quercitrina 

(Sigma, Alemania), rutina (Acros Organics, Bélgica). Tanto el acetato de amonio 

(Merck, Alemania) como el ácido acético glacial (Merck, Alemania), así como los 

disolventes acetonitrilo (Merck, Alemania), metanol (Merck, Alemania) y agua ultra-

pura (Millipore, Alemania) que se emplearon, tenían un grado de pureza para análisis. 

3.1.3. PREPARACIÓN DE LOS EXTRACTOS Y FRACCIONES  

El primer paso para llevar a cabo el estudio de los constituyentes químicos de un 

vegetal, correctamente desecado y triturado, es el desarrollo de procedimientos 

extractivos y el posterior fraccionamiento de los extractos obtenidos.  

En nuestros estudios se han efectuado dos tipos de extracciones del material 

vegetal (Fig.7):  

a) Extracción por infusión 

La infusión se obtuvo a partir de 100 g  de droga seca y pulverizada, a los que se 

añadió un litro de agua destilada a 100 ºC. Este volumen fue posteriormente reducido 

hasta obtener una concentración de 1 g/ml, referido a peso de planta seca. 

b) Extracción con disolventes orgánicos 

Para ello, la materia vegetal seca y finamente triturada se extrajo mediante una 

maceración en metanol (MeOH) durante tres días, realizándose esta operación tres 

veces. Los respectivos extractos fueron filtrados y reunidos en uno solo y se 

concentraron hasta sequedad en un Rotavapor a presión reducida y temperatura inferior 

a 45 ºC.  

El residuo seco procedente del extracto metanólico se suspendió en agua y se 

extrajo tres veces con CHCl3. Los extractos clorofórmicos fueron reunidos, mientras 

que la fase acuosa se volvió a extraer con n-butanol (n-BuOH) hasta tres veces. Se 

obtuvieron así las correspondientes fracciones clorofórmicas, butanólicas y acuosas, las 

cuales fueron concentradas siguiendo el procedimiento habitual.  

Este fraccionamiento ha sido llevado a cabo en base a los ensayos 

farmacológicos que se han realizado, intentando en cada caso ir acotando los posibles 

compuestos responsables de la acción farmacológica manifestada. De este modo, 

llegamos mediante diferentes técnicas cromatográficas a definir el contenido de la 
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fracción butanólica y a obtener las subfracciones F1, F2 y F3 a partir de la fracción 

clorofórmica (Fig. 7). 

 

 

Figura 7. Extracción y fraccionamiento de Hypericum grandifolium  

3.1.4. TÉCNICAS DE FRACCIONAMIENTO E IDENTIFICACIÓN  
ESTRUCTURAL  

Aquellos extractos o fracciones que mostraron interés a nivel de las pruebas 

farmacológicas realizadas fueron sometidos a análisis fitoquímico. 

Para la realización de estos análisis se recurrió a ensayos físico-químicos 

cualitativos, técnicas cromatográficas clásicas, cromatografía líquida de alta resolución 

acoplada a espectrometría de masas en tándem y espectrometría de masas por 

transformada de Fourier. 

3.1.4.1. Pruebas clásicas de identificación fitoquímica  

Existen diferentes ensayos físico-químicos cualitativos que permiten identificar 

de forma rápida y sencilla la presencia de determinados constituyentes en una droga o 

extracto ya que éstos pueden dar reacciones coloreadas, de precipitación, fluorescencia, 

etc.  
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Mediante las reacciones de identificación descritas en la literatura (Domínguez, 

1973; Albornoz, 1980; Trease-Evans, 1991) se comprobó la presencia de las siguientes 

familias de compuestos: alcaloides, antraquinonas, flavonoides, saponinas y taninos. 

Para la identificación de alcaloides se llevaron a cabo reacciones de 

precipitación realizadas en un medio acuoso ligeramente acidulado con un ácido 

mineral (HCl o H2SO4 al 10 %). Los  reactivos empleados fueron: 

a) Reactivo de Bouchardat (solución de yodo iodurada), que con los alcaloides da 

precipitados marrones. 

b) Reactivo de Mayer (solución de yodo mercuriato potásico), que origina un 

precipitado blanco-amarillo en caso positivo. 

c) Reactivo de Dragendorff (solución de yodo-bismutato potásico), que da 

precipitado naranja-rojizo en presencia de estos compuestos. 

Para la detección de la presencia de antraquinonas se efectuó la reacción 

coloreada de Bornträger, en la cual se obtiene una coloración rojiza con soluciones 

alcalinas en caso de existencia de las mismas. 

Para caracterizar flavonoides en extractos brutos se puede recurrir a numerosas 

reacciones coloreadas, entre las que destaca la de la cianidina. Esta reacción es positiva, 

si al añadir Mg (s) y unas gotas de alcohol/HCl se produce desprendimiento de calor y 

una coloración rojiza (naranja para flavonas, rojo-rojo cereza para flavonoles o rojo-

violáceo para flavanonas).  

La presencia de saponinas en el presente trabajo se ha determinado por la 

capacidad de las mismas de producir espuma abundante y relativamente estable por 

agitación de sus soluciones acuosas. Además, se ha llevado a cabo la reacción de 

Liebermann-Burchard, donde al añadir anhídrido acético en medio sulfúrico se 

producen reacciones coloreadas en los casos positivos. 

Los taninos poseen la capacidad de precipitar proteínas y alcaloides, siendo esta 

propiedad aprovechada para su determinación en el laboratorio. Dentro de las 

reacciones de identificación de los taninos se han realizado las siguientes: 

a) Con gelatina salada (solución al 1 % de gelatina y al 10 % de NaCl en agua). 

Todos los taninos, hidrolizables y condensados, floculan y forman un 
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precipitado con esta proteína preparada. En caso positivo, se aprovecha el 

ensayo para confirmar la presencia o ausencia de catequinas libres (no 

precipitables por gelatina salada). Para ello, filtramos y añadimos al filtrado 

anterior el reactivo de Stiasny (formol/HCl) que forma con ellas precipitados 

rosados. 

b) Con reactivo de Stiasny. Es un reactivo específico de taninos condensados (o 

catéquicos) constituido por formol/HCl (2:1). Si aparece un precipitado 

floculoso tras añadir el reactivo de Stiasny y calentar, confirmamos la presencia 

de taninos condensados. Para saber si hay taninos hidrolizables, se realiza una 

filtración y el filtrado se trata con acetato sódico en polvo y unas gotas de Cl3Fe. 

La aparición de coloración azul señala la existencia de taninos hidrolizables. 

3.1.4.2. Cromatografía clásica 

Para la cromatografía clásica en columna se utilizaron columnas de silicagel 60 

F254 (Merck, 9385). Como sistemas eluyentes aquellos previamente seleccionados por 

cromatografía en capa fina: n-hexano/acetato de etilo al 2, 5 y 10 %.  

La cromatografía en capa fina (CCF) se utilizó estrictamente con fines 

analíticos, para ello se emplearon cromatoplacas cuyo adsorbente fue Silicagel 60 F254 

(Merck, 5548). Para el seguimiento de la cromatografía en columna se utilizaron como 

eluyentes mezclas de n-hexano (n-Hex) y acetato de etilo (AcOEt), mientras que para la 

detección de distintos flavonoides se utilizó acetato de etilo/ácido acético/ácido 

fórmico/agua (100:11:11:27) como sistema eluyente (Wagner y cols., 1984).  

  La visualización de las cromatoplacas se realizó con luz visible y a la luz UV 

(�= 254, 366 nm), con o sin la aplicación de un reactivo revelador. Como agentes 

reveladores utilizamos agua/ácido sulfúrico/ácido acético (32:8:160) y posterior 

calentamiento a 100 ºC, o bien, el reactivo de Godin  y posterior calentamiento a 105 ºC 

durante 10 minutos. El Reactivo de Godin es un agente cromogénico característico de 

derivados del floroglucinol, formado por la mezcla a partes iguales de dos soluciones A 

y B, siendo la solución A: H2SO4 al 10 % en metanol y la solución B: vainillina al 1 % 

en metanol (Godin, 1954; Rocha y cols., 1995; Viana y cols., 2005). 
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3.1.4.3. Cromatografía líquida de alta resolución acoplada a espectrometría 
de masas: CLAR-EM/EM y CLAR-EM-TF 

La espectrometría de masas es una técnica analítica por medio de la cual las 

sustancias químicas se identifican utilizando el movimiento de iones en campos 

eléctricos y magnéticos para clasificarlos de acuerdo a su relación masa-carga (m/z). 

Esta técnica, brinda información cualitativa y cuantitativa acerca de la composición 

atómica y molecular de materiales tanto inorgánicos como orgánicos.  

Las técnicas de ionización más empleadas son el impacto electrónico (EI) y la 

ionización química (CI), sin embargo, su principal limitación consiste en que es 

necesario que las muestras objeto de estudio se encuentren en estado gaseoso, lo que 

obliga a derivatizar aquellas moléculas que no lo sean, hecho que provoca en muchas 

ocasiones una gran dificultad en la preparación de la muestra, así como la posibilidad de 

que se destruyan o modifiquen los compuestos a estudiar. Este problema ha podido ser 

resuelto mediante las técnicas de bombardeo con átomos rápidos (FAB) o por 

electrospray (ESI), que nos permiten el análisis de las muestras sin necesidad de una 

derivatización química. 

La cromatografía líquida de alta resolución acoplada a espectrometría de masas 

mediante electrospray (CLAR-ESI-EM), surge como una técnica que combina la 

capacidad de separación física de la cromatografía líquida de alta resolución (CLAR) 

con la capacidad de elucidación estructural que ofrece la espectrometría de masas (EM).  

Dentro de la técnica de CLAR-ESI-EM, el empleo de la espectrometría de 

masas en tándem (CLAR-ESI-EM/EM) permite obtener información estructural, o la 

“huella dactilar” de los compuestos, gracias a su capacidad de aislar el ión padre de 

todos los coeluyentes antes de la fragmentación. El desarrollo de este procedimiento 

analítico permite el trabajo simultáneo, tanto en modo de iones positivos como 

negativos, así como varios modos de barrido (barrido completo o full scan, 

monitorización de reacciones selectiva (SRM), monitorización de reacciones altamente 

selectiva (H-SRM), iones precursores, iones producto, pérdidas neutras, etc.) para una 

cuantificación e identificación de moléculas y productos de transformación, de amplio 

rango de polaridades y clases químicas.  
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En el presente trabajo se utilizaron técnicas CLAR-ESI-EM/EM para la 

determinación (cuantificación e identificación) de naftodiantronas, derivados del 

floroglucinol y flavonoides, por tratarse de los principales grupos de compuestos dentro 

del género Hypericum. El análisis de las naftodiantronas hipericina y pseudohipericina, 

así como el de la hiperforina, fue llevado a cabo bajo las condiciones descritas en el 

apartado CLAR-ESI-EM/EM I, mientras que para los flavonoides rutina, hiperósido, 

quercitrina y quercetina se utilizaron las del apartado CLAR-ESI-EM/EM II.  

CLAR-ESI-EM/EM I.  Para el análisis mediante CLAR del extracto metanólico 

de H. grandifolium, así como el de sus fracciones y subfracciones, se utilizó un sistema 

CLAR Survior (Thermo Finnigan, EEUU). Los compuestos fueron separados en una 

columna Luna C18 100 Å (50 x 2 mm, tamaño de partícula 3 �m) de Phenomenex 

(Torrance, EEUU). Como fase móvil se empleó una mezcla a proporciones variables de 

las soluciones A y B (solución A: 10 mM de acetato de amonio ajustados hasta pH 5 

con un buffer mediante la adición de ácido acético glacial; solución B: mezcla (1:1) de 

acetonitrilo y metanol). El gradiente de elución fue obtenido utilizando el siguiente 

gradiente de disolventes: desde 90A/10B hasta 80A/20B durante 10 minutos, hasta 

10A/90B durante 25 minutos y finalmente hasta 100B durante 5 minutos; cada elución 

fue precedida por un periodo de equilibrado de 10 minutos. El volumen de inyección 

fue de 3 µl, la velocidad de flujo fue de 0.3 ml/min y todos los experimentos fueron 

llevados a cabo a una temperatura de 30 ºC. El espectro de masas fue obtenido 

utilizando un espectrómetro de masas TSQ Quantum ultra AM (Thermo Finnigan, 

EEUU) dotado de una fuente de ionización ESI (Ion Max) operando tanto en modo 

positivo como negativo. Se usó nitrógeno tanto como secante como gas nebulizante.  

CLAR-ESI-EM/EM II. El análisis mediante CLAR de las muestras bajo estudio 

fue llevado a cabo utilizando un sistema CLAR Surveyor, dotado de un procesador de 

muestras automático y detección por fotodiodo (Thermo Finnigan, EEUU). Las 

separaciones fueron realizadas en una columna Phenosphere next 5� C18 100 Å (150 x 

2 mm, tamaño de partícula 5 �m) de Phenomenex (Torrance, EEUU). La fase móvil 

empleada fue una mezcla a proporciones variables de las soluciones A y B (siendo la 

solución A igual a la descrita en el apartado anterior y la solución B una mezcla (9:1) de 

acetonitrilo y metanol). El gradiente de elución fue obtenido utilizando el siguiente 

gradiente de disolventes: desde 95A/5B hasta 75A/25B durante 8 minutos, hasta 

50A/50B durante 10 minutos y hasta 100B durante 12 minutos; cada elución fue 
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precedida por un periodo de equilibrado de 10 minutos. El volumen de inyección fue de 

10 �l, la velocidad de elución de 0.25 ml/min y todos los experimentos fueron llevados 

a cabo a 24 ºC. El espectro de masas fue obtenido utilizando un espectrómetro de masas 

TSQ 7000 (Thermo Finnigan, Alemania) dotado de una fuente ESI. 

Para el calibrado externo se usaron soluciones estándar de concentraciones 0.5, 

1, 2.5, 5, 10 y 30 �g/ml para pseudohipericina, hipericina e hiperforina, mientras que 

para los flavonoides rutina, hiperósido, quercetina y quercitrina las concentraciones 

fueron de 0.5, 1, 2.5, 5, 10, 50 y 100 �g/ml. Estas soluciones fueron almacenadas en 

ausencia de luz a -20 ºC.  

Para llevar a cabo el análisis de las muestras, éstas se disolvieron en una mezcla 

de CHCl3/MeOH (8:2), determinándose la desviación estándar relativa del método 

analítico mediante 8 inyecciones de una misma muestra. Todos los ensayos fueron 

llevados a cabo protegidos de la luz.  

Por otra parte, también fueron desarrollados experimentos de cromatografía 

líquida de alta resolución acoplada a espectrometría de masas por transformada de 

Fourier (CLAR-ESI-EM-TF). La espectrometría de masas por transformada de 

Fourier (EM-TF) es el método a elegir para la determinación de masas exactas. Es 

también el método de elección cuando la complejidad de la mezcla impide una 

separación cromatográfica suficiente, problema que su muy alta resolución permite 

resolver. 

En el presente trabajo, los espectros ESI-EM-TF fueron obtenidos con un 

espectrómetro LTQ-Orbitrap (Thermo Scientific, EEUU). El espectrómetro, operado 

tanto en modo positivo como negativo, se encontraba equipado con un sistema Dionex 

micro-CLAR Ultimate 3000 formado por una bomba, un detector UV (� = 265 nm), un 

regulador de flujo y un procesador de muestras automático (volumen de inyección 500 

nl). El nitrógeno fue utilizado como gas protector (5 unidades arbitrarias), mientras que 

el helio se utilizó como gas de colisión. Las separaciones fueron llevadas a cabo 

utilizando una columna Phenomenex Gemini C18 (3 µ, 0.3 x 150 mm) (Torrance, CA, 

EEUU) con un flujo de gradiente formado por una mezcla constituida por las soluciones 

A y B (A: agua/ácido fómico (0.1 %) y B: acetonitrilo/ácido fómico (0.1 %)), con un 

flujo de elución de 4 µl min-1. Las muestras fueron analizadas utilizando el siguiente 
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programa de gradiente: 85 % A isocrático durante 1 minuto, en gradiente lineal hasta 

100 % B durante 20 minutos, 100 % B isocrático durante 18 minutos, el sistema volvió 

a su condición inicial (100 % A) en 1 minuto, y fue equilibrado durante 9 minutos. 

3.2. OBTENCIÓN DE LA FLAVONA Y DITERPENOS AISLADOS DE  
DIFERENTES ESPECIES DE LOS GÉNEROS TEUCRIUM Y SALVIA 

Para el presente estudio fueron seleccionados un flavonoide (salvigenina) y seis 

compuestos diterpénicos (teucrina A, 19-acetilgnafalina, eriocefalina, teucvina, teuflina 

y aetiopinona), aislados con anterioridad de diferentes especies de los géneros Teucrium 

y Salvia.  

Los diterpenos 19-acetilgnafalina y eriocefalina (Fig. 8) fueron aislados a partir 

de diferentes especies del género Teucrium (Fayos y cols., 1979; Savona y cols., 1979, 

1982; Bruno y cols., 1985).  

Los compuestos 19-acetilgnafalina y eriocefalina son diterpenos neo-

clerodánicos que se asemejan estructuralmente en la presencia de un anillo furánico, un 

epóxido en posiciones 4�,18, un acetoxilo en C-19 y una cetona en C-6. Sin embargo, la 

eriocefalina presenta un grupo hidroxilo en C-7� y un hemiacetal acetilado (carbonos 

C-9, C-11, C-12 y C-20), en lugar de la �-lactona de la 19-acetilgnafalina (Fig. 8). 
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Figura 8. Diterpenos neo-clerodanos: 19-acetilgnafalina, eriocefalina 
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Los diterpenos 19-nor-neo-clerodanos teucrina A, teucvina y teuflina (Fig. 9) 

fueron aislados de diferentes especies del género Teucrium (Fayos y cols., 1979; Savona 

y cols., 1979, 1982; Bruno y cols., 1985). 

Estos tres compuestos, caracterizados por poseer únicamente 19 átomos de 

carbono, presentan similitudes estructurales con los anteriores (un anillo furánico unido 

a una �-lactona en las mismas posiciones que la 19-acetilgnafalina y la eriocefalina) 

pero difieren de estos en que poseen una �-lactona �,�-insaturada en la que los átomos 

de carbono C-4, C-5, C-6 y C-18 del núcleo neo-clerodano están implicados (Fig. 8 y 

9).  

Teuflina y teucvina son epímeros entre sí, mientras que teucrina A tiene un 

grupo hidroxilo en C-7, vecino a la 18,6-�-lactona (Fig. 9).  
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Figura 9. Diterpenos 19-nor-neo-clerodanos: teucrina A, teucvina, teuflina 

La aetiopinona es un diterpeno abietano o-naftoquinónico (Fig. 10) que fue 

aislado a partir del extracto acetónico de las raíces de Salvia aethiopis L. (Boya y 

Valverde, 1981; Rodríguez y cols., 1984).  
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Figura 10. Diterpeno abietano o-naftoquinónico: aetiopinona 

El flavonoide salvigenina (5-hidroxi-4',6,7-trimetoxiflavona)  (Fig. 11) utilizado 

en este trabajo fue aislado de especies del género Salvia, de las que es un componente 

habitual (Topcu y cols., 1995). Sin embargo, también ha podido ser aislada en algunos 

géneros de la familia Lamiacea (especies de Sideritis, Ocimum, Nepeta y Coleus) 

(Uydes-Dogan y cols., 2005). 

Se trata de una flavona, cuyo ciclo A se encuentra trisustituido por un hidroxilo 

en posición C-5 del anillo aromático y dos grupos metoxilos en C-6  y C-7. El ciclo B, 

posee un grupo metoxilo en posición C-4’. 
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Figura 11. Hidroximetoxiflavona: Salvigenina 

3.3. EVALUACIÓN FARMACOLÓGICA 

3.3.1. PRUEBAS REALIZADAS 

En esta Tesis Doctoral se ha llevado a cabo el estudio de las actividades 

analgésicas y antiinflamatorias de diferentes extractos, fracciones y subfracciones de 

Hypericum grandifolium Choisy, así como el efecto sobre el sistema nervioso central de 
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las fracciones y subfracciones de esta especie. La acción sobre el sistema nervioso 

central de la infusión y el extracto metanólico fue evaluada en trabajos anteriores, 

ofreciendo resultados muy alentadores (Prado y cols., 2002; Sánchez-Mateo y cols., 

2002). Igualmente, fueron ensayadas las acciones analgésicas, antiinflamatorias y sobre 

el sistema nervioso central de una flavona y cinco diterpenos de tipo clerodano aislados 

de especies de los géneros Salvia y Teucrium: salvigenina, teucrina A, 19-

acetilgnafalina, eriocefalina, teucvina y teuflina. También se llevó a cabo el estudio de 

las acciones sobre el sistema nervioso central de la aetiopinona, un diterpeno 

naftoquinónico aislado de las raíces de Salvia aethiopis L., que en un trabajo anterior 

mostró importantes acciones analgésicas y antiinflamatorias en roedores (Hernández-

Pérez y cols., 1995).  

Como paso previo y obligado antes de iniciar un estudio farmacológico de 

cualquier compuesto nuevo, se determinó la toxicidad aguda mediante el cálculo de la 

dosis letal 50 (DL50), que actualmente se acepta como el valor más representativo para 

caracterizar la toxicidad de una sustancia (Turner, 1965a). Sólo realizamos esta prueba 

con la flavona y los diterpenos de tipo clerodano aislados de especies de los géneros 

Salvia y Teucrium, puesto que ya se había realizado para los extractos de la especie H. 

grandifolium y la aetiopinona en trabajos anteriores, dando valores de DL50 superiores a 

2 g/kg por vía oral (p.o.) para el extracto metanólico y de 8 g/kg p.o. para la infusión de 

H. grandifolium (Prado y cols., 2002; Sánchez-Mateo y cols., 2002), y un valor de 

838.17 mg/kg p.o. para la aetiopinona (Hernández-Pérez y cols., 1995). 

Por otro lado, dado que no existe un modelo animal único que cubra todos los 

aspectos del dolor y de la inflamación, se seleccionaron varias pruebas para determinar 

su potencial acción analgésica y antiinflamatoria en ratones albino Swiss (Turner, 

1965b; Williamson y cols., 1996). Asimismo, fueron realizadas una serie de pruebas 

para determinar su acción sobre el sistema nervioso central, centrándonos sobre todo en 

su potencial actividad antidepresiva, utilizando tanto pruebas basadas 

fundamentalmente en la interacción aguda del nuevo producto con un agente químico y 

comparar los efectos producidos con productos antidepresivos de reconocida eficacia 

terapéutica (como el test de la tetrabenacina) como pruebas conductuales en las que se 

administran las sustancias en estudio a animales a los que por varios procedimientos se 
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les induce estados de comportamiento que se consideran típicos de la depresión humana 

(test de Porsolt) (Bourin, 1990; Willner, 1994).  

Por tanto, las pruebas realizadas fueron las siguientes: 

 - Estudio de la toxicidad aguda (DL50).  

 - Actividad analgésica: 

- Efecto sobre los estiramientos inducidos por ácido acético en ratón. 

 - Efecto sobre la hiperalgesia inducida por formalina. 

 - Efecto sobre el tiempo de reacción en el test del tail-flick.  

 - Actividad antiinflamatoria: 

 - Efecto sobre el edema plantar inducido por carragenina. 

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

 - Actividad sobre el sistema nervioso central: 

- Efecto sobre la actividad motora espontánea. 

-.Efecto directo sobre la temperatura corporal: Determinación de la 
temperatura rectal. 

- Actividad miorrelajante: Test de la tracción. 

- Efectos sobre el sueño inducido por pentobarbital sódico. 

- Actividad antidepresiva: 

- Antagonismo a la tetrabenacina. 

- Depresión por desesperación comportamental: Test de Porsolt en 
ratones. 

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

3.3.2. CONDICIONES DE LOS ENSAYOS Y EXPRESIÓN DE LOS 
RESULTADOS 

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

mantener constantes los siguientes parámetros:  
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a) Como animales de experimentación se utilizaron ratones albinos Swiss con 

peso comprendido entre 20-30 g que se mantuvieron con dieta comercial y agua ad 

libitum, salvo en aquellas pruebas en que la vía de administración fue la oral, en cuyo 

caso fueron mantenidos sin comida pero con agua 16 horas antes de iniciar las 

experiencias. 

b) Para favorecer la adaptación de los animales a las condiciones del ensayo, se 

colocaron los mismos en el lugar de trabajo al menos tres días antes de comenzar las 

experiencias. Todas las pruebas se realizaron en una habitación cerrada, insonorizada y 

termostatizada a 22 ± 1 ºC, a excepción del test de interacción con pentobarbital sódico 

en que la temperatura fue de 27 ± 1 ºC. Del mismo modo, los test se llevaron a cabo con 

luz artificial manteniéndose un ciclo de luz-oscuridad de 12 h (7.00 a.m. - 7.00 p.m.), 

realizándose aproximadamente a las mismas horas del día.  

c) En todas las pruebas se realizaron ensayos en blanco, ensayos del patrón y 

ensayos de los productos problema. 

d) Salvo que el método indique lo contrario, la vía de administración utilizada 

para los extractos, fracciones y subfracciones de H. grandifolium, así como para la 

aetiopinona fue la oral (p.o.), mientras que para la flavona y diterpenos de tipo 

clerodano aislados de especies de los géneros Salvia y Teucrium fue la intraperitoneal 

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

e) Los extractos y fracciones de H. grandifolium fueron suspendidos en una 

solución de Tween al 2 %, mientras que la infusión fue disuelta en agua destilada. Por 

su parte, la aetiopinona fue suspendida en una solución de etanol/Tween 80/agua (0.5: 

7: 92.5), mientras que la flavona y diterpenos de tipo clerodano aislados de especies del 

género Salvia y Teucrium fueron suspendidas en Tween al 1%. Con respeto a la 

administración tópica en el test del TPA, los vehículos empleados para los diferentes 

productos estudiados se especificarán en la descripción del método. 

f) Con los resultados obtenidos en las diferentes pruebas se procedió a la 

determinación de la media aritmética (x) con su correspondiente error estándar (�). Para 

el cálculo de la significación estadística se empleó el análisis de la varianza (ANOVA), 

seguido del test de Student para grupos de datos independientes, tomándose como 

significación estadística una p < 0.05. Se utilizó el test de Chi-cuadrado (�2) cuando se 

compararon porcentajes de actividad, y el de Mann-Whitney para datos no 
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paramétricos. En los correspondientes métodos se especificará el procedimiento 

aplicado (Tallarida y Murray, 1987).  

3.3.3. FÁRMACOS Y PRODUCTOS QUÍMICOS UTILIZADOS 

La procedencia de los fármacos y productos químicos utilizados en las pruebas 

experimentales es la siguiente:  

Acetona (Prolabo, Francia), ácido acético glacial (Panreac Química S.A., 

España), ácido tartárico (Merck, Alemania), carragenina lambda tipo IV (Sigma-Aldrich 

Co., EEUU), clorpromacina clorhidrato (Rodia, España), dexametasona (Sigma 

Chemical Co., EEUU), diclofenaco sódico (Cayman Chemical Company, EEUU), 

diclorometano (FSA laboratory supplies, Reino Unido), etanol  absoluto (May & Baker 

Ltd., Reino Unido), fluoxetina clorhidrato (Lilly Indiana, España), formalina (solución 

formaldehído 36.5 %) (Scharlau Chemie S.A., España), ibuprofeno (Liade, España), 

imipramina clorhidrato (Impex, España), indometacina (Cayman Chemical Company, 

EEUU), L-5-hidroxitriptófano (Serva, España), morfina clorhidrato (Braun Medical 

S.A., España), pentobarbital sódico (Dirección General de Farmacia y  Productos 

Sanitarios, España), petidina clorhidrato (Bayer Hispania S.A., España), tetrabenacina 

pura (Fluka Chemie, Suiza), 12-O-tetradecanoil-forbol 13-acetato (Sigma Chemical Co., 

EEUU), Tween 80 (Ferosa, España). 

3.3.4. ESTUDIO DE LA TOXICIDAD AGUDA: FIJACIÓN DE L A DL 50 

La toxicidad aguda es la propiedad que posee una sustancia de provocar, en unas 

condiciones determinadas, la muerte de una parte o de la totalidad de un lote de 

animales, bajo el efecto de una dosis única (Pafet y Barnes, 1964).  

Se ha demostrado que la dosis de una sustancia capaz de matar al 50 % de un 

grupo de animales, es un dato que puede determinarse con gran precisión por métodos 

estadísticos, obteniéndose resultados completamente reproducibles si las condiciones 

experimentales están perfectamente estandarizadas. Esta dosis representa la dosis letal 

50 (DL50), que actualmente se acepta como el valor más representativo para caracterizar 

la toxicidad de una sustancia. El valor de la DL50 varía no solamente con la sustancia 

utilizada, sino también con la especie animal sobre la que se opera, con la vía de 

administración, y con las condiciones ambientales (Pafet y Barnes, 1964). 
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Es imposible determinar directamente la DL50  a partir de un solo lote de 

animales, por ello, se utiliza un procedimiento indirecto que consiste en administrar a 

diferentes grupos de animales dosis crecientes de la sustancia a ensayar de manera que 

el porcentaje de mortalidad varíe entre el 0 y el 100 % (Turner, 1965a).  

Protocolo experimental 

La toxicidad aguda fue establecida mediante la determinación de la DL50 

aproximada, para lo cual, se utilizaron lotes de 5 ratones tanto machos como hembras a 

los que se les administró por vía intraperitoneal diferentes dosis de los productos 

problema (flavona y diterpenos de tipo clerodano aislados de especies de los géneros 

Salvia y Teucrium). Se cuantificó la mortalidad encontrada en los tres días siguientes de 

la administración empleando el método de Litchfield y Wilcoxon (1949). 

3.3.5. ACTIVIDAD ANALGÉSICA   

Se puede definir el dolor como una experiencia perceptiva sensitiva emocional 

subjetiva desagradable que se asocia a una lesión tisular real o potencial, o que es vivida 

como tal daño, y cuya función biológica es alertar a la conciencia de esta alteración. Es 

un mecanismo adaptativo de defensa que indica que algo no funciona, a la vez que 

puede ser, en algunos casos, un mecanismo que estimula la curación y la recuperación 

(Vázquez André y cols., 2004). Sin embargo, en algunas circunstancias el dolor pierde 

su carácter benéfico para el organismo y se convierte en sí mismo en una patología que 

puede y debe ser suprimida para garantizar nuestro bienestar.  

Las sustancias analgésicas son aquellas que disminuyen la percepción de la 

sensación dolorosa por depresión selectiva de los mecanismos nociceptivos. Estos 

fármacos se pueden clasificar atendiendo al lugar y mecanismo de acción en analgésicos 

cuya acción se realiza sobre el SNC (analgésicos narcóticos), y aquellos en que su 

actividad se manifiesta a nivel de las terminaciones sensitivas periféricas (analgésicos 

no narcóticos). Los primeros se caracterizan por poseer gran influencia en la anulación 

del componente psíquico del dolor, no afectar la temperatura corporal y no modificar un 

edema, mientras que los segundos influyen sobre la temperatura corporal y la reducción 

del edema (Turner, 1965b; Thompson, 1990a). 

Para estudiar la actividad analgésica de una sustancia existen diversos modelos 

experimentales en animales basados en la aplicación de un estímulo externo doloroso en 
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condiciones determinadas y la aparición de cambios observables en la conducta animal, 

en el sentido de escapar de la situación experimental. Los estímulos nociceptivos 

pueden ser de varios tipos: mecánico (como la aplicación de una pinza en la raíz de la 

cola de un ratón), térmico (como el método del tail-flick (o sacudida de la cola) o el de 

la plancha caliente), eléctrico (como la aplicación de un estímulo eléctrico en forma de 

choques a la cola del ratón) o químico (como la inyección intraperitoneal de una 

sustancia irritante como fenilquinona o ácido acético que producen un síndrome de 

contorsión), los cuales darán lugar a las diferentes clases de analgesia (Turner, 1965b; 

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

Dado que no existe una sola prueba ideal para la evaluación de nuevos productos 

con actividad analgésica, se suele utilizar una combinación de varias de ellas, lo que 

permite aumentar considerablemente la potencia de discriminación y eliminar muchos 

falsos positivos o negativos. En nuestro trabajo, para evidenciar la posible actividad 

analgésica que pudieran presentar los extractos, fracciones o productos en estudio se 

realizaron tres modelos de nocicepción aguda: dos basados en estímulos químicos 

(estudio de los efectos sobre los estiramientos inducidos por ácido acético y sobre la 

hiperalgesia inducida por formalina) y uno basado en estímulos térmicos (el test del tail-

flick) (Turner, 1965b; Williamson y cols., 1996; Feria, 2005). 

3.3.5.1. Efecto sobre los estiramientos inducidos por ácido acético  

Este método esta basado en la aplicación de un estímulo doloroso de tipo 

químico mediante la inyección intraperitoneal de una solución acuosa de ácido acético. 

Esta sustancia irritante produce dolor e inflamación de la cavidad peritoneal que se 

manifiesta por retorcimiento del animal, estiramientos de las patas traseras y 

encorvamiento del torso, de manera que la valoración de la respuesta al estímulo 

nociceptivo se lleva a cabo contando el número de veces que se expresa esta conducta 

en el tiempo. El número de estiramientos es reducido por los fármacos que presentan 

actividad analgésica tanto periférica como central (Collier y cols., 1968; Turner, 1965b; 

Williamson y cols., 1996).  

Protocolo experimental 

Utilizamos lotes de 6 ratones hembra a los que se les administró vía oral o 

intraperitoneal las dosis correspondientes de los extractos, fracciones o productos 
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problema, las sustancias patrones y el vehículo en el que estos fueron disueltos. 

Transcurridos 60 minutos de la administración oral (o 30 para la administración i.p.), los 

ratones fueron inyectados intraperitonealmente con una dosis de 10 ml/kg de una 

solución acuosa de ácido acético al 0.7 %. Inmediatamente después de la administración 

del compuesto álgico se colocaron los animales en compartimentos individuales para 

una mejor observación y se contabilizó durante 20 minutos el número de estiramientos.  

Con los resultados obtenidos se calculó la media aritmética con su 

correspondiente error estándar. Para ver si la diferencia entre los valores medios de dos 

grupos era significativa o no se realizó el análisis de la varianza (ANOVA) seguido del 

test de Student. Se calculó el porcentaje de inhibición utilizando la siguiente proporción: 

(valor medio del grupo control - valor medio del grupo estudiado) x 100 / valor medio 

del grupo control). 

3.3.5.2. Efecto sobre la hiperalgesia inducida por formalina 

El estímulo doloroso se induce por la inyección subcutánea de un agente 

químico (formalina) en la pata trasera derecha del ratón, lo cual produce un dolor tónico 

que se manifiesta mediante la lamida o mordisqueo de la pata inyectada, conducta 

diferente al aseo normal. En el test se distinguen dos fases: fase I, indicativa de dolor 

neurogénico (primeros 5 minutos) y fase II, indicativa de dolor inflamatorio (15 a 30 

minutos después de la administración de la formalina) (Hunskaar y Hole, 1987; Tjolsen 

y cols., 1992). 

Protocolo experimental 

A lotes de 6 ratones hembra se les administró vía oral las dosis correspondientes 

de los extractos o fracciones estudiadas, los patrones y los vehículos. Transcurridos 60 

minutos de la administración oral, aplicamos el estímulo doloroso mediante la inyección 

subcutánea de 20 �l de formalina al 2.5 % (preparada diluyendo formaldehído al 37.5 % 

en suero fisiológico estéril) en la aponeurosis plantar de la pata trasera derecha del 

ratón.  

Inmediatamente después de la administración de la formalina se colocaron los 

animales en cámaras de observación separadas (cilindros de vidrio de 20 cm de 

diámetro elevados sobre su base). Para facilitar la observación de la conducta 
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nociceptiva se colocaron debajo de dichas cámaras sendos espejos a un ángulo de 45 

grados.   

Se consideró como indicador de la respuesta dolorosa el tiempo (segundos) 

durante el cual el animal se lame o muerde la pata entre los 0-5 minutos y los 15-30 

minutos después de la inyección de formalina, que corresponden a la fase I y fase II, 

respectivamente.  

Con los resultados obtenidos se calculó la media aritmética con su 

correspondiente error estándar. Para ver si la diferencia entre los valores medios de dos 

grupos era significativa o no se realizó el análisis de la varianza (ANOVA) seguido del 

test de Student. El porcentaje de inhibición se calculó utilizando la siguiente proporción: 

(valor medio del grupo control - valor medio del grupo estudiado) x 100 / valor medio 

del grupo control). 

3.3.5.3. Efecto sobre el tiempo de reacción en el test del tail-flick  

Este método se basa en la aplicación de un estímulo térmico a la punta de la cola 

del ratón sumergiéndola (2-3 cm) en un baño de agua caliente a una temperatura de 54 ± 

1 ºC, lo que provoca un dolor que se manifiesta por una reacción inmediata del animal 

consistente en movimientos violentos y sacudidas de la cola (tail-flick) cuando se 

alcanza un umbral determinado. Se trata de un reflejo puramente espinal, al menos bajo 

condiciones de estimulación intensas, que persiste tras una sección espinal. Este test es 

de gran utilidad para determinar la potencia analgésica de sustancias de naturaleza 

narcótica (agonistas opioides) (Turner, 1965b; Ramabadran y cols., 1989; Williamson y 

cols., 1996; Feria, 2005).  

Protocolo experimental 

Tras seleccionar previamente aquellos animales que reaccionaban al estímulo 

térmico en menos de 3 segundos, se usaron lotes de 6-8 ratones hembra a los que se 

administró por vía oral o intraperitoneal las dosis correspondientes de los extractos, 

fracciones o productos en estudio, la sustancia patrón y el vehículo. A los 60 y 120 

minutos de la administración oral, o 30, 60 y 120 minutos en el caso de la 

intraperitoneal, se midió el tiempo de reacción frente al estímulo térmico, para lo cual se 

sumergió 3 cm de la parte terminal de la cola del animal en el baño de agua caliente.  
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Con el fin de evitar daños en los tejidos por repetida exposición al estímulo 

doloroso, la cola se retiraba del baño si el animal no respondía en 6 segundos.  

Con los resultados obtenidos se calculó la media aritmética con su 

correspondiente error estándar. Para ver si la diferencia entre los valores medios de dos 

grupos era significativa o no se realizó el análisis de la varianza (ANOVA) seguido del 

test de Student.  

3.3.6. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA    

La inflamación es una reacción local, especialmente del tejido conectivo y 

vascular, producida por microorganismos o sustancias irritantes, que tiende a localizar y 

destruir, como defensa, al agente patógeno que produce daño celular. Constituye uno de 

los procesos más comunes en la enfermedad y se trata de una reacción elemental frente 

a una agresión al organismo que es necesaria para la supervivencia. Sin embargo, en 

muchas ocasiones dicha reacción puede ser excesiva y producir un daño a veces mayor 

que el generado por el agente productor, siendo necesario frenar el proceso inflamatorio. 

Los fármacos antiinflamatorios detienen estos procesos actuando sobre el foco 

inflamatorio, llegando al mismo después de ser absorbidos  (antiinflamatorios generales 

o sistémicos) o bien por aplicación directa a dicho foco (antiinflamatorios locales) 

(Litter, 1986; Rang y cols., 2004).  

Existen diferentes modelos experimentales que, aunque no reproducen realmente 

los procesos inflamatorios y degenerativos humanos, sí permiten valorar los 

componentes individuales de la respuesta inflamatoria, como son: el eritema, el edema, 

los cambios en la permeabilidad vascular, la quimiotaxis y migración leucocitaria o la 

fagocitosis por polimorfonucleares. Por lo general, en estos modelos se provoca, por 

aplicación de un agente irritante apropiado, una reacción inflamatoria que se trata de 

reducir o inhibir por la administración de los productos en estudio (Litter, 1986; 

Williamson y cols., 1996). En este trabajo, se han seleccionado dos modelos empíricos 

de acuerdo con su respuesta a fármacos de reconocida actividad antiinflamatoria, el test 

de la carragenina y el del tetradecanoil-forbol-acetato (Levy, 1969; De Young y cols., 

1989). 
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3.3.6.1. Efecto sobre el edema plantar inducido por carragenina en ratón 

En este método se induce el edema en el tejido subcutáneo de la pata del animal 

por inyección del agente inflamatorio carragenina. Se prefirió la carragenina ante otros 

irritantes porque el edema que se produce está menos modificado por factores ajenos a 

los propiamente característicos de la inflamación. Además, la actividad antiinflamatoria 

obtenida mediante este procedimiento guarda una buena correlación con la actividad 

antiinflamatoria mostrada en clínica (Levy, 1969).  

La carragenina produce una reacción inflamatoria de tipo bifásico en la que 

intervienen diferentes mediadores de la inflamación. La primera fase (durante las dos 

primeras horas después de la inyección de carragenina) está relacionada con la 

liberación de los mediadores histamina y serotonina, mientras que la segunda fase (entre 

3 y 5 horas después de su administración) intervienen las kininas y las prostaglandinas 

(Di Rosa y cols., 1971; Doherty y Robinson, 1975; Hernández-Pérez y cols., 2004). 

Protocolo experimental  

Se usaron lotes de seis ratones hembra a los que se les administró por vía oral o 

intraperitoneal las dosis correspondientes de los extractos, fracciones o productos en 

estudio, la sustancia patrón y el vehículo en el que fueron disueltos. Transcurrida una 

hora en el caso de la administración oral y 30 minutos para la intraperitoneal, se 

administró subcutáneamente en la aponeurosis plantar de la pata derecha de cada ratón 

50 �l de una suspensión de carragenina al 1.5 % en suero fisiológico. 

A las cuatro horas de la inducción del edema, se provocó la muerte del animal 

por dislocación cervical y las patas de cada animal fueron cortadas a la altura de la 

articulación. Las patas contralaterales fueron utilizadas como control y sus pesos se 

restaron al obtenido para las patas tratadas, obteniéndose así un peso del edema.  

Con los resultados obtenidos se calculó la media aritmética con su 

correspondiente error estándar. Para ver si la diferencia entre los valores medios de dos 

grupos era significativa o no se realizó el análisis de la varianza (ANOVA) seguido del 

test de Student. El porcentaje de inhibición se calculó utilizando la siguiente proporción: 

(valor medio del grupo control - valor medio del grupo estudiado) x 100 / valor medio 

del grupo control). 
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3.3.6.2. Efecto sobre el proceso inflamatorio inducido por tetradecanoil-
forbol-acetato (TPA) 

En este ensayo inducimos el edema en la oreja del animal mediante el contacto 

de la misma con el agente irritante 12-o-tetradecanoil-forbol-acetato (llamado TPA por 

sus siglas en inglés), agente flogístico de probada acción, la cual perdura durante un 

período de 7 horas tras su administración (Carlson y cols., 1985; De Young y cols., 

1989).  

Los ésteres del forbol inducen el edema a través de la síntesis de prostaglandinas 

(PGE2). El TPA estimula la producción de grandes cantidades de PGE2, pero pequeñas 

cantidades de productos 5-lipoxigenasa, de ahí que el edema inducido por este sea 

especialmente sensible a fármacos antiinflamatorios inhibidores principalmente de la 

ciclooxigenasa o inhibidores de ambas ciclooxigenasa/lipoxigenasa (Carlson y cols., 

1985; De Young y cols., 1989).  

Para llevar a cabo este método, exclusivamente las orejas derechas de cada 

animal recibieron el TPA, además del patrón y sustancias a probar. La oreja izquierda se 

tomó como control, recibiendo únicamente el vehículo empleado para la disolución de 

los extractos, fracciones o productos administrados en su respectiva oreja derecha. 

Una de las ventajas de este test reside en la pequeña cantidad de muestra que 

requiere, debido a la acción local del flogógeno, aspecto muy importante a tener en 

cuenta en el ámbito de los productos naturales. 

Protocolo experimental 

Los animales fueron distribuidos en grupos de seis. La aplicación en la oreja del 

ratón se realizó con micropipeta, depositando 10 �l a cada lado del pabellón de la 

misma, de tal modo que la oreja derecha de cada ratón recibió una cantidad final de 2.5 

�g de TPA disueltos en 20 �l de acetona, mientras que la oreja izquierda recibió 20 �l 

de acetona. Inmediatamente después de esta administración a cada lote de animales, las 

muestras ensayadas o la sustancia patrón fueron administrados en la oreja derecha,  

recibiendo la oreja izquierda 20 �l del vehículo empleado para su disolución. El extracto 

metanólico y las fracciones de H. grandifolium fueron disueltos en etanol/agua (8:2), 

sus subfracciones en diclorometano y la infusión en agua destilada. Por su parte, la 
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flavona y diterpenos aislados de especies de los géneros Salvia y Teucrium fueron 

disueltos en diclorometano. 

Es importante hacer constar que durante toda la experiencia la disolución de 

TPA se mantuvo en un recipiente opaco y a una temperatura inferior a 0 ºC.   

A las cuatro horas de la administración del agente irritante, se provocó la muerte 

del animal por dislocación cervical y con un sacabocados de 6 mm de diámetro se cortó 

el círculo central de cada oreja y se pesó. El peso del edema fue obtenido restando el 

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

Con los resultados obtenidos se calculó la media aritmética con su 

correspondiente error estándar. Para ver si la diferencia entre los valores medios de dos 

grupos era significativa o no se realizó el análisis de la varianza (ANOVA) seguido del 

test de Student. El porcentaje de inhibición se calculó utilizando la siguiente proporción: 

(valor medio del grupo control - valor medio del grupo estudiado) x 100 / valor medio 

del grupo control). 

3.3.7. ACTIVIDAD SOBRE EL SISTEMA NERVIOSO CENTRAL 

En psicofarmacología no es fácil predecir, a partir de datos obtenidos en 

animales, la potencialidad terapéutica de un fármaco en el hombre, puesto que no 

existen modelos animales definitivos de enfermedad mental humana. No obstante, los 

científicos han conseguido modelos de gran utilidad, puesto que con ellos se ha logrado 

seleccionar un gran número de moléculas que han demostrado con el tiempo ser buenos 

psicoactivos (Micó, 1990).  

Los fármacos activos sobre el sistema nervioso central producen muchos efectos 

diferentes sobre el comportamiento de los animales de experimentación, requiriéndose 

una elaborada batería de pruebas para evaluar el perfil de actividad de cada compuesto. 

En el presente trabajo han sido realizadas una serie de pruebas generales (efecto sobre la 

actividad motora, temperatura rectal o sueño inducido por barbitúricos, entre otras), así 

como pruebas más específicas para determinar la actividad antidepresiva (test de la 

tetrabenacina o de Porsolt), que son comentadas a continuación.  
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3.3.7.1. Efecto sobre la actividad motora espontánea 

La actividad motora es un parámetro que refleja el estado fisiológico global del 

animal y su respuesta al entorno, que nos revela con cierta certeza el estado de 

excitación, depresión o normalidad del animal. Por ello, es innegable su medida en el 

screening farmacológico de nuevos agentes estimulantes y depresores; además, los 

cambios de dicha actividad pueden tener consecuencias importantes en la medida de 

todos los aspectos del comportamiento (Fatehyab Ali y cols., 1980; Nohria, 1983).  

A lo largo del tiempo se han utilizado diversas técnicas para medir la actividad 

motora de los animales. En la presente Tesis Doctoral para realizar su medida se han 

empleado actógrafos circulares de células fotoeléctricas, registrándose en un contador el 

número de veces que el ratón cortaba el haz de luz. La interrupción del haz sobre la 

fotocélula no supone más que un avance en el contador, ya que tal fotocélula no queda 

capacitada para otra respuesta hasta que otra colindante no ha sido disparada (Sturgeon 

y cols., 1979). 

Dado que la actividad motora varía con las condiciones ambientales  

(temperatura, luz, ruidos, etc.), ésta fue evaluada en las condiciones más constantes 

posibles, tal y como se expresa en el apartado 3.3.2. 

Protocolo experimental 

Fueron utilizados lotes de 5 ratones machos a los que se les administró oral o 

intraperitonealmente, según conveniencia, las dosis correspondientes de los extractos, 

fracciones o productos en estudio, así como las sustancias patrones y el vehículo. A los 

60 minutos de la administración oral, o 30 en el caso de la administración i.p., los 

animales fueron introducidos en los actógrafos circulares, donde permanecieron durante 

15 minutos, transcurridos los cuales, se anotó el número de pasos dados por cada uno de 

los animales durante ese tiempo. Se realizó una segunda medida a las dos horas de la 

administración oral (o a la hora de la intraperitoneal) operando del mismo modo que 

antes.  

Con los resultados obtenidos se calculó la media aritmética con su 

correspondiente error estándar. Para ver si la diferencia entre los valores medios de dos 

grupos era significativa o no se realizó el análisis de la varianza (ANOVA) seguido del 

test de Student.  
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3.3.7.2. Efecto directo sobre la temperatura corporal: Determinación de la 
temperatura rectal 

Una amplia gama de psicofármacos altera la temperatura corporal de los 

animales de experimentación, por lo que la medida de tal parámetro se utiliza 

extensivamente como método de screening. La variación en la temperatura corporal es 

un parámetro objetivo que puede ser fácilmente medido y que puede ayudarnos no sólo 

a asignar un potencial hiper o hipotérmico a las distintas muestras ensayadas, sino 

también a determinar el pico hiper o hipotérmico (por medida regular de la temperatura 

rectal a distintos intervalos de tiempo) y la duración de la hipotermia (Thompson, 

1990b).  

En este test cabe destacar la importancia que tiene el hecho de que los animales 

se mantengan en una habitación termostatizada al menos tres días antes de comenzar las 

experiencias tal y como se indica en el apartado 3.3.2.  

Protocolo experimental 

Se utilizaron lotes de 5 ratones machos, seleccionándose previamente aquellos 

que tenían una temperatura rectal inicial (T0) comprendida entre 36 y 38 ºC. A 

continuación se les administró vía oral o intraperitoneal, según conveniencia, las 

correspondientes dosis de vehículo, patrones y extractos, fracciones o productos 

problema. La temperatura se volvió a medir al cabo de una hora (T1), dos horas (T2), 

cuatro horas (T4), seis horas (T6) y veinticuatro horas (T24) después de la 

administración. 

La temperatura rectal fue determinada con la ayuda de una sonda rectal YSI Co., 

Inc. nº 402. En todos los casos, las variaciones de temperatura de cada medida se 

expresaron con respecto a su valor inicial (T0) mediante la siguiente expresión:   

�TX = Tn0 - Tnt  

Siendo: 

�TX: la variación de la temperatura para cada animal (n) en el momento de la 

medida t (las medidas efectuadas a la hora, dos, cuatro, seis y veinticuatro horas se 

corresponden respectivamente con �T1, �T2, �T4, �T6, �T24). 
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Tn0: el valor de la temperatura rectal antes de la administración del vehículo, 

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

Tnt: el valor de la temperatura rectal para cada animal n en el momento de 

medida t (1, 2, 4, 6 y 24 horas).  

Con los resultados obtenidos se calculó la media aritmética con su 

correspondiente error estándar. Para comprobar si la diferencia entre los valores medios 

de dos grupos era significativa o no se realizó el análisis de la varianza (ANOVA) 

seguido del test de Student.  

3.3.7.3. Actividad miorrelajante: Test de la tracción 

El test de la tracción se considera predictivo de una actividad relajante muscular 

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

En esta prueba los ratones fueron suspendidos por sus patas delanteras de un hilo 

metálico tenso y horizontal situado entre dos soportes. Para la interpretación de los 

resultados se asumió que en condiciones normales el ratón trata de tocar el hilo metálico 

con las patas traseras en menos de 5 segundos, cosa que no sucede cuando previamente 

se administra un relajante muscular.  

Protocolo experimental 

Tras la administración oral o intraperitoneal a lotes de 5 ratones machos de las 

correspondientes dosis de los extractos, fracciones o productos a estudiar, las sustancias 

patrones y los vehículos, se anotó el tiempo que tardaban los animales en poner sus 

patas posteriores sobre el hilo metálico. Esta medida se realizó a los 60 y 120 minutos 

en el caso de la administración oral, y a los 30 y 60 minutos en el de la intraperitoneal. 

Se consideró como fracaso el hecho de que el ratón tardara en realizar esta operación 

más de cinco segundos.  

Los resultados se expresaron como porcentaje de fracasos respecto al blanco, 

empleándose el test de Chi-cuadrado (�
2) para el cálculo de la significación estadística.  

3.3.7.4. Efecto sobre el sueño inducido por pentobarbital sódico 

Las sustancias capaces de  producir sedación e inducir el sueño suelen  producir 

en los animales de experimentación una serie de efectos tales como ataxia, pérdida del 
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reflejo de enderezamiento, disminución de la actividad locomotora espontánea y sueño. 

El hecho de que alguno de estos efectos pueda ser observado fácilmente nos permite su 

utilización como método de valoración de la actividad sedante-hipnótica (Thompson, 

1990c).  

En este trabajo se ha seleccionado como método de evaluación de la sedación, la 

medida de la prolongación del sueño inducido por una dosis hipnótica de pentobarbital 

sódico (40 mg/kg i.p.). Para ello, se consideró que un ratón está dormido cuando al 

colocarlo en posición decúbito-dorsal permanece en dicha posición más de 30 segundos 

por tener abolido el reflejo de retorno (De Angelis, 1979; Sánchez-Mateo y cols., 2002). 

Protocolo experimental 

Se utilizaron lotes de 8-10 ratones hembra a los que se les administró oral o 

intraperitonealmente los extractos, fracciones o productos a estudiar, las sustancias 

patrones y los vehículos a las dosis correspondientes. Transcurridos 60 minutos, o 30 en 

el supuesto de la administración i.p., recibieron una dosis de 40 mg/kg de pentobarbital 

sódico por vía intraperitoneal y se anotó el tiempo que tardaron en dormirse (t1), así 

como el tiempo que permanecieron dormidos (t2).  

Con los resultados obtenidos se calculó la media aritmética con su 

correspondiente error estándar. Para ver si la diferencia entre los valores medios de dos 

grupos era significativa o no se realizó el análisis de la varianza (ANOVA) seguido del 

test de Student. 

3.3.7.5. Actividad antidepresiva  

En experimentación se han utilizado numerosos modelos animales que permiten 

predecir la actividad antidepresiva de nuevos compuestos, estando la mayoría de ellos 

basados en la implicación de las monoaminas en los cambios de humor y en la 

observación empírica de que los antidepresivos clásicos, como los inhibidores de 

monoaminooxidasa (IMAO) y los antidepresivos tricíclicos, son activos en dichas 

pruebas (Bourin, 1990).  

En este trabajo, los extractos, fracciones o productos en estudio han sido 

sometidos a una serie de pruebas basadas en la inducción de un estado depresivo en los 

animales de experimentación. Este estado depresivo fue inducido mediante 
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interacciones farmacológicas (interacción de los nuevos productos con agentes químicos 

que inducen un estado particular y comparar los efectos producidos con productos 

antidepresivos de reconocida eficacia antidepresiva) o bien a través de cambios 

conductuales (se induce un comportamiento particular por procedimientos no 

farmacológicos). Dado que no existe un modelo único y definitivo para considerar una 

molécula como antidepresivo, el análisis del conjunto de resultados obtenidos en los 

distintos ensayos permite determinar su potencial actividad antidepresiva.  

3.3.7.5.1. Antagonismo frente a los efectos inducidos por la tetrabenacina 

Uno de los métodos clásicos referidos a la búsqueda de nuevas sustancias con 

potencial actividad antidepresiva consiste en el antagonismo a los efectos inducidos por 

la tetrabenacina. Este fármaco produce ptosis profunda, depresión de la actividad 

locomotora o exploratoria e hipotermia en los animales de experimentación (Smith y 

Vernier, 1978; Bourin, 1990); el hecho de que estos efectos puedan ser observados 

fácilmente nos permite su empleo como método de valoración.  

Protocolo experimental 

A lotes de 5 ratones macho, cuya temperatura rectal inicial (T0) estuviera 

comprendida entre 36 y 38 ºC, se les administró por vía oral las dosis correspondientes 

de los extractos, fracciones o productos en estudio, los productos patrones y el vehículo. 

Transcurrida una hora de la administración, recibieron vía intraperitoneal una inyección 

de 32 mg/kg de tetrabenacina pura disuelta en una solución de ácido tartárico 0.1 M que 

fue llevada a pH 6 con NaOH al 10 %.  

Treinta minutos después de su administración, se colocaron los animales en un 

disco de 20 cm de diámetro donde se midió la actividad locomotora durante 10 

segundos, en tres ocasiones consecutivas. Se consideró que un ratón no presentaba 

depresión locomotora cuando caminaba hacia el borde del disco y seguidamente miraba 

hacia un lado, o bien, movía la cabeza 90º en un sentido e inmediatamente después 

movía la cabeza en sentido contrario (Sánchez-Mateo y cols., 2002). Se calculó el 

porcentaje de actividad motora, empleándose el test de Chi-cuadrado (�2) para el cálculo 

de la significación estadística.  
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La medida de la ptosis se realizó de manera subjetiva 30 minutos después de la 

administración de la tetrabenacina, utilizando para su valoración la siguiente escala: 

0: apertura parpebral normal. 

1: párpados cerrados en ¼. 

2: párpados cerrados en ½.  

3: párpados cerrados en ¾.  

4: párpados totalmente cerrados. 

Con los resultados obtenidos se realizó la media aritmética con su 

correspondiente error estándar. Para el cálculo de la significación estadística se empleó 

el test de Mann-Whitney para datos no paramétricos. 

Asimismo, se midió la temperatura rectal a los 60 minutos después de la 

administración de la tetrabenacina, expresándose las variaciones de temperatura 

respecto a su valor inicial. Con los resultados obtenidos se calculó la media aritmética 

con el correspondiente error estándar. Para ver si la diferencia entre los valores medios 

de dos grupos era significativa o no se realizó el análisis de la varianza (ANOVA) 

seguido del test de Student. 

3.3.7.5.2. Depresión por desesperación comportamental: Test de Porsolt en 
ratones 

El método se basa en la observación de un ratón con alteraciones conductuales 

inducidas por estrés, lo que hace que el animal se quede quieto y simule la reducción de 

actividad que presenta una persona deprimida. Consiste en observar al animal cuando es 

obligado a nadar en un espacio restringido del cual no puede escapar. Después de un 

período inicial de vigorosa actividad natatoria, cesa todo movimiento activo realizando 

únicamente los necesarios para mantener la cabeza fuera del agua, adoptando una 

postura característica. Los fármacos antidepresivos reducen el tiempo de inmovilidad 

del ratón (Porsolt y cols., 1977).  

Protocolo experimental 

Para la ejecución de este test, se utilizó una caja de vidrio en la que se 

introdujeron dos cilindros de plexiglás transparente de 10 cm de diámetro y 25 cm de 

altura, entre los que se colocó un panel opaco para evitar que los ratones pudieran verse 

entre sí. La caja fue llenada con agua a 24-26  ºC hasta una altura de 10 cm. 
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Se administró por vía oral las correspondientes dosis de los extractos, fracciones 

o productos a estudiar, las sustancias patrones y los vehículos, a lotes de 8 ratones 

macho. Transcurridos 60 minutos de la administración, se colocó cada animal en el 

interior de cada cilindro, manteniéndolos en el mismo durante seis minutos. Los dos 

primeros minutos son de gran movilidad, por lo que se contabilizaron los segundos de 

inmovilidad durante los cuatro minutos siguientes.  

Con los resultados obtenidos se calculó la media aritmética con su 

correspondiente error estándar. Para ver si la diferencia entre los valores medios de dos 

grupos era significativa o no se realizó el análisis de la varianza (ANOVA) seguido del 

test de Student.  

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

La administración de L-5-hidroxitriptófano (L-5-HTP) induce en los animales de 

experimentación un síndrome cuyos síntomas más destacados son sacudidas de cabeza, 

movimiento repetitivo dorso-ventral de pisada de las patas delanteras y postura 

extendida con el abdomen en contacto con el suelo. Estos efectos se han utilizado 

ampliamente como modelo para estudiar la activación de los receptores centrales de la 

serotonina (Jacobs, 1976; Van Dijk y cols., 1978).  

En este trabajo, se estudió la posible potenciación de los efectos inducidos por 

una dosis de 75 mg/kg i.p. de L-5-HTP (que es aproximadamente la dosis eficaz 10, 

DE10). Es bien sabido que estos efectos son potenciados por los fármacos inhibidores de 

la monoaminooxidasa o aquellos que, preferente o selectivamente, inhiben la 

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

Protocolo experimental 

Las correspondientes dosis de los extractos, fracciones o productos a ensayar, las 

sustancias patrones y los vehículos fueron administrados oralmente a lotes de 5 ratones 

hembra. A la hora de la administración, recibieron  intraperitonealmente L-5-HTP a una 

dosis de 75 mg/kg (DE10). Posteriormente, los ratones fueron colocados en recipientes 

de vidrio individuales y se anotó el número de sacudidas de cabeza para cada ratón en 

cinco intervalos de 2 minutos, comenzando 14 minutos después de la administración del 

L-5-HTP (es decir, en los intervalos entre 14-16, 24-26, 34-36, 44-46 y 54-56 minutos).  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. RESULTADOS 
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4.1. HYPERICUM GRANDIFOLIUM CHOISY 

4.1.1. ESTUDIO FITOQUÍMICO  

4.1.1.1. Preparación de los extractos y fracciones  

El rendimiento obtenido para el extracto metanólico fue de un 24 % referido a 

planta seca. Parte de dicho extracto metanólico, se suspendió en agua y se hizo un 

reparto consecutivo con cloroformo y butanol, obteniéndose las fracciones 

clorofórmicas, butanólicas y acuosas, con un rendimiento del 33, 39 y 28 %, 

respectivamente. 

4.1.1.2. Pruebas clásicas de identificación fitoquímica  

Las pruebas que se citan a continuación se realizaron sobre el extracto 

metanólico de H. grandifolium.  

Mediante las pruebas de identificación cualitativa descritas en el apartado 3.1.4. 

se estableció el tipo de principios que forman parte de la composición de esta especie 

vegetal. Las familias de compuestos analizadas fueron: alcaloides, antraquinonas, 

flavonoides, saponinas y taninos.  

Para determinar la presencia de alcaloides se utilizaron los siguientes reactivos: 

reactivo de Bouchardat, reactivo de Mayer y reactivo de Dragendorff. No se obtuvo 

precipitado con ninguno de ellos, por lo que consideramos que no existen alcaloides en 

la muestra. 

La identificación de las antraquinonas se realizó mediante la reacción de 

Bornträger, en la que se hace uso de la propiedad de estos compuestos de pasar a su 

forma enólica en medio básico (NaOH al 10 %). La observación de una coloración roja 

intensa confirmó su presencia.  

La identificación de los flavonoides se ha realizado en base a su reactividad en 

presencia de hidrógeno. Para ello se utilizó la reacción de la cianidina, que dio positiva 

al observarse coloración rosa-rojo.   

En cuanto a la identificación de saponinas, al añadir agua tibia y agitar se formó 

una espuma persistente, lo que junto a la coloración observada en la reacción de 

Liebermann-Burchard permite afirmar que H. grandifolium sí contiene saponinas. 
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Para determinar la presencia de taninos se han realizado las siguientes 

reacciones de identificación:  

Con gelatina salada todos los taninos, hidrolizables y condensados, forman un 

precipitado floculoso. Como dio positivo, añadimos al filtrado anterior el reactivo de 

Stiasny que permitió confirmar, además, la presencia de catequinas libres al formarse un 

precipitado rosado. 

Para determinar el tipo de tanino existente: hidrolizable, catéquico o ambos, 

añadimos el reactivo de Stiasny y calentamos. La aparición de un precipitado floculoso 

confirmó la existencia de taninos catéquicos. Para saber si además había taninos 

hidrolizables, se realizó una filtración y el filtrado fue ensayado con acetato sódico en 

polvo y unas gotas de Cl3Fe, apareciendo una coloración azul que confirmó la existencia 

de taninos hidrolizables. 

En base a estos resultados, podemos afirmar que en H. grandifolium existen 

antraquinonas, flavonoides, saponinas, taninos hidrolizables, condensados y catequinas 

libres.  

4.1.1.3. Fracción butanólica de Hypericum grandifolium  

Los flavonoides hiperósido (Rf, 0.6) y quercitrina (Rf, 0.8) fueron identificados 

en esta fracción empleando técnicas cromatográficas en capa fina, utilizando para ello 

muestras comerciales de estos productos y acetato de etilo/ácido acético/ácido 

fórmico/agua (100:11:11:27) como sistema eluyente (Wagner y cols., 1984). La rutina 

(Rf, 0.4), flavonoide ampliamente extendido en este género, no pudo ser identificada 

por esta técnica. Por su parte, la quercetina fue eluída junto con el frente del disolvente 

y fue identificada eluyéndola con CHCl3/MeOH 25% y comparándola con un patrón 

(Rf, 0.6). 

4.1.1.4. Fracción clorofórmica de Hypericum grandifolium: Obtención de 
subfracciones  

La cromatografía analítica en capa fina mostró que el sistema eluyente más 

adecuado para separar los productos de esta fracción clorofórmica era Hex/AcOEt al 10 

%, por lo que se preparó una columna cromatográfica que fue eluída sucesivamente con 

Hex/AcOEt al 2, 5 y 10 %. Como fase estacionaria se utilizó silicagel Kieselgel 60 

(230-400 mesh ASTM) de la casa Merck desactivada al 13 %. 
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Los eluatos recogidos fueron concentrados y analizados por CCF y, en base a 

ello, fueron reunidos y clasificados en diferentes subfracciones de acuerdo con su 

composición. Estas subfracciones fueron llamadas F1, F2 y F3 por orden de polaridad 

creciente (tabla 2). 

Tabla 2. Obtención de subfracciones a partir de la fracción clorofórmica 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 análisis por CCF con el agente revelador reactivo de Godin, indica que las 

subfracciones F1, F2 y F3 contienen derivados del floroglucinol, tal y como sucede con 

otras especies de este género (Godin, 1954; Rocha y cols., 1995; Viana y cols., 2005).  

4.1.1.5. Análisis fitoquímico mediante CLAR-ESI-EM/EM 

El screening fitoquímico realizado mediante técnicas CLAR-ESI-EM/EM sobre 

el extracto metanólico de H. grandifolium reveló su contenido en hiperforina y algunos 

flavonoides (hiperósido, quercetina y quercitrina), mientras que las naftodiantronas 

(hipericina, pseudohipericina, protohipericina, protopseudohipericina), el ácido 

clorogénico o los flavonoides dihidroquercitrina, I2,II8-biapigenina y rutina no fueron 

detectados en el mismo.  

El contenido del extracto metanólico en siete compuestos característicos de este 

género se muestra en la tabla 3, expresado con respecto a la planta seca (mg/g material 

vegetal). Las concentraciones en las que han sido encontrados los compuestos 

hiperforina, hiperósido, quercetina y quercitrina (mg/g) en el extracto metanólico y sus 

fracciones, así como en las subfracciones clorofórmicas, son dadas en la tabla 4. 

Tabla 3.  Contenido en quercetina, quercitrina, rutina, hiperósido, hipericina, pseudohipericina e 
hiperforina  (mg/g material vegetal) en Hypericum grandifolium 

Quercetina Quercitrina Rutina Hiperósido Hipericina  Pseudohipericina Hiperforina 

7.6 6.2 - 1.7 - - < 0.1 
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Tabla 4. Concentración en metabolitos secundarios (mg/g) del extracto metanólico, fracciones y 
subfracciones de Hypericum grandifolium 

  Quercetina Quercitrina Hiperósido Hiperforina 

Extracto metanólico      31.7......       26.0......    7.1........ < 0.5........ 

Fracción Acuosa      < 0.5......     < 0.5...... < 0.5........ - 

Fracción butanólica       82.0......       58.1......  15.9........ < 0.5........ 

Fracción clorofórmica        6.0......   1.1...... < 0.5........ - 

F1     < 0.5......      < 0.5...... - - 

F2     < 0.5...... < 0.5...... - - 

F3     < 0.5...... < 0.5...... - - 

Los tiempos de retención, precursores y productos iónicos, junto con las energías 

de colisión de los compuestos estándar estudiados, se muestran en la tabla 5. Los 

coeficientes de correlación alcanzados en la curvas de calibrado fueron de 0.997 para 

pseudohipericina, 0.995 para hipericina, 0.993 para hiperforina, 0.998 para rutina, 0.997 

para hiperósido, 0.996 para  quercetina y 0.998 para quercitrina. La desviación estándar 

relativa de los compuestos investigados osciló entre 1.7-5.2 %.   

Tabla 5. Tiempos de retención, precursores iónicos,  productos iónicos y energías de colisión para los 
compuestos analizados: pseudohipericina, hipericina, hiperforina, rutina, hiperósido, 
quercitrina y quercetina 

Compuesto 
 

Tiempo de 
retención (min) 

Precursor iónico  

(m/z) [M-H] - 

Producto iónico  

(m/z) 

Energía de colisión 
(eV) 

Pseudohipericinaa 14.6 519.3 487.0 52 

Hipericinaa 16.0 503.2 405.0 57 

Hiperforinaa 15.0 535.5 313.1 40 

Rutinab 15.3 609.2 300.0 40 

Hiperósidob 15.6 463.0 300.0 34 

Quercitrinab 16.0 447.1 300.0 32 

Quercetinab 17.0 300.9 151.0 30 

a = Compuestos  analizados bajo las condiciones CLAR-ESI-EM/EM-I. 
b = Compuestos  analizados bajo las condiciones CLAR-ESI-EM/EM-II. 

4.1.1.6. Análisis fitoquímico mediante CLAR-ESI-EM-TF 

El screening fitoquímico realizado sobre las subfracciones F1, F2 y F3 mediante 

análisis CLAR-ESI-EM-TF, revela la presencia de un compuesto con fórmula molecular 

C38H50O4 (570.36413 m/z) en la subfracción F1, de los compuestos C33H42O4 

(502.30124 m/z), C33H42O5 (518.29638 m/z) y C33H44O6 (536.30675 m/z) en la 
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subfracción F2, y de C35H52O5 (552.37469 m/z), C33H42O4 (502.30124 m/z) y C33H42O5 

(518.29638 m/z) en la subfracción F3 (tabla 6).  

Tabla 6. Datos espectrales ESI-EM-TF de los compuestos presentes en las subfracciones obtenidas de 
la fracción clorofórmica de Hypericum grandifolium 

Subfracciones 
 

(m/z) ([M-H] -) Composición elemental Error (ppm) 

F1 569.36413 C38H50O4 0.872 

F2 535.30675 C33H44O6 0.443 

F2 y F3 501.30124 C33H42O4 0.412 

F2 y F3 517.29638 C33H42O5 0.835 

F3 551.37469 C35H52O5 2.191 

Cuando se operó en modo positivo, los compuestos con fórmula molecular 

C38H50O4, C33H42O5 y C33H42O4 dieron un ion cuya m/z fue 105 (C6H5CO+), sugiriendo 

la presencia en sus moléculas de una fenil cetona no sustituida. El compuesto de 

fórmula molecular C33H42O5 podría ser un derivado poliprenilado del 

benzoilfloroglucinol, que podría tratarse de una de las sampsonionas (B, G o L), 

presentes en H. sampsonii (Hu y Sim, 2000), o del 8-benzoil-4�-(1-hidroxi-1-metiletil)-

7, 7-dimetil-1,3-di (3-metil-2-butenil) triciclo [4.3.1.13,8] undecano-2, 9, 11-triona, 

encontrado en Clusia obdeltifolia (Cruz y Teixeira, 2004). El compuesto de fórmula 

molecular C33H44O6 es probablemente el 7�-H-1-benzoil-4-hidroxi-3-(3-hidroxi-3-

metilbutil)-6,6,13,13-tetrametil-11-(3-metil-2-butenil)-5-oxatetraciclo [7.3.1.03,704,11] 

tridecano-2,12-diona, encontrado en C. obdeltifolia (Cruz y Teixeira, 2004). Asimismo, 

existe la posibilidad de que los compuestos C38H50O4,  C33H42O4 y C35H52O5 sean 

también derivados benzofenónicos.  
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4.1.2. EVALUAC�ÓN FARMACOLÓG �CA  

4.1.2.1. Actividad analgésica 

4.1.2.1.1. Efecto sobre los estiramientos inducidos por ácido acético en ratón 

La administración intraperitoneal de ácido acético en ratón produce una serie de 

constricciones abdominales con los consecuentes estiramientos de las extremidades 

posteriores. Como puede observarse en la tabla 7, los extractos y fracciones estudiados, 

con la excepción de la infusión, redujeron significativamente el número de estiramientos 

producidos por el ácido acético en los animales de experimentación, presentando entre 

un 28 y 50 % de inhibición. Debemos destacar en este sentido el valor encontrado para 

la fracción clorofórmica a la dosis de 500 mg/kg p.o. (50 %), el cual está próximo al 

obtenido para el ibuprofeno (fármaco utilizado como referencia, 65 %).  

Tabla 7. Efecto de los extractos, fracciones y subfracciones de Hypericum grandifolium  sobre los 
estiramientos inducidos por ácido acético en ratones 

Tratamiento Dosis    
  mg/kg p.o. 

Número de estiramientos     
 (x ± �) 

% Inhibición 

Control  - 49.20 ± 3.39 - 

Infusión  2500 54.82 ± 7.92   0.00 

500  34.36 ± 5.28 * 30.16 Extracto metanólico   
1000 35.57 ± 4.77 * 27.70 

Fracción acuosa 500 30.57 ± 4.65 ** 37.86 

Fracción butanólica 500 31.44 ± 4.58 ** 36.10 

Fracción clorofórmica  500 24.58 ± 2.87 ** 50.04 

Ibuprofeno  50 17.40 ± 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 35.42 ± 3.36 ** 28.08 

Diclofenaco 45  19.17 ± 2.05 ** 61.07 

* p < 0.05, ** p < 0.01 comparado con el control (ANOVA seguido del test de Student).  
Los resultados están expresados como la media ± error estándar (n = 12-20 animales).  

Los interesantes resultados obtenidos nos llevaron a realizar esta prueba en tres 

subfracciones obtenidas de esta fracción, encontrándose que sólo las subfracciones F2 y 

F3 produjeron una disminución significativa de los estiramientos, con porcentajes de 

inhibición de 35 y 28, respectivamente, que como puede observarse son claramente 

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

La inyección de formalina en la pata del ratón produce una irritación celular a 

nivel local, ocasionando una sensación de ardor o quemazón que lleva al ratón a lamerse 

la pata afectada. El efecto doloroso se presenta en el ratón unos segundos después de 

administrada la formalina, denominándose al período que se da en los primeros cinco 

minutos fase primera, que se caracteriza principalmente por la activación a nivel de 

nociceptores. Aproximadamente 15-30 minutos después de la administración de 

formalina el ratón vuelve a sentir dolor y comienza a lamerse nuevamente la pata, 

denominándose a este período fase segunda, en la que participan mediadores 

proinflamatorios como PGE2, entre otros (Hunskaar y Hole, 1987). 

Tabla 8. Efecto de los extractos, fracciones y subfracciones de Hypericum grandifolium sobre la 
nocicepción inducida por formalina en ratón 

Dosis Duración de la respuesta dolorosa  (s)    % Inhibición Tratamiento   

mg/kg 
p.o. 

Primera fase                
(0-5 min) 

            (x ± �) 

    Segunda fase                     
(15-30 min) 

                 (x ± �) 

    Primera       
...fase  

Segunda    
fase 

Control  - 113.20 ±   5.90 215.64 ± 13.29 - - 

Infusión 2500 114.65 ±   4.32 174.69 ± 15.38   0.00 18.99 

Extracto 
metanólico 

1000 93.25 ±   6.64 * 158.39 ± 22.74* 17.62 26.55 

Fracción acuosa 500 104.21 ±   8.64 184.58 ± 21.64 7.94 14.40 

Fracción 
butanólica 

500 99.51 ±   7.65 174.05 ± 15.03 12.09 19.29 

Fracción 
clorofórmica   

500 72.86 ±   5.31** 101.29 ± 15.86 ** 35.64 53.03 

Morfina a 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 97.26 ±   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 45 106.40 ±   9.30 140.67 ± 19.72 **  4.69 33.54 

Petidina b 25    75.75 ± 12.99 ** 40.57 ± 19.32 ** 32.15 80.83 

* p < 0.05, ** p < 0.01 comparado con el control (ANOVA seguido del test de Student); n = 12-18 animales. 
a La morfina fue ensayada a la dosis de 10 mg/kg  i.p. y administrada 30 min antes de la inyección de la formalina. 
b La petidina fue ensayada a la dosis de 25 mg/kg  i.p. y administrada 30 min antes de la inyección de la formalina. 

Tras la realización de la prueba de la formalina,  se encontró que sólo el extracto 

metanólico (1000 mg/kg p.o.) y la fracción clorofórmica (500 mg/kg p.o.) inhibieron 

significativamente tanto la primera (fase de respuesta neurogénica) como la segunda 

fase (fase de respuesta inflamatoria) del efecto doloroso producido después de la 

administración de la formalina, si bien destaca el efecto de la fracción clorofórmica con 
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un 36 y 53 % de inhibición (tabla 8). Cuando se ensayaron las subfracciones, se observó 

que la F3 inhibió significativamente ambas fases, la subfracción F2 sólo inhibió la 

segunda fase, mientras que la F1 no afecta a ninguna de las fases. Como era de esperar, 

la morfina (opiáceo utilizado como referencia) reduce ambas fases, mientras que el 

diclofenaco (AINE de referencia) sólo afecta significativamente a la fase segunda. 

4.1.2.1.3. Efecto sobre el tiempo de reacción en el test del tail-flick 

Los resultados obtenidos en el test del tail-flick (sacudida de la cola),  prueba útil 

para determinar el posible efecto analgésico central de estos productos, se muestran en 

la tabla 9. Como puede observarse, tanto la fracción clorofórmica como la subfracción 

F3 aumentaron significativamente el tiempo de reacción en los animales de 

experimentación en esta prueba, destacando en este sentido la subfracción F3 que a la 

dosis ensayada alcanzó significación estadística tanto a los 60 como a los 120 minutos 

de la administración. No obstante, en ninguno de los casos los valores encontrados 

fueron superiores a los mostrados por la petidina, analgésico narcótico utilizado como 

referencia. 

Tabla 9. Efecto de los extractos, fracciones y subfracciones de Hypericum grandifolium en el test del 
tail-flick 

Tratamiento Dosis 

mg/kg p.o. 

t0 (s) 

  (x ± ε) 

        t1 (s) 

      (x ± ε) 

        t2 (s) 

       (x ± ε) 

Control - 2.41 ±  0.14 2.47 ± 0.16 2.79 ± 0.15 

Extracto 
metanólico 

1000 2.41 ±  0.17 2.48 ± 0.21 3.33 ± 0.28 

Fracción 
acuosa 

500 1.95 ±  0.20 2.07 ± 0.17 2.03 ± 0.19* 

Fracción 
butanólica 

500 2.18 ±  0.15 2.75 ± 0.28 3.09 ± 0.41 

Fracción 
clorofórmica 

500 2.28 ±  0.15 3.27 ± 0.35 * 3.11 ± 0.30 

Petidina 50 2.65 ±  0.16 3.68 ± 0.36 ** 3.92 ± 0.31** 

Control - 2.33 ±  0.12 2.51 ± 0.13 2.41 ± 0.13 

F1 45 2.40 ±  0.11 2.99 ± 0.28 2.85 ± 0.23 

F2 45 2.40 ±  0.12 2.88 ± 0.28 2.91 ± 0.22 

F3 45 2.48 ±  0.90 3.18 ± 0.16 ** 3.14 ± 0.20** 

Petidina + 40 2.55 ±  0.14 4.62 ± 0.35 ** 4.02 ± 0.42** 

* p < 0.05, ** p < 0.01 comparado con el control (ANOVA seguido del test de Student); n = 10 animales. 
tx = tiempo que tarda el ratón en sacudir la cola antes (t0), a la hora (t1) y a las 2 horas (t2) de la administración. 
+ La petidina fue ensayada a la dosis de 40 mg/kg i.p. 
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4.1.2.2. Actividad antiinflamatoria 

4.1.2.2.1. Efecto sobre el edema plantar inducido por carragenina en ratón 

Según se observa en la tabla 10, todos los extractos, fracciones y subfracciones 

estudiados administrados por vía oral, con excepción de la F3, inhibieron 

significativamente, aunque de forma moderada, el edema inducido por carragenina en la 

pata del ratón a la 4ª h después del estímulo inflamatorio, con valores entre el 18 y el 31 

% de inhibición. El efecto antiinflamatorio de estos extractos estudiados ha sido 

equivalente al observado después del tratamiento con diclofenaco e indometacina a la 

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

Tabla 10. Efecto de los extractos, fracciones y subfracciones de Hypericum   grandifolium sobre el 
edema inducido por carragenina en ratón 

Tratamiento Dosis 

mg/kg p.o. 

Peso de edema (4ª h) 

 (x ± �) (mg) 

% Inhibición 

Control  - 80.23 ± 3.29  - 

Infusión  2500 65.47 ± 4.05** 18.39 

Extracto metanólico  1000 58.14 ± 3.81** 27.53 

Fracción acuosa  500 61.17 ± 4.24** 23.76 

Fracción butanólica 500 57.10 ± 3.20** 28.82 

Fracción 
clorofórmica  

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 (ANOVA seguido del test de Student).  
Los resultados están expresados como la media ± error estándar (n = 6-12 animales). 

4.1.2.2.2. Efecto sobre el proceso inflamatorio inducido por el tetradecanoil-
forbol-acetato (TPA)  

Los datos obtenidos de esta prueba se recogen en la tabla 11. Vemos que la 

administración vía tópica de todos los extractos, fracciones y subfracciones ensayadas, 

con excepción de la infusión, produjo una disminución significativa del edema 

ocasionado en oreja por el TPA, destacando el extracto metanólico, la fracción 

clorofórmica, así como las subfracciones F2 y F3, que a la dosis de 1 mg/oreja 
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alcanzaron un nivel de protección superior al 60 %. Es de señalar que la inhibición 

presentada por las subfracciones F2 y F3 (1 mg/oreja) ha sido muy similar a la mostrada 

por la fracción clorofórmica a la misma dosis. Por otra parte, el compuesto de referencia 

dexametasona produce, como era de esperar, a la dosis de 0.1 mg/oreja una marcada 

inhibición del edema (80 %), mientras que la indometacina a la dosis de 1 mg/oreja 

produjo una inhibición del 33 %. 

Tabla 11. Efecto de los extractos, fracciones y subfracciones de Hypericum grandifolium  sobre el 
edema inducido por aplicación tópica de TPA en ratón 

Tratamiento Dosis 

mg/oreja 

Peso de edema (mg)  

(x ± �) 

 

% Inhibición 

Control  -   8.30 ± 0.47 - 

Infusión  1.00 8.23 ± 0.85   0.84 

0.25 7.68 ± 0.68   7.47 

0.50 3.09 ± 0.61 ** 62.77 

Extracto 
metanólico     

1.00 2.87 ± 0.39 ** 65.42 

Dexametasona 0.10 1.16 ± 0.25 ** 86.02 

Control  - 9.87 ± 0.44 - 

0.50 10.56 ± 0.75   0.00 Fracción acuosa     

1.00 6.78 ± 0.63 ** 31.31 

0.25 4.06 ± 0.42 ** 58.86 

0.50 6.00 ± 0.67 ** 39.21 

Fracción butanólica   

1.00 5.72 ± 0.73 ** 42.05 

0.25 6.53 ± 0.85 ** 33.84 

0.50 6.12 ± 1.02 ** 37.99 

Fracción 
clorofórmica  

1.00 3.57 ± 0.63 ** 63.83 

Indometacina  1.00 6.61 ± 2.92 ** 33.03 

Control  -    10.92 ± 0.40 - 

0.50 9.10 ± 0.51 16.69 F1     

1.00 6.63 ± 0.67 ** 39.28 

0.50 6.74 ± 0.75 ** 38.28 F2   

1.00 3.55 ± 0.55 ** 67.49 

0.50 6.08 ± 0.95 ** 44.32 F3   

1.00 4.25 ± 0.60 ** 61.08 

Dexametasona  0.10 2.17 ± 0.60 ** 80.13 

** p < 0.01 comparado con control (ANOVA seguido del test de Student).  
Los resultados están expresados como la media ± error estándar (n = 12 –18 animales). 
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4.1.2.3. Actividad sobre el sistema nervioso central 

4.1.2.3.1. Efecto sobre la actividad motora espontánea 

Los resultados obtenidos en el estudio de los posibles efectos sobre la actividad 

motora espontánea se muestran en la tabla 12. En ella se observa que las fracciones y las 

subfracciones en estudio ejercieron un efecto escaso sobre dicha actividad, ya que no 

modificaron de forma significativa el número de pasos a la dosis ensayada, a excepción 

de la fracción butanólica que produjo una disminución significativa (p < 0.05) de la 

actividad motora en un 23 % a los 60 minutos de la administración. No obstante, en 

ningún  caso los valores obtenidos alcanzaron el grado de depresión motora mostrado 

por la clorpromacina (entre un 70 y un 80 %), fármaco utilizado como referencia. 

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

Dosis Número de pasos (x ± εεεε) Tratamiento 

mg/kg p.o. 60 min 120min 

Control - 221.90 ± 12.51 152.55 ± 14.72 

Fracción acuosa 500 230.20 ± 21.51 142.00 ± 29.02 

Fracción butanólica 500 170.40 ± 19.03 * 132.40 ± 15.99 

Fracción 
clorofórmica 

500 198.40 ± 18.58 127.55 ± 17.83 

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 control (ANOVA seguido del test de Student); n = 8-10 animales. 
 

4.1.2.3.2. Efecto directo sobre la temperatura rectal 

En la tabla 13 se observan los resultados obtenidos en esta experiencia. En 

conjunto, podemos observar que las fracciones y subfracciones en estudio no ejercieron 

un efecto significativo sobre la temperatura rectal, a excepción de la fracción 

clorofórmica que produjo una ligera, pero significativa, hipotermia a la hora de la 

administración, pero sin alcanzar los valores obtenidos para la clorpromacina (fármaco 
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de referencia), que ocasionó una hipotermia significativa que se mantuvo hasta la 4ª 

hora de la administración.  

Tabla 13.  Efecto de los extractos, fracciones y subfracciones de Hypericum grandifolium sobre la 
temperatura rectal (ºC) 

Tratamiento Dosis 

mg/kg 
p.o. 

      � T1 

    (x ± �) 

          � T2 

     (x ± �) 

        � T4 

      (x ± �) 

     � T6 

   (x ± �) 

       � T24 

      (x ± �) 

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

Fracción  

acuosa 

500 1.74 ±0.20 1.56 ±0.77    2.22 ±0.22 0.99 ±0.34  1.80  ±0.26* 

Fracción  

butanólica 

500 0.69 ±0.24 1.74 ±0.26    
1.30 

±0.37 1.34 ±0.42  0.55  ±0.21 

Fracción 

clorofórmica 

500 2.06 ±0.28* 1.66 ±0.20    
1.09 

±0.22* 0.87 ±0.32  0.81  ±0.25 

Clorpromacina 5 5.42 ±0.68** 6.20 ±0.82**    
6.12 

±1.47** 0.62 ±0.36  0.40  ±0.36 

Control - 0.14 ±0.20 0.27 ±0.15    
0.51 

±0.15 0.57 ±0.13 0.19  ±0.38 

F1 45 0.59 ±0.23 0.75 ±0.18    
0.52 

±0.09 0.94 ±0.11* 0.21  ±0.20 

F2 45 0.17 ±0.20 0.34 ±0.11    
0.87 

±0.13 0.72 ±0.09 0.12  ±0.25 

F3 45  0.59 ±0.29 0.24 ±0.14    
0.62 

±0.18 0.58 ±0.16 0.21  ±0.28 

Clorpromacina 5  2.67 ±0.35** 3.77 ±0.70**    
1.57 

±0.31** 1.42 ±0.12** 0.32  ±0.23 

* p < 0.05, ** p < 0.01 comparado con el control (ANOVA seguido del test de Student); n = 8-10 animales. 
�Tx= Tn0-Tnt ; Tn0 = valor de Tª rectal antes de la administración de los productos para cada animal n; Tnt = valor de la Tª  
rectal para cada animal n en el tiempo de medida t (1, 2, 4, 6 y 24 horas). 
 

4.1.2.3.3 Actividad miorrelajante: Test de la tracción 

Para evidenciar el posible efecto miorrelajante, las fracciones y subfracciones en 

estudio fueron sometidas al test de la tracción. 

Tras la realización de esta prueba se encontró que no produjeron efectos de esta 

naturaleza a la dosis ensayada (datos no mostrados por ser nulos), a diferencia de la 

clorpromacina, cuya actividad relajante muscular es perfectamente conocida, que logró 

un 100 % de fracasos. 
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4.1.2.3.4. Efecto sobre el sueño inducido por pentobarbital sódico 

Una de las pruebas clásicas de interacción central consiste en cuantificar la 

interacción con un barbitúrico de acción corta como es el pentobarbital sódico. Los 

datos obtenidos en esta experiencia se muestran en la tabla 14.  

Tabla 14. Efecto de los extractos, fracciones y subfracciones de Hypericum grandifolium sobre el 
sueño inducido por pentobarbital sódico (40 mg/kg i.p.) 

Dosis Ti Ts Tratamiento 

mg/kg p.o (x ± ε)(min) (x ± ε)(min) 

Control - 3.37 ± 0.10 39.99 ±   2.75 

Fracción acuosa 500 3.49 ± 0.29 33.49 ±   4.00 

Fracción 
butanólica 

500 3.43 ± 0.40 45.22 ±   4.12 

Fracción 
clorofórmica 

500 3.04 ± 0.12* 67.55 ±   4.04 ** 

Clorpromacina 5 2.88 ± 0.53 ** 105.58 ±   8.77 ** 

Control - 3.88 ± 0.21 52.49 ±   5.29 

F1 45 3.87 ± 0.58 72.55 ±   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 ** 130.58 ± 14.74 ** 

Ti = tiempo de inducción al sueño; Ts = tiempo de sueño. 
* p < 0.05, ** p < 0.01 comparado con el control (ANOVA seguido del test de Student); n = 10-16 animales. 

Se observa en ella que sólo la fracción clorofórmica potencia la acción del 

barbitúrico, alargando significativamente el tiempo que los animales permanecen 

dormidos y acortando de forma significativa el tiempo de inducción del sueño, al igual 

que la clorpromacina, fármaco utilizado como referencia, de conocido efecto sedante. 

Además, cuando se ensayaron las subfracciones obtenidas de esta fracción, se encontró 

que sólo la F3 aumentó de forma significativa la duración del sueño, si bien no alcanzó 

los valores obtenidos para la fracción clorofórmica ni para la clorpromacina. 

4.1.2.3.5. Antagonismo a la tetrabenacina 

Los resultados obtenidos tras la realización de esta prueba clásica para 

evidenciar actividad antidepresiva se recogen en la tabla 15. En ella observamos que 

ninguna de las fracciones y subfracciones ensayadas antagonizaron significativamente 

los efectos inducidos por la tetrabenacina en los animales de experimentación, con 

excepción de la fracción clorofórmica que a la dosis ensayada sólo antagonizó 
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significativamente (p < 0.01) la ptosis inducida por dicha sustancia. Se ha observado 

que los productos que antagonizan sólo la ptosis parecen tener un efecto alfa-

adrenérgico o serotoninérgico (Bourin, 1990). Como era de esperar, la imipramina 

(antidepresivo tricíclico clásico utilizado como referencia) antagonizó 

significativamente todos los efectos inducidos por la tetrabenacina (ptosis, depresión 

motora  e hipotermia). 

Tabla 15. Interacción de los extractos, fracciones y subfracciones de Hypericum grandifolium con la 
tetrabenacina 

Tratamiento Dosis 

mg/kg p.o. 

Ptosis 

(x ± ε) 

(30 min) 

Actividad 
locomotora 

(%) 

(30 min) 

Variación de la 
temperatura 

(x ± ε)  (ºC) 

 (60 min) 

Control -  3.58 ± 0.12   0.00 6.30 ± 0.36 

Fracción acuosa  500  3.00 ± 0.30 30.00 5.48 ± 0.42 

Fracción butanólica  500  3.20 ± 0.25 30.00 6.26 ± 0.46 

Fracción clorofórmica  500  2.36 ± 0.34a 14.28 6.20 ± 0.29 

Imipramina 25  0.00 ± 0.00a 100.00 b 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 ± 0.00a 100.00 b  1.05 ± 0.32 ** 
a p < 0.01 comparado con el control (test de Mann-Whitney); b p < 0.05 comparado con el control (test de �

2). 
** p < 0.01 comparado con el control (ANOVA seguido del test de Student); n = 10 animales. 

4.1.2.3.6. Depresión por desesperación comportamental: Test de Porsolt 

El test de Porsolt es una prueba conductual clásica para detectar productos con 

posible actividad antidepresiva, que se basa en la observación de un ratón cuando es 

obligado a nadar en una situación de la que no puede escapar; después de un período 

inicial de vigorosa actividad natatoria, cesa todo movimiento activo, realizando 

únicamente los movimientos necesarios para mantener la cabeza por encima del agua, 

adoptando una postura característica (Porsolt y cols., 1977; Bourin, 1990). Los 

antidepresivos reducen el tiempo en el cual el ratón permanece inmóvil.  

Como se puede observar en la tabla 16, todas las fracciones estudiadas resultaron 

ser activas en este test, puesto que redujeron significativamente el tiempo de 

inmovilidad, destacando los valores encontrados para la fracción clorofórmica (500 
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mg/kg p.o.), que son muy próximos a los mostrados por la imipramina (30 mg/kg p.o.), 

antidepresivo utilizado como referencia. 

Tabla 16. Efecto de los extractos, fracciones y subfracciones de Hypericum grandifolium en el test de 
Porsolt 

Tratamiento Dosis 

mg/kg p.o. 

Tiempo de inmovilidad 

(x ± ε) (s) 

% Variación 

Control - 166.30 ± 5.56 - 

Fracción acuosa 500 145.12 ± 9.81 * -12.74 

Fracción butanólica 500 134.93 ± 8.60 ** -18.86 

Fracción clorofórmica 500 115.00 ± 5.84 ** -30.85 

Imipramina 30 114.20 ± 8.49 ** -31.33 

Control - 182.95 ± 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 control (ANOVA seguido del test de Student); n = 16-20 animales. 

Asimismo, las subfracciones F1, F2 y F3 obtenidas de la fracción clorofórmica 

lograron entre un 13 y un 21 % de reducción significativa del tiempo de inmovilidad, 

aunque sin alcanzar los valores obtenidos por la fracción clorofórmica y la imipramina. 

Esto nos sugiere que es necesaria la sinergia de los diferentes componentes para 

manifestarse la actividad antidepresiva. 

Debemos comentar que la reducción del tiempo de inmovilidad observada para 

las fracciones y subfracciones no se relaciona con efectos estimulantes, ya que estas no 

modificaron significativamente o disminuyeron la actividad motora a las dosis activas 

en dicha prueba (Bourin, 1990; Sánchez-Mateo y cols., 2002, 2005). 

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

El test de potenciación del L-5-HTP se utilizó para evaluar la actividad in vivo 

de los productos en estudio sobre la serotonina. Los síntomas del síndrome 

serotonérgico resultante de la administración a roedores de una dosis umbral de L-5-

HTP (75 mg/kg i.p.) pueden ser potenciados por inhibidores de la MAO o de la 

recaptación de serotonina (Shank y cols., 1987). 
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Tras la administración del L-5-HTP se encontró que sólo la fracción butanólica 

potenció significativamente las sacudidas de cabeza a la dosis de 500 mg/kg p.o. (tabla 

17), aunque sin alcanzar los valores mostrados por la fluoxetina (100 mg/kg p.o.), 

fármaco antidepresivo utilizado como referencia que inhibe preferentemente la 

recaptación de serotonina. 

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

Tratamiento Dosis 

mg/kg p.o. 

Nº de sacudidas de cabeza 

(x ± �) 

Síndrome a     

(x ± �) 

Control - 0.36 ± 0.17 0.28 ± 0.16 

Fracción butanólica  500 2.90 ± 0.97 ** 1.70 ± 0.47 b 

Fracción clorofórmica  500 0.20 ± 0.20 0.20 ± 0.20 

Fluoxetina 100 23.33 ± 2.88 ** 24.53 ± 0.19 c 

** p < 0.01 comparado con control (test de Student). b p < 0.05 comparado con control (test de Mann-Whitney). c p < 0.01 
comparado con control (test de Mann-Whitney); n = 10 animales. 
a  Se anotó para cada ratón en 5 intervalos de 2 minutos, comenzando 14 minutos después de la administración de L-5-HTP, 
la presencia o ausencia de los siguientes síntomas: sacudidas de cabeza, temblor de todo el cuerpo, abducción de las patas 
traseras, movimiento repetitivo dorso-ventral de pisada de las patas delanteras y postura extendida con el abdomen en 
contacto con el suelo (la puntuación máxima posible para cada ratón es 25). 

Teniendo en cuenta que algunos efectos que aparecen por activación del receptor 

serotoninérgico, como el temblor o la conducta estereotipada, pueden enmascarar la 

expresión de otros, tales como las sacudidas de cabeza, se realizó el recuento simultáneo 

de varias conductas para obtener una indicación más cuantitativa de la activación de 

dicho receptor (Koek y cols., 1992). Al considerar el síndrome en su conjunto vemos en 

la tabla 17 que sólo la fracción butanólica manifestó significativamente dicho síndrome, 

si bien los valores obtenidos son claramente inferiores a los encontrados con la 

fluoxetina que presentó el síndrome en toda su extensión.  

4.2. FLAVONOIDE Y DITERPENOS DE TIPO CLERODANO AISLADOS DE  
DIFERENTES ESPECIES DE LOS GÉNEROS SALVIA Y TEUCRIUM 

4.2.1. DETERMINACIÓN DE LA TOXICIDAD AGUDA 

Tras la realización de esta prueba, encontramos que todos los compuestos 

estudiados presentaron valores de dosis letal 50 (DL50) superiores a 25 mg/kg i.p. Las 

dosis empleadas en las pruebas realizadas posteriormente fueron aproximadamente la 

tercera parte de la DL50 de los productos en estudio. 
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4.2.2. ACTIVIDAD ANALGÉSICA 

4.2.2.1. Efecto sobre los estiramientos inducidos por ácido acético en ratón 

Los resultados obtenidos tras la realización de esta prueba se muestran en la 

tabla 18. En conjunto, podemos observar que todos los productos ensayados produjeron 

una disminución significativa de los estiramientos inducidos por la administración 

intraperitoneal del ácido acético en ratón, con porcentajes de inhibición entre el 28 y el 

51 %. En este sentido destacan los compuestos 19-acetilgnafalina y teucrina A que 

presentaron a la dosis de 10 mg/kg i.p. una actividad analgésica (51 y 49 % de 

inhibición, respectivamente) comparable a la mostrada por la indometacina a la dosis de 

25 mg/kg i.p. (65 % de inhibición), fármaco utilizado como referencia. 

Tabla 18. Efecto del flavonoide y diterpenos de tipo clerodano aislados de los géneros Salvia y 
Teucrium sobre los estiramientos inducidos por ácido acético en ratones 

  Dosis  

mg/kg i.p. 

Número de estiramientos 

                          (x ± �) 

% Inhibición 

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 22.42 ± 2.17 ** 32.73 

Teucvina 10 23.50 ± 2.47 * 29.49 

Teuflina 10 23.92 ± 2.69 * 28.23 

Indometacina 25 11.83 ± 3.09 ** 64.51 

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

4.2.2.2. Efecto sobre el tiempo de reacción en el test del tail-flick  

Para evidenciar el posible efecto analgésico central de estos productos se realizó 

esta prueba, cuyos resultados se recogen en la tabla 19. Se observa en ella que ninguno 

de los compuestos estudiados aumentó significativamente el tiempo de reacción de los 

animales de experimentación, a excepción de la teucrina A que sólo lo aumentó 

significativamente tras 60 minutos de su administración. No obstante, el valor 

encontrado no fue superior al mostrado por la petidina, analgésico con acción central 

utilizado como referencia, que prolongó significativamente el tiempo de reacción tanto a 

los 30 minutos como a los 60 minutos de la administración.   
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Tabla 19. Efecto del flavonoide y diterpenos de tipo clerodano aislados de los géneros Salvia y 
Teucrium en el test del tail-flick 

tx = tiempo que tarda el ratón en sacudir la cola antes (t0), a la media hora (t30), a la hora (t1) y a las 2 horas (t2) de la 
administración.  
* p < 0.05, ** p < 0.01 comparado con el control (ANOVA seguido del test de Student); n = 10 animales. 

4.2.3. ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA 

4.2.3.1. Efecto sobre el edema plantar inducido por carragenina en ratón 

En la tabla 20 se recogen los resultados obtenidos tras la realización de esta 

prueba. Se encontró que todos los productos presentaron una reducción significativa 

(entre un 17 y un 42 %) del edema inducido por carragenina en la pata del ratón a la 4ª 

hora de su administración. Destaca entre ellos el compuesto 19-acetilgnafalina que a la 

dosis de 10 mg/kg i.p. alcanzó valores de inhibición (42 %) ligeramente superiores a los 

mostrados por los fármacos antiinflamatorios utilizados como referencia, la 

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

Tabla 20. Efecto del flavonoide y diterpenos de tipo clerodano aislados de los géneros Salvia y 
Teucrium sobre el edema inducido por carragenina en ratón 

Tratamiento Dosis 

mg/kg i.p. 

 Peso de edema (4ª h) 

(x ± �) (mg) 

% Inhibición 

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 

** p < 0.01 comparado con control (ANOVA seguido del test de Student); n = 12 animales. 

Tratamiento Dosis 

mg/kg i.p. 

 t0 (s) 

 (x ±  �) 

        t30 (s) 

       (x ±  �) 

        t1 (s) 

       (x ±  �) 

t2 (s) 

(x ±  �) 

Control - 2.25 ± 0.11 2.39 ±  0.17  2.47 ±  0.19 2.31 ± 0.16 

Salvigenina 10 2.20 ± 0.11 2.49 ±  0.21 2.75 ±  0.29 2.41 ± 0.26 

Teucrina A 10 2.45 ± 0.16 2.87  ±  0.20 3.48 ±  0.36* 2.72 ± 0.23 

19-acetilgnafalina 10 2.60 ± 0.15 2.58 ±  0.23 2.95 ±  0.21 2.21 ± 0.15 

Eriocefalina 10 2.34 ± 0.12 2.58 ±  0.12 2.96 ±  0.22 2.53 ± 0.24 

Teucvina 10 2.41 ± 0.11 2.43 ±  0.24  2.44 ±  0.19      2.32 ± 0.17 

Teuflina 10 2.52 ± 0.09 2.73 ±  0.18 2.94   ±  0.26       2.65 ± 0.25 

Petidina 25 2.64 ± 0.18 4.18 ±  0.57** 3.95 ±  0.52** 2.06 ± 0.12 
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4.2.3.2. Efecto sobre el proceso inflamatorio inducido por tetradecanoil-
forbol-acetato (TPA)  

Los posibles efectos antiinflamatorios sobre el edema inducido en oreja por TPA 

se muestran en la tabla 21. Los resultados obtenidos mostraron que todos los productos 

administrados tópicamente redujeron significativamente, a las dos dosis ensayadas, el 

edema ocasionado en la oreja del ratón por el TPA, con valores comprendidos entre un 

13 y un 70 %. Entre ellos sobresalen los productos salvigenina, a las dos dosis 

ensayadas, y teuflina a la dosis de 0.5 mg/oreja que lograron una reducción del edema 

del orden de 59-70 %, valores próximos o superiores a los mostrados por la 

indometacina a la dosis de 1mg/oreja (64 %). Asimismo debemos resaltar al producto 

teucrina A que mostró a las dos dosis ensayadas valores de inhibición superiores al 45 

%. 

No obstante, en ningún caso se observó una actividad antiinflamatoria tópica 

como la ejercida por la dexametasona a la dosis de 0.1 mg/oreja (94 % de inhibición).    

Tabla 21. Efecto del flavonoide y diterpenos de tipo clerodano aislados de los géneros Salvia y 
Teucrium sobre el edema inducido por aplicación tópica de TPA en ratón 

Tratamiento Dosis 

mg/oreja 

Peso de edema 

 (x ± �) (mg) 

 % Inhibición 

Control  - 10.70 ± 0.39 - 

Salvigenina  0.5 3.20 ± 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 7.01 ± 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 4.07 ± 0.87** 63.66 

* p < 0.05, ** p < 0.01 comparado con control (ANOVA seguido del test de Student); n = 6 animales a la dosis 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 espontánea 

Tras la realización de esta prueba se encontró que tres de los productos 

estudiados (teucrina A, teucvina y teuflina) redujeron significativamente el número de 

pasos dados por los animales de experimentación a los 30 minutos de la administración 

en un 52, 24 y 32 %, respectivamente (tabla 22). Sin embargo, tras 60 minutos de la 

administración, sólo la teuflina produjo una disminución significativa (p < 0.05) de la 

actividad motora (66 %), si bien en ningún caso se alcanzaron los valores encontrados 

para la clorpromacina (superior al 90 % de inhibición), fármaco utilizado como 

referencia. 

Tabla 22. Efecto del flavonoide y diterpenos de tipo clerodano aislados de los géneros Salvia y 
Teucrium sobre la actividad motora espontánea 

Dosis Número de pasos (x ± εεεε) Tratamiento 

mg/kg i.p.        30 min 60 min 

Control - 188.83 ± 18.34 58.00 ±   1.53 

Salvigenina 10 171.50 ± 25.88 46.67 ±   9.06 

Teucrina A 10   91.33 ± 22.19** 35.50 ±   9.54 

19-acetilgnafalina 10 179.83 ± 24.00 37.83 ±   9.59 

Eriocefalina 10 167.17 ± 17.59 57.33 ±   0.71 

Teucvina 10 144.17 ±   7.60* 30.83 ±   5.35 

Teuflina 10 128.50 ± 15.94* 19.83 ±   3.96* 

Clorpromacina 5 4.83 ±   1.83** 5.17 ±   1.87** 

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

4.2.4.2. Efecto directo sobre la temperatura rectal 

Según se muestra en la tabla 23, ninguno de los productos en estudio ejerció un 

efecto significativo sobre la temperatura rectal a la hora de la administración. Sin 

embargo, tras 2 horas de la administración, los compuestos teucrina A, teucvina y 

teuflina produjeron una reducción significativa de la temperatura que se mantuvo hasta 

la 4ª hora, en el caso de la teucvina y teuflina, y hasta la 6ª h en el caso de la teucrina A. 

Debemos comentar también que el compuesto eriocefalina sólo redujo de forma 

significativa la temperatura a la 4ª h de administración. No obstante, en ninguno de los 

casos se encontraron los valores obtenidos para la clorpromacina (fármaco utilizado 
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como referencia), la cual mostró un efecto hipotermizante desde la 1ª h y que se 

mantuvo hasta la 6ª h de la administración. 

Tabla 23. Efecto del flavonoide y diterpenos de tipo clerodano aislados de los géneros Salvia y 
Teucrium sobre la temperatura rectal (ºC) 

Tratamiento  Dosis 

mg/kg 
i.p. 

      � T1 

    (x ± �) 

      � T2 

    (x ± �) 

     � T4 

    (x ± �) 

       � T6 

      (x ± �) 

      � T24 

     (x ± �) 

Control    - 0.17  ±0.16 0.30 ± 0.17 0.55 ±0.17 0.97 ±0.21 0.17 ±0.10 

Salvigenina    10 0.10  ±0.24 0.45 ± 0.19 0.83 ±0.11 0.85 ±0.18 0.08 ±0.27 

Teucrina A        10 0.53  ±0.16 1.00 ± 0.19* 1.45 ±0.29* 2.32 ±0.44* 0.37 ±0.20 

19-acetilgnafalina    10 0.12  ±0.23 0.32 ± 0.07  0.93 ±0.18 0.68 ±0.13 0.25 ±0.19 

Eriocefalina    10 0.38  ±0.07 0.68 ± 0.24 1.28 ±0.09** 0.92 ±0.04 0.58 ±0.22 

Teucvina    10 0.23  ±0.10 1.03 ± 0.25* 1.55 ±0.15** 1.52 ±0.17 0.20 ±0.13 

Teuflina    10 0.02  ±0.04 0.97 ± 0.16* 1.42 ±0.14** 0.62 ±0.15 0.50 ±0.14 

Clorpromacina     5 5.25  ±0.66** 5.83 ± 0.22** 4.15 ±1.06** 2.43 ±0.56* 0.15 ±0.21 

* p < 0.05, ** p < 0.01 comparado con el control (ANOVA seguido del test de Student); n = 6 animales. 
�Tx= Tn0-Tnt ; Tn0 = valor de Tª rectal antes de la administración de los productos para cada animal n; Tnt = valor de la Tª  
rectal para cada animal n en el tiempo de medida t (1, 2, 4, 6 y 24 horas). 

4.2.4.3. Actividad miorrelajante: Test de la tracción 

Ninguno de los productos en estudio produjo efectos miorrelajantes en el test de 

la tracción (datos no presentados por ser nulos), a diferencia de la clorpromacina 

(neuroléptico cuya actividad miorrelajante muscular es claramente conocida) que logró 

a la dosis de 5 mg/kg i.p. un 100 % de fracasos tanto a los 30 como a los 60 minutos de 

su administración.  

4.2.4.4. Efecto sobre el sueño inducido por pentobarbital sódico 

Los resultados obtenidos tras la realización de esta prueba se recogen en la tabla 

24. Podemos observar que ninguno de los compuestos potencia la acción del 

barbitúrico, ya que ni alargan significativamente el tiempo de sueño ni acortan el tiempo 

de inducción del mismo, a diferencia de la clorpromacina, fármaco utilizado como 

referencia de conocida acción sedante. Por el contrario, los compuestos teucrina A y 19-

acetilgnafalina  aumentaron de forma significativa (p < 0.05) el tiempo de inducción al 

sueño pero sin modificar significativamente el tiempo que los ratones permanecen 

dormidos. 
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Tabla 24. Efecto del flavonoide y diterpenos de tipo clerodano aislados de los géneros Salvia y 
Teucrium sobre el sueño inducido por pentobarbital sódico (40 mg/kg i.p.) 

Dosis Ti Ts Tratamiento 

mg/kg i.p (x ± �)(min) (x ± �)(min) 

Control - 3.92 ± 0.21 52.81 ± 4.03 

Salvigenina 10 4.35 ± 0.18 54.14  ± 2.08 

Teucrina A 10 5.51 ± 6.78* 44.39 ± 3.01 

19-acetilgnafalina 10 5.66 ± 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 inducción al sueño; Ts = tiempo de sueño. 
* p < 0.05, ** p < 0.01 comparado con el control (ANOVA seguido del test de Student); n = 6 animales. 

4.3. AETIOPINONA 

4.3.1. EFECTO SOBRE LA ACTIVIDAD MOTORA ESPONTÁNEA 

En la tabla 25 se recogen los resultados obtenidos tras la realización del estudio 

de los posibles efectos sobre la actividad motora espontánea. En ella podemos observar 

que si bien la aetiopinona a la dosis ensayada produjo una disminución del movimiento 

espontáneo de los animales de experimentación en aproximadamente un 13 % a la 

primera hora y un 24 % en la segunda hora de la administración, esta reducción no llega 

a alcanzar significación estadística. Por el contrario, la clorpromacina, fármaco utilizado 

como referencia, disminuyó de forma significativa e intensa la actividad motora tanto a 

la primera como a la segunda hora de la administración. 

Tabla 25. Efecto de la aetiopinona sobre la actividad locomotora y sobre el sueño inducido por 
pentobarbital sódico en ratón 

ACTIVIDAD LOCOMOTORA 

Número de pasos (x ± ε) 

PENTOBARBITAL SÓDICO Tratamiento Dosis              

mg/kg p.o. 

60 min 120 min         Ti  

    (x ± ε) 

         Ts 

      (x ± ε) 

Control -  198.00    ± 11.87 103.80 ± 14.59 4.80 ± 0.49  43.93 ±   2.50 

Aetiopinona 100  170.60    ± 16.63 78.40 ± 12.43 4.66 ± 0.63  47.61 ±   3.51 

Clorpromacina 5 22.80    ±   5.42** 29.60 ± 12.08** 3.86 ± 0.31 89.16 ± 10.63** 

Ti = tiempo de inducción al sueño; Ts = tiempo de sueño. 
** p < 0.01 comparado con el control (ANOVA seguido del test de Student). 
Los resultados están expresados como la media ± error estándar (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 tabla 26, observándose que la 

aetiopinona a la dosis ensayada no modifica de forma significativa la temperatura rectal 

de los animales de experimentación. Por su parte, la clorpromacina, fármaco utilizado 

como referencia, produjo una reducción significativa de la temperatura corporal hasta la 

segunda hora de la administración. 

Tabla 26.  Efecto de la aetiopinona sobre la temperatura rectal (ºC) 

Tratamiento  Dosis 

 mg/kg   
p.o. 

      � T1  

    (x ± ε) 

       � T2  

      (x ± ε) 

    � T4   

   (x ± ε) 

� T6  

(x ± ε) 

� T24 

(x ± ε) 

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 

** p < 0.01 comparado con el control (ANOVA seguido del test de Student). 
�Tx= Tn0-Tnt ; Tn0 = valor de Tª rectal antes de la administración de los productos para cada animal n; Tnt = valor de la Tª  
rectal para cada animal n en el tiempo de medida t (1, 2, 4, 6 y 24 horas).   
Los resultados están expresados como la media ± error estándar (n = 10 animales). 

4.3.3. ACTIVIDAD MIORRELAJANTE: TEST DE LA TRACCIÓN  

Tras la realización del test de la tracción, prueba utilizada para evidenciar el 

posible efecto miorrelejante de este producto, se encontró que la aetiopinona no produjo 

ningún fracaso en los animales de experimentación, a diferencia de la clorpromacina, 

fármaco de reconocida acción miorrelajante.  

4.3.4. EFECTO SOBRE EL SUEÑO INDUCIDO POR PENTOBARBITAL 
SÓDICO 

Los resultados obtenidos en el estudio de los posibles efectos sobre el sueño 

inducido por pentobarbital sódico se muestran en la tabla 25. En ella se observa que la 

aetiopinona a la dosis ensayada no modificó de forma significativa ni el tiempo de 

inducción ni el tiempo que los animales permanecen dormidos, a diferencia de la 

clorpromacina, que a la dosis de 5 mg/kg p.o. alargó significativamente el tiempo de 

sueño más de un 100 %. 

4.3.5. ANTAGONISMO A LA TETRABENACINA 

Para estudiar los posibles efectos antidepresivos de la aetiopinona se realizó esta 

prueba clásica, cuyos  resultados se muestran en la tabla 27. En ella vemos que la 

aetiopinona sólo antagonizó significativamente (p < 0.05) la ptosis inducida por la 

tetrabenacina, lo que nos podría sugerir un cierto efecto alfa-adrenérgico o 



88                                                                                                                                                             Resultados 

 

 

serotoninérgico (Bourin, 1990). Por el contrario, la imipramina, como era de esperar al 

ser un antidepresivo tricíclico clásico, antagonizó todos los efectos inducidos por la 

tetrabenacina en los animales de experimentación. 

No hay que olvidar, no obstante, que este test no es específico y puede ser 

sensible a moléculas que no tienen acción antidepresiva, por lo que hay que confirmar 

los resultados con otras pruebas complementarias. 

4.3.6. DEPRESIÓN POR DESESPERACIÓN COMPORTAMENTAL: 
TEST DE PORSOLT 

En la tabla 27 se muestran los resultados obtenidos tras la realización de esta 

prueba conductual clásica utilizada para evidenciar actividad antidepresiva. Se encontró 

que la aetiopinona a la dosis ensayada (100 mg/kg p.o.) redujo significativamente el 

tiempo de inmovilidad en un 24 %, lo que nos indicaría un efecto antidepresivo para 

dicho producto. No obstante, el valor obtenido es inferior al mostrado por la imipramina 

a la dosis de 50 mg/kg p.o. (35 %), antidepresivo utilizado como referencia. 

Es interesante resaltar que la actividad observada en esta prueba no se relaciona 

con efectos psicoestimulantes, ya que la aetiopinona a la dosis ensayada en esta prueba 

no modifica significativamente la actividad motora de los animales de experimentación. 

Tabla 27.  Actividad antidepresiva de la aetiopinona  

Tratamiento Dosis INTERACCIÓN CON LA 
TETRABENACINA  

TEST DE PORSOLT 

 mg/kg 
p.o. 

  Ptosis 

  (x ± ε) 

Actividad 
locomotora 

(%) 

� T (ºC) 

(x ± ε) 

Ti (s) 

(x ± ε) 

% Variación                             
 

Control -   3.60   ± 0.16   0.00 2.59  ±  0.39 161.80  ±  5.03 - 

Aetiopinona 100 2.70   ± 0.30a 20.00 3.01  ±  0.51 123.65  ±  8.43** -23.58 

Imipramina 25 0.00   ± 0.00b 90.00c 0.24  ±  0.23** NE  

Imipramina 50 NE NE NE 105.65 ± 7.25** -34.70 

�T= variación de la temperatura a los 60 min de la administración; Ti = tiempo de inmovilidad; NE = no ensayado.   
a p < 0.05, b p < 0.01 comparado con el control (test de Mann-Whitney); c p < 0.05 comparado con el control (test 
de χ2). 
** p < 0.01 comparado con el control (ANOVA seguido del test de Student). 
Los resultados están expresados como la media ± error estándar o porcentaje de actividad (n = 10 animales para el 
test de la tetrabenacina y 20 animales para el test de Porsolt). 
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Durante esos intervalos se registró también la presencia o ausencia de los 

siguientes síntomas: temblor, abducción de las patas traseras, movimiento repetitivo 

dorso-ventral de pisada de las patas delanteras y postura extendida con el abdomen en 

contacto con el suelo. Se asignó un punto por cada estereotipia observada para cada uno 

de los animales durante cada período de 2 minutos (considerando también dentro del 

síndrome, las sacudidas de cabeza), siendo la puntuación máxima posible de 25, para 

cada ratón. Obteniéndose, por tanto, dos series de datos; por un lado, el número de 

sacudidas de cabeza y, por otro, los efectos sobre el síndrome.  

Con los resultados obtenidos se realizó en cada caso la media con su 

correspondiente error estándar, empleándose para el cálculo de la significación 

estadística el análisis de la varianza (ANOVA) seguido del test de Student para el 

número de sacudidas de cabeza y el test de Mann-Whitney para datos no paramétricos 

en el caso del síndrome. 

Si el grupo control al que se le administró L-5-HTP a la dosis de 75 mg/kg 

(DE10) no respondió como se esperaba, el experimento fue considerado nulo. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5. DISCUSIÓN 
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En la presente Tesis Doctoral se ha llevado a cabo el estudio fitoquímico y 

farmacológico de diferentes extractos, fracciones y subfracciones de la especie 

Hypericum grandifolium Choisy, el estudio de las acciones analgésicas, 

antiinflamatorias y centrales de una flavona y cinco diterpenos de tipo clerodano 

aislados de diferentes especies de Salvia y Teucrium, así como el estudio farmacológico 

de las acciones sobre el sistema nervioso central de la aetiopinona. Por ello, vamos a 

hacer una discusión de los resultados obtenidos para cada uno de estos apartados por 

separado. 

5.1. HYPERICUM GRANDIFOLIUM CHOISY 

Para evaluar la potencial actividad analgésica de esta especie, se llevó a cabo en 

la presente Tesis Doctoral el estudio del efecto de los diferentes extractos, fracciones y 

subfracciones de la misma sobre tres modelos experimentales de nocicepción en 

roedores, dos basados en estímulos químicos (estudio de los efectos sobre los 

estiramientos inducidos por ácido acético y sobre la hiperalgesia inducida por 

formalina) y uno basado en estímulos térmicos (test del tail-flick). 

Comenzamos por el estudio de los efectos sobre los estiramientos inducidos por 

ácido acético, test que es muy poco específico pero muy sensible y predictivo de la 

potencia de ciertos analgésicos en la clínica. Como es bien sabido, el ácido acético es un 

agente irritante que produce la nocicepción gracias a la liberación de numerosas 

sustancias que excitan las terminaciones nerviosas dolorosas, siendo un método sensible 

para detectar la posible actividad analgésica tanto central como periférica de nuevas 

sustancias (Collier y cols., 1968). En nuestro trabajo, el extracto metanólico así como 

las fracciones acuosa, butanólica y clorofórmica de la especie en estudio redujeron 

significativamente el número de contorsiones abdominales inducidas por el ácido 

acético en los ratones, lo que nos indica que presentan actividad analgésica a las dosis 

ensayadas. Dado que la fracción clorofórmica fue la que presentó un porcentaje de 

inhibición mayor, con valores próximos a los obtenidos para el ibuprofeno (fármaco 

utilizado como referencia), se continuó fraccionando con el objetivo de encontrar las 

sustancias responsables de dicha actividad. Tras los resultados obtenidos podemos 

comentar que, si bien la actividad analgésica se concentró en las subfracciones F2 y F3, 

ninguna de ellas alcanzó el grado de inhibición obtenido por la fracción clorofórmica, lo 

que nos sugeriría la existencia de sinergismo entre los diferentes componentes químicos.    
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Cuando se llevó a cabo el estudio de los efectos sobre el modelo de dolor 

inducido por formalina, encontramos que sólo el extracto metanólico y la fracción 

clorofórmica fueron activos en este test, inhibiendo tanto la fase de respuesta 

neurogénica (que se caracteriza principalmente por la activación a nivel de 

nociceptores) como la fase de respuesta inflamatoria (en la que participan mediadores 

proinflamatorios como PGE2), lo que nos indicaría que tienen un efecto analgésico 

central, al igual que la morfina y la petidina (analgésicos opiáceos utilizados como 

referencia). Efectos similares se obtuvieron para la subfracción F3, sugiriéndonos que 

en ella se concentran las sustancias con actividad analgésica central. Por su parte, la 

subfracción F2, al igual que el diclofenaco (AINE utilizado como referencia), sólo 

inhibió significativamente la fase de respuesta inflamatoria, la cual se ha relacionado 

con la producción de prostaglandinas como mediadores (Hunskaar y Hole, 1987). La 

subfracción F1, al igual que ocurrió en el test del ácido acético, no presentó actividad. 

Tras la realización del test del tail-flick (sacudida de la cola), un método 

selectivo para compuestos con actividad analgésica central (como la petidina) y en el 

cual se considera que la sacudida de la cola ante el estimulo nociceptivo térmico es un 

reflejo espinal (Ramabadran y cols., 1989; Srinivasan y cols., 2003), comprobamos que 

tanto la fracción clorofórmica como la subfracción F3 son activas en esta prueba, 

confirmándose su acción analgésica central. No obstante, serían necesarias pruebas 

complementarias para conocer exactamente el mecanismo responsable de esta acción. 

Por otra parte, el hecho de que la subfracción F2 no modificara 

significativamente el tiempo de reacción de los ratones sometidos al test del tail-flick  

nos hace pensar que el efecto analgésico observado en el test del ácido acético no es de 

origen central, sino que está mediado principalmente por un mecanismo periférico, ya 

sea por interferir con la reacción local causada por el irritante o por inhibir la síntesis, 

liberación y/o antagonizar la acción de los mediadores del dolor en los sitios diana 

(Collier y cols., 1968; Srinivasan y cols., 2003; Rabanal y cols., 2005). 

Por otro lado, se llevó a cabo el estudio de la posible actividad antiinflamatoria 

tanto oral como tópica de los diferentes extractos de H. grandifolium mediante la 

inhibición del edema inducido en ratones por carragenina o TPA.  
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En el edema plantar por carragenina en ratón, se observó que la administración 

oral de todos los extractos, fracciones y subfracciones estudiados, con excepción de la 

subfracción F3, produjo una modesta aunque significativa inhibición del edema a la 4ª 

hora de la inyección de la carragenina, siendo un hecho conocido que el edema 

producido en este intervalo de tiempo se relaciona con la inhibición de kininas y 

prostaglandinas (Doherty y Robinson, 1975; Hernández-Pérez y cols., 2004). 

 Este efecto antiinflamatorio ha sido corroborado por vía tópica en el modelo de 

edema inducido en oreja por aplicación tópica de TPA en ratón, encontrándose que 

todos los extractos, fracciones y subfracciones con excepción de la infusión fueron 

activos en esta prueba. Debemos comentar que la inflamación en el modelo del TPA 

parece estar relacionada o ser dependiente de los procesos de liberación y metabolismo 

del ácido araquidónico, la cual puede ocurrir simultáneamente con la interacción del 

TPA con el receptor de la proteína kinasa C (Just y cols., 1998). Los inhibidores de la 

fosfolipasa A2, ciclooxigenasa y lipoxigenasa así como los corticoides son efectivos en 

este modelo (Carlson y cols., 1985; De Young y cols., 1989), lo que nos sugiere que los 

extractos de la especie estudiada interferirían de alguna manera con alguno de estos 

mediadores que participan en la respuesta inflamatoria al inhibir el edema inducido por 

TPA. 

Es interesante destacar que si bien la actividad antiinflamatoria encontrada para 

los extractos, fracciones y subfracciones estudiados cuando fueron administrados por 

vía oral fue moderada, por vía tópica mostraron una actividad mayor. Esta diferencia en 

los resultados puede ser debida a que los agentes flogísticos usados (TPA o carragenina) 

tienen un mecanismo diferente de producción del edema o bien a que, en general, la 

administración tópica es una vía más efectiva ya que con ella se pueden conseguir 

concentraciones mayores del producto en el lugar de la inflamación (Carlson y cols., 

1985).  

Los resultados que hemos obtenido con los preparados de H. grandifolium 

coinciden con otros estudios realizados en animales que muestran efectos analgésicos y 

antiinflamatorios para otras especies del género Hypericum (Apaydin y cols., 1999; 

Barnes y cols., 2001; Trovato y cols., 2001; Mattace Raso y cols., 2002; Öztürk y cols., 

2002; Rabanal y cols., 2005; Sánchez-Mateo y cols., 2006a; Savikin y cols., 2007), 
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siendo éstos los primeros estudios realizados sobre la acción analgésica y 

antiinflamatoria de esta especie.  

Tras el estudio fitoquímico llevado a cabo, se han detectado en el extracto 

metanólico de esta especie diversos flavonoides (hiperósido, quercetina, quercitrina), 

compuestos poliprenilados derivados del benzoilfloroglucinol, así como una pequeña 

cantidad de hiperforina. Puesto que se han encontrado efectos analgésicos y 

antiinflamatorios para muchos flavonoides (Wagner, 1989; Calixto y cols., 2000; 

Guardia y cols., 2001; Morikawa y cols., 2003; Rotelli y cols., 2003), es posible que una 

parte de los efectos observados en el presente estudio pudieran deberse también a la 

presencia de estos compuestos en el extracto metanólico. 

Con respecto a la fracción clorofórmica, que fue la que presentó la actividad 

analgésica y antiinflamatoria más prometedora, y sus subfracciones F1, F2 y F3, la 

actividad encontrada puede ser debida a los derivados poliprenilados del 

benzoilfloroglucinol detectados como componentes mayoritarios. 

Por otro lado, continuando con la evaluación farmacológica de esta especie, se 

sometieron los diferentes extractos en estudio a una batería de pruebas para evidenciar 

sus efectos sobre el sistema nervioso central, poniendo especial atención en el estudio 

de su potencial actividad antidepresiva. Es bien sabido que ninguno de los modelos 

animales utilizados para el screening de nuevos fármacos antidepresivos es por sí 

mismo suficiente para predecir actividad antidepresiva en clínica (Bourin, 1990; 

Willner, 1994), por lo que se hace necesario la combinación de varios de ellos. En la 

presente Tesis Doctoral se han realizado dos tipos de pruebas experimentales: unas son 

pruebas farmacológicas en las que se hace interaccionar el extracto o molécula en 

estudio con un determinado fármaco que induce un estado particular (como la 

interacción con la tetrabenacina o con el L-5-HTP), y otras son pruebas conductuales en 

las que se administra el extracto o producto en estudio a animales en los que se ha 

inducido un comportamiento particular por procedimientos no farmacológicos, como 

por ejemplo la depresión por desesperación comportamental (test de Porsolt).   

Así, al considerar el conjunto de resultados obtenidos al realizar las diferentes 

pruebas podemos comentar que, en general, todas las fracciones y subfracciones 

ensayadas ejercieron en mayor o menor medida efectos antidepresivos en el test de 
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Porsolt, sobresaliendo entre ellos la fracción clorofórmica (500 mg/kg p.o.) que presentó 

valores próximos a los mostrados por el antidepresivo de referencia (imipramina a 30 

mg/kg p.o.). Como en un trabajo anterior (Sánchez-Mateo y cols., 2002) se encontró que 

el extracto metanólico redujo significativamente en un 20 % el tiempo de inmovilidad 

en el test de Porsolt, los resultados de la presente Tesis indican que la mayor parte de la 

actividad antidepresiva del extracto metanólico se concentra en la fracción clorofórmica 

(que presentó un 31% de inhibición). 

Asimismo, es interesante resaltar que ninguna de las subfracciones obtenidas de 

la fracción clorofórmica lograron en esta prueba un porcentaje de inhibición del tiempo 

de inmovilidad superior al de la fracción de la que se partió, lo que nos sugiere que 

existe una sinergia entre los diferentes componentes químicos, hecho que está en 

consonancia con otros estudios realizados con especies de este género (Butterweck y 

cols., 1998, 2003; Williamson, 2001).   

Es interesante resaltar que los psicoestimulantes como la cafeína también 

disminuyen el tiempo de inmovilidad, pero a diferencia de los fármacos antidepresivos 

causan una marcada estimulación motora, indicando que sus efectos no son específicos 

(Porsolt y cols., 1977; Bourin, 1990).  En nuestro caso debemos comentar que la 

actividad mostrada por las fracciones y subfracciones en el test de Porsolt no es debida a 

efectos psicoestimulantes, ya que a las dosis activas en esta prueba no modificaron o 

disminuyeron la actividad motora de los animales de experimentación. 

También debemos comentar que sólo la fracción clorofórmica mostró efectos 

significativos en el test de la tetrabenacina, antagonizando la ptosis inducida por este 

fármaco, lo que suele evidenciar una cierta actividad alfa-adrenérgica o serotoninérgica 

(Bourin, 1990). Asimismo, se observó que la fracción butanólica fue la única que 

potenció las sacudidas de cabeza y el síndrome inducido por el L-5-hidroxitriptófano, 

indicando que puede ser un inhibidor de la 5-hidroxitriptamina o de la 

monoaminooxidasa (Shank y cols., 1987). Estos resultados confirman los obtenidos por 

Sánchez-Mateo y cols. (2002) para el extracto metanólico, que también fue activo sólo 

en antagonizar la ptosis inducida por tetrabenacina y en potenciar las sacudidas de 

cabeza inducidas por el L-5-HTP. 
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Por otro lado,  estas fracciones mostraron nulos efectos miorrelajantes  en el test 

de la tracción y, con excepción de la fracción clorofórmica, no modificaron de forma 

significativa la temperatura corporal de los animales de experimentación ni el tiempo de 

sueño inducido por pentobarbital sódico.  

Con respecto a los principios activos responsables de la actividad antidepresiva 

observada en esta especie, conviene resaltar que no se han detectado naftodiantronas 

(hipericina y pseudohipericina) en el análisis fitoquímico llevado a  cabo en el extracto 

metanólico de esta especie. Como es bien sabido, las naftodiantronas son los 

marcadores quimiotaxonómicos más importantes del género Hypericum, y han sido 

asociadas con la mayoría de las acciones farmacológicas de esta especie, en particular 

con la actividad antidepresiva (Bombardelli y Morazzoni, 1995; Butterweck y cols., 

1997, 1998; Schulz y cols., 1998; Barnes y cols., 2001). De acuerdo con una 

clasificación infragenérica de Robson (1977), H. grandifolium pertenece a la sección 

Androsaemum, junto con H. androsaemum, H. foliosum e H. hircinum. Hasta el 

momento, la sección Androsaemum ha destacado por la ausencia de hipericina y 

pseudohipericina (Mathis y Ourisson, 1963; Kitanov, 2001; Avato, 2005), lo cual está 

en consonancia con los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral.  

Por ello, y en ausencia de naftodiantronas, podemos sugerir que los flavonoides 

encontrados en el estudio fitoquímico de esta especie son responsables, al menos en 

parte, de la actividad antidepresiva observada, ya que estos compuestos han mostrado 

efectos antidepresivos en trabajos de investigación llevados a cabo con la especie 

Hypericum perforatum (Butterweck y cols., 2000, 2003; Nöldner y Schötz, 2002). 

Asimismo, la interesante actividad antidepresiva encontrada para la fracción 

clorofórmica podría ser debida, en parte, a los compuestos poliprenilados derivados del 

benzoilfloroglucinol encontrados en la misma. 

En definitiva, los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que los 

diferentes extractos y fracciones ensayados del Hypericum grandifolium tienen 

propiedades analgésicas, antiinflamatorias y antidepresivas en roedores, mostrando nula 

o ligera acción sedante, siendo responsables de dichas acciones los compuestos 

polifenólicos (flavonoides y derivados poliprenilados del beonzilfloroglucinol) 

detectados en la misma. Estos resultados evidencian el potencial terapéutico de esta 

especie y confirma algunos de usos en la medicina popular.  
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5.2. FLAVONOIDE Y DITERPENOS DE TIPO CLERODANO AISLADOS DE 
DIFERENTES ESPECIES DE LOS GÉNEROS SALVIA Y TEUCRIUM 

En la presente Tesis Doctoral se llevó a cabo el estudio de las propiedades 

analgésicas y antiinflamatorias en ratones de una flavona y cinco diterpenos de tipo 

clerodano aislados de especies de los géneros Salvia y Teucrium, así como unas pruebas 

preliminares para ver sus posibles efectos sobre el sistema nervioso central. 

De los resultados obtenidos podemos deducir que todos los compuestos 

estudiados mostraron propiedades analgésicas de interés cuando se llevó a cabo el test 

de los estiramientos inducidos por ácido acético en ratones, ya que redujeron 

significativamente el número de estiramientos producidos por esta sustancia en los 

animales de experimentación, destacando entre todos ellos los compuestos 19-

acetilgnafalina y teucrina A, que presentaron valores de inhibición próximos a los 

mostrados por la indometacina (fármaco de referencia).  

Por otro lado, sólo la teucrina A mostró una ligera acción analgésica central en el 

test de tail-flick, ya que aumentó significativamente el tiempo de reacción en los 

animales de experimentación en esta prueba, si bien no alcanzó los valores obtenidos 

para la petidina (analgésico narcótico).  Como el resto de los compuestos no mostraron 

actividad en esta prueba podemos sugerir que la actividad analgésica observada en el 

test del ácido acético no es de origen central, sino que está mediada principalmente por 

un mecanismo periférico (Collier y cols., 1968; Ramabadran y cols., 1989; Srinivasan y 

cols., 2003; Rabanal y cols., 2005). 

Con respecto a la actividad antiinflamatoria, podemos deducir de los resultados 

obtenidos, que la mayoría de los productos mostraron una importante actividad 

antiinflamatoria tanto por vía intraperitoneal (test de la carragenina) como tópica (test 

del TPA), destacando los productos salvigenina y teuflina, cuya administración tópica 

produjo un porcentaje de inhibición superior al 58 %, valor próximo al mostrado por la 

indometacina (fármaco utilizado como referencia). 

En este caso, al igual que ocurrió con los extractos y fracciones del Hypericum 

grandifolium, los productos en estudio mostraron en general mayor actividad 

antiinflamatoria por vía tópica que por vía intraperitoneal, pudiendo explicarse estos 

resultados por el diferente mecanismo de producción del edema de los agentes 
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flogísticos usados (TPA o carragenina) o a que, en general, la administración tópica es 

una vía más efectiva por conseguirse concentraciones mayores del producto en el lugar 

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

Hay que comentar que la acción antiinflamatoria obtenida para tres de estos 

compuestos (teucrina A, 19-acetilgnafalina y eriocefalina) parece estar mediada 

principalmente por la inhibición de la actividad de la 5-lipoxigenasa, puesto que en un 

estudio in vitro realizado con anterioridad con estos compuestos sobre diversos 

parámetros del proceso inflamatorio se encontró que sólo afectaban la actividad de esta 

enzima sin modificar la actividad de la ciclooxigenasa ni la producción de óxido nítrico 

(De las Heras y cols., 2001).  

Por otro lado, el análisis de los datos tras el estudio de los posibles efectos sobre 

el sistema nervioso central puso en evidencia que los compuestos en estudio no 

presentaron actividad miorrelajante en el test de la tracción ni hipnótica sobre el sueño 

inducido por pentobarbital sódico, aunque algunos de ellos produjeron una ligera 

hipotermia y una disminución de la actividad motora espontánea.  

Vemos pues, que los productos estudiados presentaron propiedades analgésicas 

y antiinflamatorias de interés, sin mostrar acción sedante ni miorrelajante, si bien es 

difícil establecer una posible relación estructura química-actividad farmacológica. No 

obstante, son necesarias pruebas complementarias para conocer exactamente el 

mecanismo responsable de estas acciones. 

5.3. AETIOPINONA 

En trabajos anteriores se ha demostrado que la aetiopinona, un diterpeno 

naftoquinónico aislado de las raíces de Salvia aethiopis L., mostraba actividades 

antimicrobianas, citotóxicas, analgésicas en el test del ácido acético y el tail-flick, así 

como efectos antiinflamatorios en el edema inducido por carragenina y TPA en 

roedores, jugando un papel importante en su acción antiinflamatoria la inhibición de la 

enzima 5-lipoxigenasa (Hernández-Pérez y cols., 1995, 1999; Benrezzouk y cols., 2001; 

De las Heras y cols., 2001). 

En esta Tesis Doctoral se llevó a cabo el estudio de la actividad sobre el sistema 

nervioso central de este producto natural, encontrándose que presentó actividad 
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antidepresiva en el test de Porsolt a la dosis de 100 mg/kg p.o., puesto que redujo 

significativamente en un 24 % el tiempo en el cual el ratón permanece inmóvil, siendo 

esta actividad específica ya que a la dosis ensayada no modifica significativamente la 

actividad motora de los animales de experimentación (Bourin, 1990; Sánchez-Mateo y 

cols., 2002, 2005). Este compuesto, además, antagonizó la ptosis inducida por 

tetrabenacina, sugiriéndonos que podría presentar un cierto efecto alfa-adrenérgico o 

serotoninérgico (Bourin, 1990). 

Debemos comentar que la aetiopinona mostró una actividad antidepresiva de 

interés, sin producir efectos sedantes, hipotérmicos o miorrelajantes. No obstante, se 

necesitan pruebas complementarias para perfilar mejor el mecanismo de dicha acción.  
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1. Tras el estudio fitoquímico de la especie Hypericum grandifolium Choisy se ha 

visto que esta especie contiene diversos flavonoides (hiperósido, quercetina, 

quercitrina), compuestos poliprenilados derivados del benzoilfloroglucinol y una 

pequeña cantidad de hiperforina. 

2. Conviene resaltar que no se han detectado naftodiantronas (hipericina, 

pseudohipericina) en el extracto metanólico de Hypericum grandifolium, 

marcadores  quimiotaxonómicos más importantes del género Hypericum. Este 

hecho está en consonancia con otros trabajos en los que no se encuentra este tipo 

de compuestos en especies de este género pertenecientes a la sección 

Androsaemum (como es el caso de H. grandifolium). 

3. En general, los extractos ensayados de esta especie poseen una interesante 

actividad analgésica en roedores, destacando en este sentido el extracto 

metanólico y la fracción clorofórmica que presentaron acción analgésica tanto a 

nivel periférico como central. 

4. Con respecto a la actividad antiinflamatoria podemos decir que la mayoría de los 

extractos ensayados de esta especie poseen una interesante actividad, similar en 

algunos casos a la mostrada por los fármacos de referencia, destacando 

igualmente la fracción clorofórmica. 

5. En los ensayos realizados sobre el sistema nervioso central, todas las fracciones 

y subfracciones estudiadas de esta especie ejercieron efectos antidepresivos en el 

test de Porsolt, sin modificar de forma significativa la actividad locomotora, la 

temperatura corporal ni el tiempo de sueño inducido por pentobarbital sódico. 

6. Asimismo debemos destacar que  la fracción clorofórmica antagonizó la ptosis 

inducida por la tetrabenacina, mientras que la fracción butanólica potenció los 

efectos inducidos por el L-5-hidroxitriptófano. 

7. Los compuestos polifenólicos (flavonoides y derivados poliprenilados del 

benzoilfloroglucinol) parecen ser los responsables de las acciones analgésicas, 

antiinflamatorias y sobre el sistema nervioso central encontradas para la especie 

Hypericum grandifolium Choisy. 

8. Por otro lado, la flavona salvigenina y los diterpenos de tipo clerodano  teucrina 

A, 19-acetilgnafalina, eriocefalina, teucvina y teuflina aislados de diferentes 
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especies de los géneros Salvia y Teucrium mostraron todos, en general, una 

interesante actividad analgésica y antiinflamatoria in vivo, destacando los 

compuestos 19-acetilgnafalina y teucrina A en la actividad analgésica y los 

compuestos salvigenina y teuflina en la actividad antiinflamatoria, los cuales 

tienen un interesante potencial como antiinflamatorios al haber presentado en las 

pruebas realizadas una actividad similar a la mostrada por los fármacos 

utilizados como referencia.  

9. Igualmente los compuestos arriba mencionados poseen, en general, escasos 

efectos a nivel del sistema nervioso central, si bien algunos de ellos produjeron 

una ligera hipotermia y una disminución de la actividad locomotora de los 

animales de experimentación. 

10. Finalmente, el análisis global de los resultados obtenidos tras realización de los 

ensayos sobre el sistema nervioso central del diterpeno naftoquinónico 

aetiopinona nos permite concluir que este compuesto presenta actividad 

antidepresiva en el test de Porsolt y en el de la tetrabenacina en ratones, sin 

producir efectos sedantes, hipotérmicos o miorrelajantes. 
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