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RESUMEN

Esta tesis tiene el objetivo de realizar un estudio farmacoldgico para validar
cientificamente el uso etnobotdnico que los pueblos originarios mapuches dan a la
Fuchsia magellanica como tocolitica y antiespasmddica intestinal. Se compararon los
efectos de las hojas y flores de la especie nativa patagdnica (F.m-Sur) con los de la
especie naturalizada a nuestra regién (F.m BA). Como especie promisoria
fitoterapéutica, se hicieron los estudios botanicos morfo-anatdomicos de gran
importancia en la identificacién de drogas vegetales y la caracterizacién de los posibles
principios activos para ahondar en el estudio de los mecanismos de accién. El objetivo
farmacolodgico fue estudiar las propiedades mediante experimentos “ex vivo” en
intestino y Utero aislados de rata, y su actividad en modelos “in vivo” de transito
intestinal y conducta. Se realizaron curvas concentracion-respuesta contractil (CCR) en
intestino con el agonista colinérgico carbacol (Cbl), y en Utero con Cbl y serotonina
(5HT), en ausencia y presencia de diferentes concentraciones de las tinturas de las
F.m. de ambos origenes (Sur y BA). Se realizaron diversos protocolos para determinar
los mecanismos de accion “ex vivo”, y se compararon los estudios “in vivo” con
controles negativos de vehiculo y positivos de principios activos conocidos. Como
resultados se obtuvo que las tinturas de hojas y flores de F.m-Sur y F.m-BA se
comportaron como antiespasmadicas intestinales y tocoliticas, inhibiendo en modo no
competitivo a las CCR de los diversos agonistas, con ciertas diferencias de potencia
entre las 4 preparaciones. También las tinturas de hojas inhibieron en modo no
competitivo la CCR de Ca?* en intestino, sugiriendo que interfieren con el influjo de
Ca?* al musculo liso como principal mecanismo celular, y el efecto antiespasmédico se
manifestd “in vivo” en el test de transito intestinal en ratones a las dosis de 73.5 mg/kg
para F.m-Sur y menos activa a 62.5 mg/kg para F.m-BA. Ademas, las tinturas de hojas
exhibieron un leve efecto sedante en el test de campo abierto en ratones, pero no
mostraron actividad ansiolitica en el laberinto en cruz elevado. En su composicién fue
detectada la presencia de flavonoides como vitexina, quercetina, isoquercitrina vy

canferol en la F.m-Sur y de quercitrina e hiperésido en la F.m-BA, algunos de los cuales



se han descripto como antiespasmaodicos. En conclusién, esta tesis demuestra la
actividad antiespasmaddica y tocolitica de las hojas y flores de Fuchsia magellanica, y
caracteriza su perfil botanico y fitoquimico, nunca antes reportado en bibliografia

cientifica, contribuyendo a validar su uso fitoterapéutico.

Palabras clave: Fuchsia magellanica, tocolitico, antiespasmadico, bloqueante de

calcio, intestino, Utero, micrografia, flavonoides, hiperosido, quercitrina.

Abreviaturas:

Ach (acetilcolina), AMPc (adenosin monofosfato ciclico), BA (Buenos Aires), Ca
(calcio), Cbl (Carbacol), CCR (Curva concentracidon respuesta), DAG (diacilglicerol),
DMAPP (dimetilalil pirofosfato), F.m. (Fuchsia magellanica), 5-HT (serotonina), HPLC
(Cromatografia liquida de alta eficiencia), ICC (células intersticiales de Cajal), IP3
(inositol-trifosfato), IPP (isopentenil pirofosfato), MKCL (miosinaquinasa de cadena
liviana), NO (o6xido nitrico), PDE (enzima fosfodiesterasa), PG (prostaglandinas), PIP
(fosfoinositoles de membrana), PKC (proteinquinasa C), RS (reticulo sarcopldsmico),

TEA (tetraetilamonio), TLC (cromatografia de capa delgada), TTX (tetrodotoxina).



1. INTRODUCCION



1.1. Uso de plantas medicinales através de la historia

El uso de las plantas medicinales comienza con la historia del hombre. Casi
todas las culturas de la antigliedad hasta la actualidad han utilizado las plantas como
fuente de medicinas y jugando un importante papel en la curacién empirica
(Deshpande & Bhalsing, 2013). Con la busqueda de curar sus enfermedades vy
dolencias y con la relacion que siempre el hombre tuvo con la naturaleza, ha ido
observando, probando y mejorando los procesos de obtencién hasta el punto de llegar

a las formas farmacéuticas que encontramos hoy en dia.

Libroiens Tuirng. B Ve rocsi Bevew Too 57

Figura 1. Fragmento del Ebers Papyrus (Fuente: New World Encyclopedia, 2011)



Se han encontrado evidencias del uso de plantas medicinales, documentos
escritos, monumentos preservados e incluso fitomedicinas originales, desde hace
aproximadamente 5000 afios. En una loza de arcilla sumeria de Nagpur, civilizacién
antigua ubicada en lo que es hoy territorio iraqui, se pueden ver 12 recetas para la
preparacién de drogas de mas de 250 plantas diferentes, algunos de ellos de alcaloides
hoy ampliamente conocidos como la amapola (Papaver somniferum), el belefio negro
(Hyoscyamus niger) y la mandragora (Mandragora atumnalis) (Bauer, 2012). La
farmacopea egipcia de 1550 A.C. dejé registro con el Ebers papyrus (Fig. 1) de un
amplio conocimiento médico y del cuerpo humano, asi como del uso de mas de 700
sustancias usadas para curar enfermedades, la mayoria de ellas provenientes de
plantas (New World Encyclopedia, 2011). Asi, las plantas fueron el origen de las
medicinas milenarias y tradicionales de todo el mundo, fuente de los primeros
farmacos aislados y purificados, como la morfina, la dextrocurarina, la atropina, la

hiosciamina, la pilocarpina, entre otros.

En la Edad Media la demanda por los compuestos farmacéuticos hizo que de
las formas farmacéuticas primarias usadas hasta ese momento (infusion, decoccién y
maceracién) se pasara a otras formas con sélidos, como las suspensiones y los sellos,
antecesores de los comprimidos. Se buscaron entonces nuevos principios activos para
formular. El siglo XIX fue un momento crucial para el desarrollo de los fitofarmacos ya
gue se dio inicio al aislamiento y purificacién de compuestos provenientes de plantas
como la amapola (1806), ipecacuana (1817), quinina (1820), granada (1878), entre
otras (Bauer, 2012).

Con los afios se evoluciond al aislamiento de glicésidos, lo cual dio inicio a la
farmacéutica quimica, que fue perfeccionando los métodos al punto que hoy se aislan
de plantas taninos, saponinas, aceites, vitaminas, flavonoides, alcaloides,
fitohormonas, etc (Bauer, 2012). Al dia de hoy se han aislado al menos 12.000
compuestos de diferentes plantas, lo que se estima que representaria alrededor de un
10% de los compuestos presentes en plantas (Tapsell et al. 2006). De estos

compuestos aislados han nacido muchas drogas que hoy se comercializan alrededor
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de todo el mundo tales como aspirina, taxol, digoxina, quinina, salicilatos y morfina,

entre otros.

Aun coexistiendo con los farmacos de sintesis, las propiedades medicinales de
las especies de plantas han hecho una contribucion destacada en el origen vy la
evolucién de muchas terapias tradicionales a base de hierbas, abriéndose camino
como una rama de la medicina comunmente Ilamada medicina herbal, o Fitoterapia
(Deshpande & Bhalsing, 2013). La medicina herbal es aquella que usa la planta entera,
sus partes de manera cruda, o sus principios activos en preparaciones magistrales o

como productos refinados para el tratamiento de las enfermedades (OMS, 2013).

Hoy en dia, a pesar del avance de la quimica farmacéutica sintética, las plantas
medicinales siguen siendo importantes para la economia mundial, ya que
aproximadamente el 85% de los preparados de medicina tradicional implica el uso de
plantas o extractos de plantas. Alrededor del 80% de la poblacion mundial usa la
fitoterapia para suplir las necesidades diarias en enfermedades de bajo riesgo,
basdandose en la medicina popular o ancestral, debido a la escasez, lejania y altos
costos de la medicina ortodoxa (Fabricant & Farnsworth, 2001; Deshpande & Bhalsing,

2013).

En los Ultimos afios las plantas medicinales han recuperado un amplio
reconocimiento con una creciente confianza en la medicina herbal, debido a los
menores efectos secundarios en comparacion con la medicina alopatica.
Recientemente, las sustancias derivadas de las plantas han adquirido gran interés
debido a sus aplicaciones versatiles, por lo cual se realizan estudios sobre la
efectividad de las plantas medicinales, sus compuestos activos y los posibles efectos
secundarios. Consecuentemente, en la actualidad la mayoria de las farmacopeas
describen las drogas vegetales, incluso algunos paises tienen farmacopeas herbales

por separado (Bauer, 2012; Capasso et al. 2003).

Por lo anterior nace la importancia del estudio riguroso y dedicado de las
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plantas medicinales empleadas de manera tradicional, que permite verificar y validar
los usos ancestrales, a la vez que clarifica sus posibles actividades y enriquece el
conocimiento farmacéutico al vislumbrar nuevos compuestos activos o incluso nuevas

indicaciones para compuestos ya aprobados.

1.2.Uso de Plantas Nativas en la Republica Argentina

El estudio de las plantas nativas empleadas como plantas medicinales
tradicionales, ha recobrado interés durante los ultimos afios, no solo con el objetivo de
comprender y rescatar el conocimiento de los pueblos originarios, sino también como
parte del interés que han despertado en las sociedades de todo el mundo los
productos naturales. Se debe tener en cuenta que el proceso de exploracién vy
adquisicién del conocimiento etnobotanico medicinal no es un suceso fortuito o al
azar, sino el resultado de complejas légicas que integran lo ambiental, con lo empirico

y lo cultural (Messer, 1991; Molares & Ladio, 2008).

Argentina ha estado poblada por gran cantidad de etnias indigenas, que a
través de los afios han intercambiado territorios, conocimientos e incluso han
establecido redes comerciales. Algunos de estos pueblos son: Atacama, Ava Guarani,
Aymara, Chané, Charrua, Chorote, Chulupi, Comechingdn, Diaguita-Calchaqui, Guarani,
Huarpe, Kolla, Lule, Maimarda, Mapuche, Mbya Guarani, Mocovi, Omaguaca, Ona,
Pampa, Pilagad, Quechua, Rankulche, Sanavirdon, Tapiete, Tehuelche, Toba, Tonocote,
Tupi Guarani, Vilela, Wichi (INDEC, 2010). Todos ellos han tenido una rica tradicién de
uso de plantas nativas como medicinales. La etnia Mapuche es la mas numerosa de la
Patagonia Argentino-Chilena, al ser una fusién cultural de las poblaciones indigenas a
las que han absorbido, como la Tehuelche, creando subgrupos ubicados a lo largo vy
ancho de La Patagonia (Ladio, 2006; Molares & Ladio, 2009). El pueblo mapuche tiene
un gran conocimiento del uso de plantas de las regiones que habitd, abarcando desde
aquellas que crecen en su regién originaria de selva humeda patagdnica hasta las
tipicas de la meseta seca ubicada al Este, que ocuparon con posterioridad en tiempos
en que criaban ovejas (Molares & Ladio, 2009). Este pueblo se extiende en una amplia
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zona y ha sufrido cambios socio-culturales importantes a través del tiempo, por lo que
ha sido objeto de interesantes estudios etnobotanicos (Molares & Ladio, 2009). Se

abordard este tema en la seccion 2.2.

1.3. Fuchsia magellanica

Fuchsia magellanica Lam. pertenece a la familia Onagraceae y al género
Fuchsia, siendo autoctona de Chile y Argentina donde crece endémicamente en la
region andino-patagdnica, pero ha sido naturalizada en la mayor parte del pais. Se la
conoce con el nombre vulgar de chilco, aljaba, fucsia, o Chillcoagu para los Mapuches
(Berry, 1989; Massardo & Rozzi, 1996; Villagran, 1998). F. magellanica es una planta a
la cual no se le ha dado mucha importancia cientifica, sin embargo estd presente en

diferentes trabajos etnobotdnicos que resaltan su uso medicinal.

Como planta medicinal de los pueblos originarios F. magellanica es
predominantemente empleada contra las dolencias gineco-obstétricas. Siendo una
planta silvestre, se encuentra en un area de recoleccion menor a los 1000 m dentro
del bosque andino patagonico, y es la planta medicinal mas reportada para este uso
por los pueblos originarios (Estomba et al. 2006). Esto la hace una planta de interés
farmacoldgico y resulta relevante su estudio experimental de manera que se pueda
validar el uso tradicional que se le ha dado y que se puedan determinar las
caracteristicas morfo-anatémicas y quimicas que permitan su identificacién posterior.

Se abordard este tema en la seccion 2.3.

1.4. Farmacognosia

La mayoria de las plantas contienen una variedad de productos
fitofarmacéuticos, que han encontrado aplicaciones muy importantes en los campos
de la agricultura, la medicina humana y veterinaria. Los metabolitos secundarios de las
plantas medicinales son también recursos empleados como componentes de los

medicamentos de la medicina tradicional, de los nutracéuticos, suplementos



alimenticios, productos intermedios farmacéuticos o entidades quimicas para las
drogas sintéticas. Las plantas medicinales han proporcionado a la medicina moderna
numerosos agentes terapéuticos. Los productos naturales desempefian un papel
dominante en el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento y la prevencion de
enfermedades. Estimdandose que mas del 25% de los medicamentos modernos se

derivan directa o indirectamente de las plantas (Deshpande & Bhalsing, 2013).

La rama que se encarga de estudiar estos medicamentos derivados de fuentes
naturales es la Farmacognosia, cuyo trabajo es principalmente el de estandarizacion,
autenticacién y estudio de drogas naturales. La mayor parte de la investigacidon en
Farmacognosia se ha hecho en la identificacion de especies polémicas de plantas, la
autenticacion de las plantas medicinales tradicionales de uso comun a través de
analisis morfoldgico, fitoquimico y fisico-quimico. El estudio farmacogndstico incluye
parametros que ayudan a identificar la droga en forma de polvo seco, para detectar
posibles adulteraciones, asegurando la identidad de la planta. Este paso es necesario
para lograr la eficacia de la droga y los productos naturales, y su seguridad, es decir
gue no aparezca toxicidad o efectos adversos provenientes de un adulterante. Segun
Choze (2004) y Chanda (2014) los parametros de normalizacion farmacogndstica

incluyen a las siguientes determinaciones:

1.4.1. Estudio macroscopico de la planta

La descripcién morfoldgica de las partes de la planta que se ven a simple vista o
con la ayuda de una lente de aumento, este estudio es de relevancia Unicamente en

los casos donde se tienen las partes enteras de la planta.

1.4.2. Estudio microscopico de la planta

El estudio anatdmico se realiza tomando la seccién apropiada de las partes de
la planta bajo estudio y haciendo un analisis microscopico de sus caracteristicas, se

puede anotar cada cardcter distintivo, algunos de los cuales se conservan también en



el estudio de la droga en polvo. Para este estudio se hace uso de algunos productos
quimicos que se utilizan para la obtencién de secciones claras e identificacién de
algunas macromoléculas (floroglucinol, hidrato de cloral, safranina, naranja de metilo,

lugol, yodo, entre otros).

1.4.3. Andlisis fitoquimico

El polvo en bruto o los extractos vegetales en diferentes disolventes se
someten a pruebas para diversos fitoconstituyentes presentes en ellos mediante
procedimientos estandar. Por lo general se comprueba la presencia de alcaloides,
flavonoides, taninos, fenoles, glucdsidos cardiacos, triterpenos, esteroides y saponinas.
Este andlisis hace uso de diferentes técnicas cromatograficas como son la
cromatografia en columna, cromatografia en capa delgada (TLC) y la cromatografia

liquida de alta eficacia (HPLC).

El proceso de estandarizacion puede conseguirse mediante estudios
farmacogndsticos escalonados como se ha indicado anteriormente. Estos estudios
ayudan en la identificacién y autenticacion del material vegetal. Dicha informacion
puede actuar como referencia para la correcta identificacién de una planta particulary
también sera util para hacer una monografia de la planta para su difusion en
farmacopeas fitoterapéuticas. Este conocimiento contribuye a la estandarizacién del
fitoterapico y actla como una herramienta para detectar adulterantes y sustituyentes,
y mantener la calidad, reproducibilidad y eficacia de los farmacos naturales. La parte
terapéutica de la planta puede ser cualquier parte de la planta; la hoja, la semilla, el
tallo, la corteza del tallo, la raiz, la corteza de la raiz, la flor, el rizoma, |la cascara de la
fruta o la fruta, el tubérculo, etc. (Chanda, 2014) y se ajusta su andlisis de acuerdo a la

parte que se esté estudiando.

La importancia de la Farmacognosia radica en que es aplicable a la industria
farmacéutica, la cual puede emplear los metabolitos secundarios de las plantas
medicinales como materia prima o en el descubrimiento de moléculas nuevas. Por otra
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parte, sélo un numero limitado de plantas medicinales han recibido un escrutinio
cientifico detallado, lo que llevé a la Organizacion Mundial de la Salud a recomendar
que esta area sea exhaustivamente investigada (Deshpande & Bhalsing, 2013).
Finalmente, se requiere de la Fitofarmacologia para estudiar cientificamente la accién
farmacoldgica de la planta medicinal o los productos aislados, y conocer su mecanismo
de accion. Esta disciplina adapta las metodologias clasicas en diversos sistemas (in vivo,
ex vivo e in Vitro) al estudio de los diversos extractos de plantas medicinales o sus

principios activos.



2. ANTECEDENTES
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2.1. Pueblos originarios de la Patagonia chilena yargentina

Patagonia es la regién a la cual llegé la expedicion de Hernando de Magallanes
en 1520, momento en el que por primera vez hicieran contacto con los indigenas, a
quienes denominaron Patagones (Musters, 1964). En la cultura tradicional, desde la
publicacién de Antonio Pigafetta “La primera vuelta al mundo” de 1520, se dice que el
nombre Patagones se debidé a que Magallanes observd los grandes pies de los
indigenas que eran debido a que los cubrian con grandes pieles, y los llamo pata gau,
gue quiere decir pata grande, en Portugués. Asi, se derivd el nombre a la region

habitada por los Patagones como Patagonia.

Ameérica del Sur Patagonia

N

1]

i Comunidades

T Argentina @ Cayulef
i{ e
50 @® Nahuelpan
@ Lago
k Rosario
558 -
[ ] Estepa patagénica
Il Bosque Sub-Antartico 300Km

Figura 2. Mapa esquematico de la Patagonia argentino-chilena y distribucién de las

principales comunidades mapuches (Fuente: Molares & Ladio. 2012)
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Actualmente la region de la Patagonia estd delimitada por el norte en la
desembocadura del rio Calle-Calle al Océano Pacifico, a la altura de Valdivia, Republica
de Chile, siguiendo en direccion noreste hacia la cordillera de Los Andes y cruzando al
territorio de la Republica Argentina, donde es Ilamada Patagonia Oriental, y es limitada
al norte por el Rio Colorado. Al sur la region Patagdnica limita con el Océano Pacifico
por el oeste y con el Océano Atlantico por el este, hasta que estos dos Océanos se
encuentran en las zonas de Magallanes y Cabo de Hornos, e incluye la isla Grande de
Tierra del Fuego y la isla de los Estados al este (Said, 2012). Geograficamente esta
formada por mesetas que culminan en la costa Este atldntica en forma de altos
acantilados que sufren grandes altibajos de las mareas. Es cruzada de oeste a este por
algunos rios que nacen en la cordillera de los Andes y se unen como afluentes a
grandes rios, que desembocan en el Océano Atlantico, de los cuales se destaca el Rio
Negro. La region patagonica abarca desde bosques lluviosos en el oeste hasta estepas
semi-desérticas hacia el este, y conserva una alta proporcion de areas naturales poco
habitadas que coexisten con otras mas alteradas y sometidas mayormente al pastoreo

de ganado doméstico (Ladio, 2006).

La region patagdnica ha estado ocupada por gran cantidad de etnias indigenas,
dentro de las cuales resaltan los mapuches provenientes del oeste de la cordillera de
los Andes, los tehuelches que estaban afincados en el este de los Andes hasta la actual
provincia de Buenos Aires y fueron llamados también patagones, y en el extremo sury
las islas estaban los onas o selknam, los yaganes y los alacalufes. Sin embargo, con los
afios los pueblos mas pacificos como los tehuelches fueron invadidos y absorbidos por
las tribus mas aguerridas que eran los mapuches del oeste. Por otra parte, los onas y
otras etnias de la Tierra del Fuego e islas del sur sobrevivieron hasta fines del siglo XIX,
llegando a ser estudiados por Darwin, pero se extinguieron por las enfermedades
provenientes de los europeos, como la viruela. Las etnias patagodnicas sobrevivientes,
especialmente mapuches, continlan con sus practicas de exploracion, recoleccion y
uso de los ambientes ecoldgicos para la busqueda de alimentos y plantas medicinales

(Ladio & Lozada, 2004). Un ejemplo importante es el subgrupo de los pehuenches que
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son el grupo recolector mas importante de la etnia Mapuche, conocidos por el uso de
los pifiones del pehuén como parte fundamental de sus dietas (Ladio, 2006). También
mantienen conocimientos importantes sobre la flora local, a pesar del avance de la
urbanizacion (Estomba et al., 2006). Sin embargo se ha encontrado que las
generaciones mas jovenes han ido perdiendo significativamente el conocimiento
respecto a las diferentes plantas medicinales y esto ha conllevado a la disminucion en
su uso (Molares & Ladio, 2009). La pérdida de interés en los conocimientos
tradicionales y el aumentado interés por ser parte del mundo desarrollado se ha
relacionado principalmente con la unién de las tribus con el mundo occidental,
perdiendo la conexion con sus tradiciones y costumbres, ademas del desarraigo de sus
tierras nativas (Estomba et al., 2006). Eso los llevo a abandonar las practicas agricolas
que estan fuertemente ligadas con el uso de las plantas medicinales (Molares & Ladio,
2009). Trabajos etnobotdanicos, y en parte también esta tesis, tratan de rescatar estos
conocimientos ancestrales y darles valor frente a la comunidad cientifica de manera

gue sus usos sean validados y aplicados.

2.2.El pueblo mapuche

Figura 3. Campamento del pueblo patagdn (fuente: NOAA photo library).
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El pueblo Mapuche, cuya etimologia significa "hombre de la tierra", habita la
franja territorial comprendida desde el sur del desierto de Atacama en territorio
chileno, hasta la zona entre el norte de Neuquén y el noroeste de Rio Negro,
incluyendo el oeste de Chubut, en la Patagonia argentina (Alonso, 2004). La Figura 2
muestra que habitan las tierras que se extienden desde los 37° hacia el sur, y son el
resultado de la fusion cultural de distintas comunidades que habitaron originalmente
la region de los bosques templado-frios del sur de los Andes (De Mdsbach, 1992,

Molares & Ladio, 2012).

Son cazadores, horticultores y recolectores de los bosques patagdnicos, pero
desde la conquista espafiola han sufrido grandes cambios, dentro de los cuales se
convirtieron en pastores montados, que viven lejos de sus tierras ancestrales. Sin
embargo y a pesar de la perdida de conocimientos ancestrales, el uso de plantas
silvestres comestibles y medicinales siguen siendo una caracteristica esencial de su

tradicién cultural (Molares & Ladio, 2009; Eyssartier et al, 2008).

2.2.1. El pueblo Mapuche y el uso de plantas medicinales

Al igual que en los diferentes pueblos originarios de la Patagonia, el
chamanismo ha sido el principal protagonista entre las creencias magico-religiosas de
este pueblo, siendo las plantas una parte esencial de los distintos rituales. Estos
rituales son ejecutados por la "machi” o "yerbatera' quien tiene una fuerte presencia
en todos los actos sociales, resultando ser un intermediario entre los dioses (huenu
mapu) y los indigenas. Tiene también el rol de médico y es consultado cuando los
problemas de salud se consideran relacionados con enfermedades del alma o los

factores sobrenaturales (Alonso, 2004; Ladio et al, 2007).

El conocimiento tradicional sobre plantas es aprendido y trasmitido
socialmente entre los integrantes de la tribu, principalmente de padres a hijos, aunque

también surge de la experiencia personal que resulta de la interaccidn con su contexto
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ambiental (Ladio, 2006). Una técnica para mantener estos conocimientos es la de
llevar los nifios al campo, colaborando en las tareas de recoleccién de plantas y al
mismo tiempo aprendiendo modos de reconocerlas, extraerlas y transportarlas hasta
el hogar (Richeri et al, 2013). Son los padres quienes juegan un papel fundamental en
la transmision de estos conocimientos en las primeras etapas de la vida. Sin embargo,
el uso de plantas silvestres es parte de la actividad socio-cultural a lo largo de toda la
vida, donde los maestros juegan un importante papel en el mantenimiento y
preservacion de las tradiciones, utilizando la apreciacion dada por la comunidad como
criterio para la importancia de las plantas silvestres. Sin embargo, la fusion de la
cultura mapuche con la cultura occidental, el uso de medicinas alternativas por otras
comunidades (como la nuestra) y la importancia socio-econdmica dada a una planta
en especifico a nivel mundial, moldean la importancia y preservacién de los

conocimientos tradicionales de las plantas silvestres (Ladio & Molares, 2013).

Hoy en dia la herbolaria mapuche no sélo estd formada por el conocimiento
tradicional, sino que ha ido introduciendo conocimiento no tradicional, tal que entre
las especies nativas y exoéticas de plantas ha llegado a estar compuesta por mas de 500
especies (Molares & Ladio, 2009). Se ha comprobado entonces que la introducciéon de
estas plantas exoticas naturalizadas complementa la oferta de plantas medicinales

nativas construyendo una herbolaria mucho mas versatil y rica (Richeri et al, 2013).

Aunqgue la poblacion mapuche es amplia y estda compuesta por diferentes
comunidades separadas entre si, el uso de las plantas medicinales y comestibles es
similar entre esas comunidades. Se han determinado patrones similares en las formas
de cultivo, usos y partes de la planta usadas. Se ha encontrado también que la
variedad de plantas empleadas con fines medicinales es mayor que la aplicada a fines
comestibles, en base al uso de plantas silvestres en ambientes ecolégicos cercanos y
aun cuando hay plantas que tienen ambas funciones (Ladio et al, 2007). Los ambientes
de recoleccion se dividen segln sus caracteristicas ambientales y su lejania a la

comunidad. Las plantas medicinales también pueden ser conseguidas al comerciar con
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otras comunidades cuyos ambientes de recoleccién van a ser diferentes, dando acceso
a especies distintas (Ladio, 2006). Para las pequefias comunidades localizadas en zonas
aridas y de climas hostiles la recoleccién de plantas para todo el espectro de dolencias
requiere de un gran esfuerzo. Es por esto que las especies empleadas en estos casos
son seleccionadas en funcién de costos y beneficios (Estomba et al., 2006; Ladio,
2006). La recoleccién y el cultivo de plantas medicinales les dan autosuficiencia a las
comunidades, implicando el uso de conocimientos que han sido perfeccionados con
los afios y que ahora hacen parte fundamental de su subsistencia de una manera
independiente. Ademds aquellas plantas que tienen una mayor dificultad de ser
obtenidas del ambiente en que crecen, o cuya disponibilidad depende de los ciclos

estacionarios, son secadas y almacenadas (Richeri et al, 2013).

Las especies nativas que utilizan las comunidades mapuches estan asociadas a
largas distancias de recoleccion, puesto que no han sido naturalizadas y se mantiene
su crecimiento en los nichos ecoldgicos naturales. Por el contrario, las plantas exdticas
suelen recolectarse en sitios cercanos a los asentamientos, como producto de su
naturalizacion o su cultivo (Ladio et al., 2007; Richeri et al, 2013). Al implicar largos
recorridos, la recoleccion de plantas silvestres suele estar asociada con otras
actividades, de manera que los gastos energéticos de busqueda se comparten con

otras tareas como el pastoreo y la trashumancia (Richeri et al, 2013).

Es importante tener en cuenta que el valor dado por las comunidades a las
plantas es principalmente utilitario, y consideran que solo merecen nombre las plantas
gue le son utiles (o aquellas que les molestan). En algunas ocasiones puede pasar que
le dan el mismo nombre a plantas diferentes pero que tienen la misma aplicacién. Las
plantas que les son prescindibles no tienen nombres propios sino que se les asignan

nombres genéricos segln su apariencia (De Mdsbach, 1992).

Las principales familias de aquellas plantas utiles coinciden con las principales

familias que dominan la region fitogeografica, de las que se resaltan las familias
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Fabaceae, Asteraceae, Zygophyllaceae y Anacardaceae (Ladio & Lozada, 2009). Sin
embargo, la region patagdnica es muy rica en plantas medicinales, por lo que emplean
plantas de algunas otras familias. En los huertos mapuches se destacan el romero, la
ruda, el laurel o la melisa, el canelo “voigue” (Drimys winteri) es sagrado e interviene

en la mayoria de los ritos ceremoniales (Alonso, 2004).

Otras especies muy empleadas por los mapuches son manzanilla (Anthemis
cotula), pehuén (Araucaria araucana), chilca (Baccharis salicifolia), calafate (Berberis
darwinii), pafil (Buddleja globosa), té de burro (Criptantha albida), cafia colihue
(Chusquea culeou), ciruelillo (Embothrium coccinea), pincopinco (Ephedra frustillata),
cola de caballo (Equisetum bogotense), pichoga (Euphorbia collina), frutilla (Fragaria
chiloensis), chilco (Fuchsia magellanica), maiten (Maytenus boaria), lenga (Nothofagus
pumilio), pillo-pillo (Ovidia andina), llantén (Plantago lanceolata), zarzaparrilla (Ribes
magellanicum), laura (Schinus patagonicus), cerraja (Sonchus oleraceus), barba
capuchino (Usnea barbata), valeriana (Valeriana lapatifolia) (Alonso, 2004), ala de loro
(Monttea aphylla), chafiar (Geoffroea decorticans). Todas estas son usadas en la
medicina primaria familiar o con propdsitos ceremoniales, ambos casos conectados

fuertemente con un contexto espiritual (Ladio & Lozada, 2009).

Estas familias y especies no han sido elegidos por casualidad, sino por un
razonamiento que va de lo simbdlico a lo empirico, llevando a conocimientos
elementales de botanica y quimica, resultando en una amplia biblioteca de plantas
medicinales cuidadosamente seleccionadas, mantenida por transmisién cultural
(Molares & Ladio, 2009). Dentro de esta herbolaria predominan las plantas usadas
para afecciones gastrointestinales, respiratorias, procesos dolorosos o inflamatorios y
plantas con usos digestivos, antifebriles, hepaticos, urinarios y antitusigenos, ya que
son afecciones facilmente tratables en las casas, utilizandose principalmente en

infusiones calientes o agregadas al mate (Ladio, 2006; Richeri et al, 2013).
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2.3.Fuchsia magellanica como planta medicinal

Fuchsia magellanica Lam. pertenece a la familia Onagraceae y es conocida
principalmente con los nombres vulgares de fucsia, chilco y aljaba. Los integrantes del
pueblo Mapuche la conocen con el nombre de chilko, que significa acuoso o
aguachento. El origen del nombre ha sido debatido ya que en algunos casos se dice
gue es debido a que crece cerca del agua, pero en otros se le interpreta como una

cualidad del fruto (De Mdsbach, 1992)

Es una planta autdctona de la region andino-patagdnica, encontrandose mas
abundante en el sur. Crece en las riberas de rios, lagos y quebradas, y en general en
sitios en los que la humedad es muy alta (Aukanaw, 2010; De Mdosbach, 1992). En los
bosques suburbanos de Austrocedrus chilensis (ciprés de la cordillera) autdctono de la
Patagonia argentina, como en Bariloche, los frutos de F. magellanica son usados como
alimento, siendo la Unica especie de la familia Onagraceae reportada como alimenticia
(Rapoport & Ladio, 1999). También es una planta de importancia medicinal para las

diferentes comunidades mapuche (Ladio et al, 2007).

Las hojas se usan como diurético, para lo cual se toma la decoccidon cuando aun
estd caliente. Como emenagogo y para los partos dificiles se machucan las hojas
tiernas y se toma su jugo mezclado con agua tibia, tanto durante el parto como poco
después del mismo, tal que la mujer mapuche solo bebe este zumo. Para el uso como
diaforético se hace una mezcla de las hojas machacadas de chilko, palki (Cestrum
parqui) y koyamlawen (Pilea elegans), con esta mezcla se prepara una infusion y se
bebe. Las flores son usadas como febrifugas, diuréticas y purgantes al beberse en
infusién, y para las quemaduras se aplican compresas embebidas en esta infusion de
flores. Para usar como emenagogo se hierve una pequefia cantidad de hojas vy flores
en vino y se toma por copitas. Los mapuches recomiendan moderacién en el uso de
esta planta para los partos dificiles, porque se le atribuyen propiedades emenagogas
en dosis pequefias y abortivas en dosis mayores (Rodriguez et al., 1994; Dominguez,

2010; Aukanaw 2010).
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Ademas de las comunidades patagdnicas se ha encontrado el uso de F.
magellanica por comunidades ecuatorianas, quienes emplean las hojas en infusion y la
beben como diurético o para problemas renales; siendo también aplicada tépicamente
en heridas como desinfectante (Tene et al, 2007). En el norte de Argentina la corteza
se toma en infusién como purgante y ha sido reportada en el uso contra el “empacho”

que es definido como una indigestion (Campos-Navarra & Scarpa, 2013).

24.Antecedentes botdnicos

F. magellanica pertenece a la familia Onagraceae y al género Fuchsia, es
autdctona de Chile y Argentina donde crece endémicamente en la regién andino-

patagodnica, pero ha sido naturalizada en la mayor parte del pais.

Es un arbusto erguido de 3 a 5 m de alto, con ramas marrones a rojizas, con
hojas opuestas membranosas, eliptico-ovaladas, con flores solitarias, pedunculos
filiformes, colgantes, con sépalos generalmente carmesi o raramente de color rosa

palido, y pétalos purpuras o rosa palido (Berry, 1989).

Crece en matorrales humedos y margenes o en los claros de bosques,
generalmente cerca del agua. Se encuentra distribuida a lo largo de los Andes del sur
de Chile y Argentina en la region de la selva fria valdiviana, que es una de las dos
regiones de mayor incidencia de Iluvias de Argentina, asi como en la costa del Pacifico
desde Valparaiso hasta el sur de Tierra del Fuego. En altitud, crece desde el nivel del
mar hasta los 1750 m.s.n.m. Florece principalmente de diciembre a marzo, de vez en
cuando a principios de octubre y todavia en abril. Es ampliamente cultivada en todo el
mundo y naturalizada como ornamental en partes de América del Sur, este de Africa,

Nueva Zelanda, Irlanda y Hawai (Berry, 1989).

2.5.Antecedentes fitoquimicos

Los analisis quimicos de F. magellanica se iniciaron en la década de 1970,
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aislandose heterdsidos como el 3,5-diglucésido de pelargonidina, peonidina,
malvidina, delfinidina, petunidina, cianidina y antocianos acilados. Se concluyd que las
corolas y sépalos de la planta contienen flavonoles y flavonas, pero las hojas presentan
glicdsidos de quercetina, apigenina, luteolina y canferol (Crowden et al. 1977, Goto &

Kondo, 1991).

La propiedad de facilitar la menstruacién (emenagogo) puede deberse a
su contenido de flavonoides y antocianos, ya que estos compuestos tienen la
capacidad de mejorar los sintomas de fragilidad y permeabilidad capilar, reforzando la
pared endometrial y facilitando el desprendimiento del tejido vascular menorragico.
Se sostiene, ademds, que la actividad de estos glucdsidos estd asociada a que
incrementan la participacion del coldgeno de la pared vascular en el control de la
permeabilidad (Mufioz et al. 2004). Esto puede deberse al efecto de inhibicién de la

degradacidn proteolitica por las enzimas elastasa y colagenasa (Bruneton, 1995).

2.5.1. Polifenoles y Terpenoides

Los polifenoles son metabolitos secundarios derivados de la ruta del acido
shikimico. Su importancia reside en su accion antioxidante, que parece ser la
responsable de su capacidad para reducir el riesgo de contraer enfermedades
cardiovasculares y cancer (Arts & Hollman, 2005). Presentan efectos vasodilatadores,
son capaces ademas de mejorar el perfil lipidico y atentan la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL). También hay evidencia de los efectos
antiinflamatorios, y estos compuestos son a su vez capaces de modular los procesos
de apoptosis en el endotelio vascular (Quifiones & Aleixandre, 2012). Por estas
razones no es de extrafiarse que los polifenoles estén entre los productos de origen
natural con aplicaciones valiosas en la medicina tradicional (Hernandez & Prieto,

1999).

Los terpenoides o isoprenoides se derivan de la fusidon de unidades isopreno

(C5) y se clasifican de acuerdo al nimero de unidades de isopreno que los forman. En
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plantas, los isoprenos basicos para la sintesis de los terpenos son el isopentenil
pirofosfato (IPP) o su isomero dimetilalil pirofosfato (DMAPP). Para su sintesis existen
dos vias, una es la ruta del mevalonato que se lleva a cabo en el citoplasma y la otra se
denomina como la ruta deoxi- xilulosa-fosfato (DXP) (Sepulveda-Jimenez et al., 2004).
Muchos terpenoides son comercialmente interesantes por su uso como aromas y
fragancias en alimentacion y cosmética, o por su importancia en la calidad de
productos agricolas. Otros compuestos terpenoides tienen importancia medicinal por
sus propiedades anticarcinogénicas, antiulcerosas, antimaldricas, antimicrobianas,

entre otros (Avalos & Perez, 2009).

En este trabajo se caracterizé la presencia en F. magellanica de los triterpenos
(C30); entre los cuales se encuentran algunos esteroides en forma de glicdsidos
(cardenolidos y saponinas), con importantes funciones en medicina y en la industria.
Las saponinas son triterpenoides o esteroides que contienen una o mas moléculas de
azUcar en su estructura, la adicién del grupo hidrofilico (azucar) a un terpenoide
hidrofobico da lugar a las propiedades surfactantes o detergentes que las caracterizan.
También se pueden presentar como agliconas, en cuyo caso se denominan
sapogeninas (Avalos & Perez, 2009). Las saponinas han mostrado tener diversas
actividades bioldgicas entre las que cabe destacar la accidn tipo detergente en las
membranas celulares, que puede cambiar la permeabilidad o incluso conducir a su lisis
o destruccion (actividades hemolitica, molusquicida e ictiotéxica). También se han
reportado actividades hipocolesterolémicas e hipoglucemiantes, por la formacién de
complejos con saponinas en el intestino, evitando su absorcion. Y tradicionalmente se
han usado como expectorantes por su accion tensioactiva mucolitica e irritante de las

mucosas, y también como diuréticas (Vieira, 2011).

2.6.Estudio de la actividad relajante del musculo liso

El tejido muscular es un tejido especializado para la contractilidad. Los
musculos estan compuestos por fibras que, gracias a la presencia de miofilamentos de
actina y miosina, durante la estimulacién se acortan en uno de sus ejes, generando
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tensidon en las inserciones de sus extremos o en una cavidad, y posteriormente se
relaja. El cuerpo humano tiene tres clases de tejido muscular que se diferencian entre
si por su estructura microscopica, distribucién, inervacion y funcion, el cardiaco, el
esquelético y el liso (Ham, 1975). Los musculos esquelético y cardiaco se consideran
de tipo estriado debido a la regularidad de sus miofibrillas. En cambio, el musculo liso

es no estriado, debido a que sus miofibrillas forman agrupamientos irregulares.

2.6.1. Funciones y mecanismos contrdctiles del musculo liso

El musculo liso funciona de manera involuntaria y forma parte de drganos
como el Utero, vejiga, bronquios, asi como también del tracto gastrointestinal y de los
vasos sanguineos, entre otros. Su funcidn principal es controlar el calibre de las
cavidades a las cuales rodean, influyendo en el movimiento del material interno (Ham,
1975). Las fibras del musculo liso estan dominadas por el sistema nervioso auténomo,
con acciones generalmente opuestas de las ramas simpatica y parasimpatica. A
diferencia del musculo liso de los vasos en los cuales el tono es aumentado por el
simpatico, en las visceras la estimulacion simpatica induce relajacion, mientras la
contraccién depende del sistema parasimpatico. Estas acciones son reproducidas en
los preparados aislados por agentes quimicos como la acetilcolina y la adrenalina
(Silverthorn, 2008). A pesar de cumplir diferentes funciones en el organismo, el

mecanismo contractil del musculo liso es el mismo en los diferentes érganos (Figura

4).

En el musculo liso, el Ca®" ingresado a través de canales se une a una proteina
citosélica llamada calmodulina formando un complejo Ca’*-calmodulina. Este complejo
estimula la actividad enzimatica de la miosinaquinasa de cadena liviana (MKCL) que
fosforila a la cadena liviana de la miosina, lo cual provoca la interaccion con la actina,
desarrollando el proceso contractil. Cuando la [Ca’*] | desciende a 0.01 uM, el
complejo Ca’*-calmodulina se disocia, la miosina guinasa pasa a su forma inactiva, y
por accion de una fosfatasa se desfosforila la cadena liviana de la miosina

produciéndose la relajacion. El descenso de la [Ca®']i es debido al predominio de los
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mecanismos de remocién de Ca“" citosdlico por sobre los mecanismos de influjo o

liberacion de Ca*"
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Figura 4. Mecanismo general de la contraccidon del musculo liso, en este caso

correspondiente a una arteria, en la cual la contraccién es iniciada por la afinidad

de noradrenalina en receptores alfa- 1 y alfa-2 (Martinez-Salamanca et al. 2010)

Por otra parte, las proteinas contractiles del ML son reguladas por los niveles
de los nucledtidos ciclicos, los cuales fomentan relajacién. Un aumento del AMPc
activa a una proteina quinasa (PKA), que estimula la fosforilacion de la miosina-quinasa
(MKCL). La MKCL-P tiene baja afinidad por el complejo Ca**-calmodulina, por lo que se
encuentra favorecida la relajacién por predominio de la actividad de la fosfatasa (este
se encarga de desfosforilar la miosina). Este efecto puede ser desencadenado por la
activacion del receptor B2-adrenérgico por catecolaminas, o por la inhibicién de la

actividad de la enzima fosfodiesterasa (PDE) (por metilxantinas) que degrada al AMPc.
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Aunque en reposo las membranas celulares son poco permeables al Ca®*, el i6n
difunde pasivamente a través de canales de reposo ("leak"). El ingreso de Ca®" por esta
via no genera contraccidon, debido a que los mecanismos de extrusion de Ca’* del
citoplasma son mas rapidos que el “leak”™ de ingreso, excepto en los musculos en que
hay alguna actividad espontdnea tipo marcapaso. Ante la llegada del estimulo, ya sea
producido por la accidon de transmisores quimicos o por estiramiento de la fibra, se
activan canales de Ca’" en la membrana que permiten el ingreso de Ca®" al citoplasma
impulsado por el gradiente electroquimico. El influjo es mayor que la remocion del
Ca** por mecanismo de eflujo, por lo que se eleva la [Ca®']; hasta 10 WM. Esto genera
una contraccion mantenida mientras dure el estimulo (si es prolongado se produce
contractura). La enorme variabilidad que existe entre diferentes células de musculo
liso hace dificil generalizar los mecanismos que disparan el influjo de Ca®'.
Basicamente la contraccion se desencadena por el influjo de Ca®* a través de los
canales de Ca’* de tipo L voltaje-dependientes. Estos se activan por distintos
mecanismos como cambios en el potencial de membrana (en los musculos que tienen
cierta actividad marcapaso basal, como los musculos lisos viscerales) o accién de
agonistas (en todos los musculos, provenientes del control autonémico). En el musculo
liso la entrada de Ca** extracelular representa la mayor parte del Ca’* activador de la
contracciéon, y muchos musculos lisos carecen de almacenes intracelulares (reticulo
endopldasmico) o estd muy minimizado (Ej. duodeno de rata). Por otra parte, cuando
cesa el estimulo, los canales L se cierran permaneciendo en estado de reposo, y
predominan los mecanismos de eflujo (intercambiador Na/Ca y Ca-ATPasas) por lo cual

2 ’ .
la [Ca“"]; se reduce y el musculo se relaja.

2.6.2. Musculo liso intestinal

El musculo liso intestinal estd inervado tanto por las ramas simpdticas como
por las ramas parasimpaticas del sistema nervioso autéonomo. Las fibras
parasimpaticas hacen sinapsis en dos sitios ganglionares, en el plexo mientérico
(Auerbach) y en el plexo submucoso (Meissner), y finalmente estimula receptores

muscarinicos en el musculo liso. El plexo mientérico se encuentra en contacto con una
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capa muscular circular y una longitudinal; las fibras longitudinales estan presentes en
la superficie externa del intestino. En la mayoria de los experimentos que utilizan este
preparado aislado se evalla la accién de drogas sobre la fuerza de contraccidon de la
capa muscular longitudinal. Las fibras simpaticas también inervan el intestino, pero

reducen el tono colinérgico actuando presinapticamente en la fibra colinérgica.

Los movimientos peristalticos son miogénicos y principalmente accionados por
reflejos locales. El movimiento pendular es el Unico que perdura en el intestino
aislado, y se debe a una actividad eléctrica marcapaso con localizacion oscilante en el
musculo, que genera pulsos de despolarizacién. Estas ondas, comUnmente conocidas
como espigas, activan canales de Ca tipo L, que desencadenan un tono basal y
contracciones pendulares. Esto se comprueba porque la eliminacién del Ca®* del

medio extracelular disminuye el tono y el movimiento pendular.

La estimulacion parasimpatica aumenta la actividad peristaltica, mientras que
la estimulacién de los nervios simpaticos inhibe los movimientos peristélticos. La
accion del sistema nervioso parasimpatico es mediada por receptores muscarinicos de
tipo M1 y M3 principalmente que activan una proteina Gq cuya cascada de
transduccién involucra la activacion de la proteinaquinasa C (PKC) que fosforila canales
L vy dispara el influjo de Ca*". In vivo, la estimulacién parasimpatica aumenta el
peristaltismo con otros movimientos (segmentarios, de avance, de mezcla, etc.)
producidos por accién de la acetilcolina (Ach) en los receptores muscarinicos (M1 vy
M3). En cambio, los efectos inhibitorios ejercidos por el sistema nervioso simpatico
son mediados por los receptores a y B adrenérgicos. Los receptores  son de tipo 32,
se localizan en las fibras musculares lisas y son estimulados por la adrenalina
circulante con activacion de una proteina Gs y la adenilato-ciclasa, que aumenta
niveles de AMPc vy activan a la proteina-quinasa A (PKA), generando relajacién como se
explicd en el punto anterior. En cambio, los receptores a2 estan localizados
presindpticamente en los ganglios parasimpaticos de los plexos mientéricos y son

estimulados por la noradrenalina (NA) liberada por las terminaciones simpaticas, con
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lo cual activan una proteina Gi que conduce a la hiperpolarizacién de la terminal

axoénicay a la reduccion de la exocitosis de Ach (Goodman & Gilman, 2011).

La contraccién del musculo liso intestinal esta desencadenada por dos tipos de
estimulos: despolarizacion que activa canales de Ca? tipo L activables por voltaje
(VOC), y accién de la Ach sobre su receptor M3 que activa a la proteina Gq vy a la
enzima efectora fosfolipasa C (PLC). Esta cataliza la formacién de IP3 y DAG, el Ultimo
de los cuales activa a la PKC que fosforila canales de Ca?* aumentando su frecuencia de
activacion. Ademas, la Ach activa directamente a los canales de Ca** tipo L. Debido a
que el musculo liso intestinal carece de reticulo sarcoplasmico (RS) importante, no es
significativo el mecanismo de liberacién de Ca®* via IP3. El registro contractil
experimental posee una respuesta transitoria fasica y una estable ténica, pero en el
intestino ambas son totalmente dependientes del influjo de Ca®" extracelular por
canales L, debiéndose aparentemente las diferencias a dos depdsitos de Ca’" externo
con diferente accesibilidad al canal (Karaki et al. 1997). La Figura 5 muestra el
mecanismo general de los musculos lisos viscerales, como el intestino, el Utero y la

vejiga.
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Figura 5. Mecanismo contractil general de los musculos lisos viscerales, como el intestino,
el Utero y la vejiga. Se observan los potenciales espiga generadores de las contracciones, y los
receptores y las vias intracelulares que conducen a contraccién y relajacion. De los diversos
receptores los colinérgicos y adrenérgicos estan presentes en intestino y Utero, mientras los

receptores de prostaglandinas y oxitocina estan presentes sélo en Utero.

La actividad eléctrica ritmica es una caracteristica de la mayoria de los
musculos lisos, pero las consecuencias mecanicas pueden variar desde las
contracciones fdsicas rapidas y regulares a la contractura sostenida. Por muchos afios
fue pensado que la actividad eléctrica espontanea se originaba en las células del
musculo liso, pero recientemente se encontrdé que hay células marcapaso
especializadas en muchos érganos que son morfoldgica y funcionalmente distintos del
musculo liso y son la fuente de la actividad eléctrica espontdnea. Tal funcidon
marcapaso estd bien documentada para las ICC (células intersticiales de Cajal) del
tracto gastrointestinal, pero hay evidencias de células tipo ICC que juegan un rol
similar en otros tipos de musculo liso (como uretra, vejiga y Utero). En intestino estan
adheridas por debajo de la capa del musculo liso longitudinal. Recientes resultados

sugieren que las oscilaciones de [Ca®"] en células intersticiales uretrales de conejo

27



aislado son iniciadas por liberacién de Ca“* desde los depdsitos intracelulares sensibles

a ryanodina, que la frecuencia de oscilacion es muy sensible a la concentracion externa
2 ., . ., . . 2

de Ca’, y que la conversién de la oscilacién primaria a las ondas de Ca“" propagadas

dependen de la liberacion de calcio inducida por IP3 (Mc Hale et al. 2006).

2.6.3. Musculo liso uterino

El Utero estd inervado por nervios simpaticos, y ademads por algunos nervios
parasimpaticos. Por ello, tiene receptores tanto adrenérgicos como muscarinicos. Es
un tejido atipico dentro de los musculos lisos y la respuesta varia entre especies. En la

rata el Utero tiene forma de dos cuernos unidos en la region de la cerviz o cuello.

El tejido tiene una actividad eléctrica marcapaso que origina contracciones
fasicas seguidas por relajaciones hasta el tono basal (Fig. 6). Esta actividad espontanea
se reduce bajando la temperatura desde 37 a 32°C, usando un medio extracelular con
baja [Ca®le (solucidn de Jalon) e induciendo el estado de estro del animal por
administracion subcutanea de un estrogeno 24 horas antes del experimento (Kitchen,
1984). Luego de la adicion de un agonista hay un periodo latente hasta que se inicia la
contraccién, la respuesta es todo o nada, y la contractura (o respuesta tonica) no se
mantiene aun cuando permanezca el agonista en el medio (a diferencia de otros

musculos lisos como aorta y duodeno).
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Figura 6. Contracciones fasicas del Utero en el tono basal

2.6.3.1. Origen de la actividad fasica del Utero

Las ondas fdasicas espontaneas se asocian a despolarizaciones, las cuales se
reducen durante el periodo de embarazo. La despolarizaciéon es provocada por la
activacion de canales de calcio tipo L, mientras la relajacién fasica es provocada por la
inactivacion de dichos canales y por la activacion de varias clases de canales de
potasio, lo cual provoca repolarizacion o hiperpolarizacién. Entre dichos canales de K*
se han encontrado en el Utero los canales de K activados por Ca’* de gran
conductancia o "big K channels" (BK), los canales de K" sensibles a ATP (KATP), vy al

menos un canal de K* rectificador hacia el interior (Smith et al. 2007).

Los BK son los responsables de la repolarizacion del potencial de accion uterino
provocado por agonista o estimulo eléctrico en humanos, pero no en ratas. En efecto,
el uso de bloqueantes selectivos de los BK como iberiotoxina (1-100 nM) no alter¢ la
actividad ritmica basal en Uteros de ratas normales ni gestantes (Aaronson et al. 2006).

Pero en las ondas fasicas basales o espontdneas del Utero tanto en condicion normal

29



como de embarazo se encontrd que participan los canales de K* activados por voltaje
(Kv), tanto en rata (Aaronson et al. 2006) como en raton (Smith et al. 2007). Estos
canales limitan y revierten la despolarizacion provocada por la actividad marcapaso. El
miometrio es el Unico entre los musculos lisos capaz de activar una corriente hacia el
exterior (tipo A) que tiene un umbral de activacion igual o mas negativo que el
potencial de membrana en reposo (-55 mV). Esta corriente tipo A es conducida por los
canales Kv, que son sensibles a los blogueantes 4-aminopiridina (4-AP) vy
tetraetilamonio TEA (5-10 mM) (Aaronson et al. 2006). Esta corriente desaparece en el
miometrio gestante humano y de ratones pero no en el de ratas. La reduccién de esta
corriente genera potencial de reposo menos negativo (despolarizacion) y mayor tono
contractil de reposo, lo cual prepara al miometrio para el trabajo de parto (Smith et al.

2007).

El Utero es rico en receptores muscarinicos de tipo M3, para la estimulaciéon
parasimpdtica in vivo. Los agonistas que provocan contraccion en el Utero aislado,
actuando sobre receptores M3, son acetilcolina (Ach), carbacol (cbl), metacolina y
otros agonistas colinérgicos. Por otra parte, el Utero responde a otros agonistas como
oxitocina, serotonina (5-HT) y prostaglandinas (PGF2a). Darios y col. (2012)
compararon la respuesta del Utero de rata a estos agonistas, encontrando que todos
alcanzaban la contraccidon mdaxima en una curva concentracién-respuesta (CCR) pero el
orden de potencia entre ellos (comparando las pCEsg) era: oxitocina (8,81) >
serotonina (7,09) > PGF2a (6,73) > carbacol (5,62). Respecto a los mecanismos de
dichos agonistas, todos los receptores activan las corrientes de Ca®* tipo L, siendo la
oxitocina y la prostaglandina PGF2a los agentes oxitdcicos naturales encargados de
desencadenar el parto, mientras Ach y 5HT ejercen un rol modulador menor en
condiciones no gestantes. Todos estos agonistas activan receptores propios que se
acoplan a proteina Gg y aumentan el influjo de Ca®* a la célula, originando la

contraccién (Figura 5).

En esta tesis se ha empleado como agonista al carbacol, que al igual que la
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acetilcolina (Ach) actla en receptores muscarinicos M3, contribuyendo al tono del
miometrio gestante y no gestante. También se empled el agonista serotonina, que
actua en receptores 5-HT2. Ambos tipos de receptores se acoplan a Gq, y ésta activa a
la enzima efectora fosfolipasa C (PLC), dando como resultado la catdlisis de la
conversiéon de fosfoinositoles de membrana (PIP2) a inositol-trifosfato (IP3) vy
diacilglicerol (DAG). Este ultimo activa a la proteinquinasa C (PKC) la cual fosforila a los
canales de calcio voltaje-dependientes tipo L, con lo cual se incrementa su frecuencia
de apertura y consecuentemente el influjo de Ca®* al citosol. Esto origina que se
aumente la frecuencia y amplitud de las contracciones ritmicas uterinas, y en ciertas
concentraciones altas del agonista se genere una contraccion tdnica, aunque poco

estable.

En cuanto a la estimulacion adrenérgica, estan presentes los receptores (2
inductores de relajacion, y hay una accion 100 veces mas potente de la adrenalina
circulante y 1000 veces del isoproterenol (pCEsg 9,5) que de la noradrenalina
proveniente de las terminaciones del sistema nervioso simpatico (pCEsg 6,5). Este
efecto se mantiene en el Utero gravido. El mecanismo del receptor B2 es el
acoplamiento a una proteina Gs, que activa a la adenilato-ciclasa, a su vez encargada
de catalizar la conversidon del ATP en AMPc. Este segundo mensajero activa a la PKA, Ia
cual fosforila a la quinasa de la cadena liviana de miosina, efecto que reduce la
sensibilidad de esta enzima por el complejo Ca**- calmodulina, y asi resulta relajante
para Utero y cuello o cérvix. En cambio, los receptores a-adrenérgicos pueden producir
estimulacion y contraccion del cérvix durante el embarazo por activar la via Gq/PLC,
pero estan poco activos en el Utero no gestante (Darios et al. 2012). Los niveles de
AMPc también pueden aumentarse por inhibicion de la actividad de la fosfodiesterasa
(PDE), enzima que cataliza su degradacién a 5'-AMP. Este mecanismo es tipico de
algunos compuestos derivados de plantas como la papaverina, la cafeina y la teofilina,

y trae como resultado la relajacién del musculo liso uterino.

El Utero también puede responder al dxido nitrico (NO), puesto que la adicién
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de nitroprusiato de sodio (NPS) que libera NO en el endotelio causd modesta
relajacion (un 10-20%) (Darios et al. 2012). También pueden liberarse prostaglandinas
gue producen relajacion en el Utero y cérvix, las cuales son: PGE2, PGI2 y 6-ceto-
PGFla, actuando en ciertos receptores de prostanoides que incrementan la
produccion de AMPc celular via Gs, algunos de los cuales pueden inducirse ante un

estimulo inflamatorio.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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3.1.Hipdtesis

La hipdtesis de trabajo estd basada en los conocimientos y usos ancestrales de
la Fuchsia magellanica, en particular el uso como emenagogo y para trastornos
gastrointestinales como el “empacho” o espasmo. Por lo tanto, se hipotetizd que esta
planta podria tener actividad directa en el tracto gastrointestinal como
antiespasmaodico, y regulador del ritmo y la contractilidad uterina. La reportada

presencia de flavonoides podria ser causa de efectos relajantes en ambos tejidos.

De encontrar cientificamente la actividad farmacoldgica de esta planta, no solo
avalaria su incorporacion al uso medicinal de la droga herbacea en otros sectores de la
poblacion, sino que también la haria potencialmente Util para la elaboraciéon de

medicamentos fitoterapicos.

3.2.0bjetivos de esta tesis

3.2.1. Objetivo general

El propdsito general del trabajo fue el de realizar estudios botanicos vy

etnofarmacoldgicos de Fuchsia magellanica para validar su uso etnomedicinal.

La validacion implica establecer su actividad farmacoldgica, definir
caracteristicas macro y micromorfoldgicas que permitan su segura identificacion, y
perfiles cromatograficos para el reconocimiento de su calidad basada en la

caracterizacion de sus principios activos.

Consecuentemente, esta tesis contribuye con la revalorizacién de la flora
autéctona de comunidades indigenas del sur de Argentina y Chile, y con la
transferencia de sus conocimientos ancestrales para el aprovechamiento medicinal de

las partes aéreas de Fuchsia magellanica.
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3.2.2. Objetivos especificos

Efectuar estudios morfoldgicos y anatdmicos de los tallos, hojas y flores de
Fuchsia magellanica.

Estudiar la actividad farmacoldgica de esta planta considerando su uso
tradicional, a nivel de los tejidos intestinal y uterino.

Determinar los mecanismos de accién implicados en la actividad bioldgica.

Evaluar la presencia de los diversos grupos quimicos en los diferentes tipos
de extractos de hojas y flores de F. magellanica con el fin de
correlacionarlos con la actividad farmacoldgica.

Evaluar las diferencias en las actividades bioldgicas de las diversas partes de
la planta de F. magellanica (hojas y flores) a fin de establecer su potencial
como preparaciones oficinales (infusién, tintura, u otra).

Comparar la actividad y presencia de grupos quimicos entre plantas cultivadas
(en La Plata), y las plantas autdctonas de la Patagonia.
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4. MATERIALES Y METODOS
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4.1. Material Vegetal

4.1.1. Procedencia

Las plantas cultivadas de F. magellanica fueron recolectadas en el mes de
octubre de 2013 en el Jardin Botanico C. Spegazzini, Facultad de Ciencias Agrarias y
Forestales de la Universidad Nacional de La Plata, ciudad de La Plata, Provincia de
Buenos Aires. Las plantas autdctonas de F. magellanica fueron recolectadas en el mes

de enero de 2014 en Villa La Angostura, Provincia de Neuquén.

4.1.2. Recoleccion del material vegetal

Para el desarrollo del trabajo se partio de material fresco consistente en tallos
tiernos con hojas, y de flores. Ejemplares de la especie fueron herborizados vy
depositados en el Herbario (LPAG) de la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales,

UNLP, bajo el registro NDBAYON 1644 (Holmgren et al., 1990).

4.1.3. Determinacion taxonomica

El material vegetal recolectado fue identificado en el Area de Boténica de la
Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, UNLP, bajo la supervision de la Ing. Agr.

Marta Colares.

4.1.4. Acondicionamiento del material vegetal y preparacion de los
extractos

Para el estudio anatdomico, el material fresco se fij6 en FAA (solucion de
formalina: dcido acético glacial: alcohol etilico 50%, 5:5:90) en el Area de Boténica de
la Facultad de Ciencias Agrarias y Forestales, UNLP. Para el resto de los estudios, el
material vegetal de ambas plantas fue secado en estufa a temperatura continua de
40°C. Posteriormente fue molido hasta polvo fino (droga seca) con el uso de un
molinillo eléctrico de alta velocidad en el laboratorio de la catedra de Farmacognosia

de la Facultad de Ciencias Exactas, UNLP.
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Para las reacciones de caracterizacion y el analisis cromatografico inicial se

hicieron dos extractivos:

e Flavonoides: Se pesaron 10g de la droga vegetal (hojas y flores) en un
erlenmeyer y se les adiciond etanol de 70° hasta cubrir por completo la
muestra, se agitd y se puso a calentar suavemente (25-30°C) por 50 minutos, a
reflujo con tubo pararrayos. Los extractivos se filtraron con papel filtro y los
filtrados obtenidos se pusieron en una ampolla de decantacién donde se les
adiciond 10 mL de hexano, se agitaron y se procediod a separar la fase hexanica
que quedo en la parte inferior de la ampolla de decantacion, y este
procedimiento se repitié con otros 5 mL del solvente. Se procedié de igual
forma con acetato de etilo, obteniéndose tres fracciones de la muestra
rotuladas como “fraccion hexanica”, “fraccion de acetato de etilo” y “fraccion

acuosa”.

e Terpenos: Se pesaron 2g de la droga vegetal (hojas y flores separadamente), se
transfirieron a un tubo de ensayo, donde se les agregd 10 mL de cloruro de
metileno y se dejaron en maceracién durante media hora, calentando al bafio
Maria (37°C) para favorecer la extraccion. Pasado este tiempo se filtré y se
obtuvo la “fraccion diclorometandlica” de hojas y de flores. Por otro lado, se
hizo un cocimiento en erlenmeyer de 2g de la droga vegetal (hojas y flores
separadamente) con 20 mL de agua destilada por 20 minutos. Se filtré y se
llevd el volumen nuevamente a 20 mL con agua destilada, obteniendo la
“fraccién acuosa”. De esta fraccidon acuosa se separaron 6 mL que se
extrajeron con 3 mL de acetato de etilo, la fraccion de acetato de etilo se
separd y seco con sulfato de sodio anhidro para obtener asi la “fraccion de

acetato de etilo”.
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4.1.5. Preparacion de extractos etandlicos para evaluacion
farmacologica

En el caso de los estudios farmacoldgicos y el analisis cromatografico detallado,
la droga seca de hojas y de flores de ambas plantas se dejé en maceracion con etanol
de 70° al 10%, agitando y revolviendo peridédicamente por una semana. Pasado este
tiempo se procedio a filtrar la solucién, obteniéndose tinturas (extractos etandlicos) al
10% que fueron rotuladas como “Tintura Hojas BA”, “Tintura Hojas Sur”, “Tintura
Flores BA” y “Tintura Flores Sur” respectivamente para los especimenes recolectados
en La Plata (BA) y en la Patagonia (Sur), esto se hizo en el laboratorio de la catedra de

Farmacologia de la Facultad de Ciencias Exactas, UNLP.

Para calcular las dosis y concentraciones de extracto usadas, se pesaron los
residuos de las tinturas, obteniendo un peso equivalente de 37.5 mg residuo/mL
(hojas de Fucsia BA), 29.4 mg residuo/mL (hojas de Fucsia de Sur), 19.6 mg residuo/mL
(flores de Fucsia BA) y 16.6 mg residuo/mL (flores de Fucsia de Sur). Todas las
concentraciones se expresaron en mg residuo/mL de solucién, y las dosis en mg
residuo/kg. A partir de estos datos se calculd el rendimiento como %p/p de residuo/

hojas, el cual resultd de 19.6%, 29.4%, 37.5% y 16.6% respectivamente.

4.2.Andlisis botdnico

4.2.1. Caracteres anatomicos

Se emplearon hojas en completo estado de desarrollo para una adecuada
caracterizacién. La exomorfologia foliar fue examinada con un microscopio
estereoscopico Wild M8, que permitid una observacién detallada para la descripcion
de las hojas. Los estudios epidérmicos fueron hechos sobre ambas caras de la ldmina,
en la parte media del semilimbo y sobre ambos lados de la vena media, empleando las
hojas transparentes obtenidas aplicando la técnica de diafanizacién de Dizzeo de

Stritmatter (1973) de acuerdo al siguiente protocolo:
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El material previamente fijado en FAA, se colocd en un vaso de precipitado

con alcohol 960 vy se llevé a ebullicion 10 minutos.

Transcurrido ese tiempo se pasod a una solucion de alcohol 96° y NaOH al 5%

en partes iguales. Se llevo a ebullicion durante un minuto.

Se efectuaron varios lavados hasta que el agua quedé totalmente limpia.

Se paso el material lavado a agua destilada y se efectuaron dos cambios de
agua para eliminar los solventes.
El material se introdujo en una solucién de NaClO al 50% y se dejo hasta

tornarse transparente.

Se paso a agua destilada y se efectuaron 5 cambios de agua, cada uno con

duracién de 3 minutos.

El material se colocd en Hidrato de Cloral (5 gr en 100 mL de agua destilada)

el tiempo necesario hasta quitarle opacidad.

El material transparente de hoja fue lavado, coloreado con solucion alcohdlica

de safranina O al 80% y montado con gelatina glicerina.

Estos preparados se observaron en el microscopio o6ptico CETI vy
permitieron analizar la distribucién de estomas y tricomas en la parte media y

sobre ambas caras de la ldmina y establecer sus dimensiones.

Los recuentos de células epidérmicas, estomas y células en empalizada
permitieron establecer los valores numéricos proporcionales correspondientes
a los indices de estomas (Salisbury, 1927) y de empalizada (Zorning & Weiss,

1925).
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4.2.2. Determinacion de valores numéricos o magnitudes
proporcionales

4.2.2.1. Determinacién del indice de estomas
Salisbury (1927) definid al indice de estomas como la relacion existente entre el

numero de estomas y el nimero total de células por unidad de superficie.

N de estomas

indice de estomas = - ——x 100
N? de estomas + N2 de células epidérmicas

Se trabajé sobre 8 muestras de hojas diafanizadas en completo estado de
desarrollo de F. magellanica, en 8 campos distintos y seleccionados sobre el envés, en
la parte media del semilimbo y sobre ambos lados de la vena media. Los campos
observados fueron dibujados mediante el tubo de dibujo. En el recuento de las células
epidérmicas y estomas, aquellos ubicados en el borde del area de observacion y con

menos de la mitad dentro del area, no fueron considerados.

4.2.2.2. Determinacién del indice de empalizada

Esta magnitud representa el promedio de células en empalizada que aparecen
por debajo de cada célula epidérmica. Se obtiene contando el nimero de células en
empalizada que se encuentran debajo de cuatro células epidérmicas y dividiendo por

cuatro.

N2 de células de empalizada

4 células epidérmicas 100

indice de empalizada =

Se efectuaron observaciones microscépicas sobre la cara adaxial de la hoja, de
4 campos tomados en la mitad del limbo y a ambos lados de la vena media de 10 hojas
diafanizadas de cada especie. De esta manera, las células en empalizada aparecen
como pequefios circulos por debajo de las células epidérmicas. Todos los valores
obtenidos de cada parametro se expresaron en, promedio, moda y desviacion

estandar(s).
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Para el estudio de las estructuras de tallo, ldmina y peciolo, se efectuaron

cortes transversales y longitudinales a mano alzada. En este caso, las secciones

logradas fueron decoloradas con hipoclorito de sodio al 50% vy lavadas para seguir dos

caminos: Una parte de las secciones decoloradas se montaron en gelatina-glicerina

incolora. Otra parte de las secciones se colorearon con safranina en solucion alcohdlica

al 80% para luego montarlas en gelatina-glicerina.

4.2.3. Pruebas histoquimicas

Las pruebas histoquimicas se llevaron a cabo en cortes frescos a mano alzada

de las hojas sin fijar y observadas posteriormente en microscopio. A continuacién se

presentan las pruebas que se realizaron:

Almiddn: Los cortes se pusieron sobre el portaobjetos y se agregd una gota
de solucién de Lugol y se observod al microscopio. La presencia de granos de

almidén se considera positiva con una coloracién azul oscura.

Taninos: Los cortes se pusieron sobre el portaobjetos y se agregd una gota
de cloruro férrico y se dejo actuar de 2-3 minutos. Posteriormente se lavd
con agua destilada. La presencia de taninos se considera positiva con una

coloracién azul- verdosa.

Lipidos: Los cortes se pusieron sobre el portaobjetos y se agregd una gota del
reactivo Sudan lll. Se dejé actuar durante 10 minutos y posteriormente se
lavd con alcohol 70°. La presencia de lipidos se considera positiva al tefiirse de
rojo. Es de esperarse que la cutina y suberina se observen rosas con esta

tincion.

Mucilagos: Los cortes se pusieron sobre el portaobjetos y se agregd una gota
de solucion de azul brillante de cresilo y se observd al microscopio. La

presencia de mucilagos se considera positiva con una coloracién azul celeste.
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4.3. Estudios fitoqguimicos

Los estudios fitoquimicos iniciales se llevaron a cabo en el laboratorio de la
Catedra de Farmacognosia de la Facultad de Ciencias Exactas, UNLP, con colaboracion
de la Dra. Maria A. Rosella, quien proporciond los solventes usados en este trabajo que
fueron de calidad analitica y en el caso que fue necesario se procedio a su purificacion,

segun las técnicas descritas en la Farmacopea Argentina.

Los estudios enfocados en flavonoides (tanto de TLC como de HPLC) se llevaron
a cabo en la Catedra de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia y Bioguimica, UBA,
bajo la supervisién de la Dra. Rosana Filip, quien proporciond el material y los

solventes, de calidad analitica, usados en el estudio.

4.3.1. Reacciones de caracterizacion
4.3.1.1. Flavonoides

e Shinoda: En un tubo de ensayo que contiene magnesio, en limaduras, se
agrega aproximadamente 0.5 mL del extracto y gota a gota dcido clorhidrico
concentrado hasta que termina el desprendimiento de hidrégeno, una vez ha
enfriado se le agregan 0.2 mL de alcohol amilico y 2 mL de agua destilada. Se
agita, y se registra el cambio de color. La formaciéon de una coloracién rosada,
roja, violeta o roja anaranjada es prueba positiva para la presencia de
flavonoides (flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles, isoflavonoides, y

xantonas).

e Rosenheim: Se colocan 0.5 mlL del extractivo en un tubo de ensayo, se
agregan 0.2 mL de acido clorhidrico concentrado, 0.2 mL de alcohol amilico
y 2 mL de agua destilada. Se agita y deja reposar. Si se obtiene una coloracion
roja, la prueba es positiva para leucoantocianidinas y si da una coloracion

café— amarillento es prueba positiva para catequinas (Lock de Ugaz, O.
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1994).

e Marcha de reactivos: Sobre papel se hacen 5 siembras de los extractivos y
sobre estas se ponen gotas de diferentes reactivos, dejando una de las
siembras como blanco. Una vez se han secado los reactivos se observa la
marcha bajo luz UV de 366y 254 nm.

o Hidréoxido de sodio: la reaccién con hidréxido de sodio da la
formacién de estructuras resonantes, por lo que, en presencia de
flavonas, flavanonoles e isoflavonas se observa amarillo, en presencia
de flavanonas y flavanoles pasa de amarillo a naranja, en presencia de
chalconas se torna de naranja a rojizo, si tienen 2 hidroxilos
adyacentes es estable con alcalis y en caso de que tenga 3 hidroxilos
adyacentes da coloracién de rojo a amarillo.

o Acido bérico: la presencia del color amarillo con fluorescencia verde
indica la presencia de flavonas y flavonoles. El dcido bérico en medio
alcalino forma quelatos con hidroxilos fendélicos en posicion relativa en
orto. También es positivo para flavonoides con grupo carbonilo en 4y
en posicion 5 un hidroxilo.

o Cloruro férrico: esta reaccion es inespecifica, pero da el color segun el
ndmero y ubicacion de los hidroxilos al ocurrir la formacion de un
complejo con el hierro (un hidroxilo da amarillo, dos hidroxilos da
verde vy tres hidroxilos da color azul o negro).

o Cloruro de aluminio: debido a la formacion de complejos con O-
hidroxilos o con hidroxil-cetonas vecinos de los flavonoides se observa

una intensa fluorescencia verde amarillenta en luz UV.

43.1.2. Terpenos

e Reaccidon de Liebermann Bouchard: Se hace sobre los extractivos en DCM vy
Acetato de Etilo. Se toman 2 mL del extractivo y se ponen a evaporar sobre un
vidrio de reloj, se retoma con cloroformo y agregan 1.8 mL de anhidrido
acético y 0.2 mL de acido sulfurico concentrado. Se observa la coloracién al
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minuto y a los treinta minutos de agregado el reactivo. Es importante
trabajar siempre en medio anhidro. Una coloracién verde-azulada indica la
presencia de algin grupo esteroide y un color rosa-violdceo indica la

presencia de grupos triterpenicos.

e Reacciones de caracterizacion de saponinas: Estas reacciones se realizan sobre
el extractivo acuoso.

o Capacidad Afrégena (CA): se colocan 2 mL del extractivo acuoso en un
tubo de ensayo y se agita enérgicamente durante 30 segundos. Esta
prueba es positiva cuando hay aparicion de espuma persistente.

o Poder emulgente (PE): a 2 mL del extractivo acuoso se le agrega, gota a
gota y agitando enérgicamente, 1 mL de aceite vegetal. Es positiva si
hay formacion de una emulsion inestable.

o Reacciones de precipitacién (RP): en ambos casos la reaccion es
positiva si aparece precipitado. RP1; a 2 mL del extractivo acuoso se
le afladen unas gotas de solucién de hidroxido de calcio. RP2; a 2 mL
del extractivo acuoso se le afladen unas gotas de solucién de
subacetato de plomo.

o Reaccion de Fehling indirecta (FI): a 5 mL del extractivo acuoso se le
agregan 2 mL de acido clorhidrico concentrado, esta solucion se lleva
a ebullicién durante 3 minutos, pasado este tiempo se deja enfriar y
se filtra. Al filtrado se le agrega hidréxido de sodio hasta obtener
un pH alcalino, se le aflada una cantidad igual de volumen del

reactivo de Fehling y se calienta nuevamente a ebullicién.

4.3.2. Cromatografia en capa delgada (TLC) inicial
4.3.2.1. Flavonoides

La TLC se hizo una semana después de haber hecho los extractivos, por lo que
se re- suspendieron en sus respectivos solventes, y el extractivo hexanico de flores

mostré un precipitado que se separd y suspendido en metanol, a esta fraccion se le
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llamo “fraccion metandlica de flores”

Se realizd en placas de silica gel, usando como fases moviles para la
determinacién de flavonoides las mezclas de Acetato de etilo (EtOAc) : Acido férmico
(HCOOH) : Acido acético glacial (HOAc) : Agua Destilada (H,0) (100:11:11:26) y de
Acetato de etilo (EtOAc) : Metanol (MeOH) : Agua destilada (H,0) (100:13,5:10). Se
realizé el sembrado, en punto para testigos y en banda para los extractivos. Se colocé
dentro de la cdmara cromatografica que esta saturada del eluente respectivo. Una vez
observada la migracion del metabolito, se reveld con revelador para productos

naturales AEDB, se observd en UV 366nm y se determinaron los Rf.

> Sistemal

Fase estacionaria (FE): silicagel F254, 60 Merck de 0.25mm de espesor. Fase
mévil (FM): EtOAc: HCOOH : HOAC : H,0 (100: 11: 11: 26).

Siembra: extractos de acetato de etilo (AE) y acuosos (W) de hojas y flores.
Testigos: soluciones metandlicas 1% de apigenina (A), isoquercetina (I), vitexina
(V), acido clorogénico (ACl) y acido cafeico (AC).

Longitud de corrida: 6cm

Revelador: AEDB y observacion en UV 366 nm

> Sistema 2

Fase estacionaria (FE): silicagel F254, 60 Merck de 0.25mm de espesor. Fase
movil (FM): EtOAc: MeOH : H,0 (100:13,5:10)

Siembra: extractos hexanicos (H), de acetato de etilo (AE) y acuosos (W) de
hojas y flores, y la fraccion metandlica (M) de flores.

Testigos: soluciones metandlicas 1% de isoquercetina (), vitexina (V), apigenina
(A) y acido clorogénico (AC).

Longitud de corrida: 8.5cm

Revelador: AEDB y observacion en UV 366 nm
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4.3.2.2. Terpenos

Se realizd en placas de silica gel, usando como fases moviles para la
determinacion de triterpenos (agliconas) la mezcla de Tolueno (Tol) : Acetato de etilo
(EtOAc) (80:20) y Diclorometano (DCM):Metanol (MeOH) (95:5) y como fase movil
para saponinas (glicdsidos), la mezcla de Acetato de etilo (EtOAc) : Agua destilada
(H,0) : Butanol (BuOH) (25:50:100). Se realizd el sembrado, en punto para testigos y
en banda para los extractivos. Se coloca dentro de la cdmara cromatografica que esta
saturada del eluente respectivo. Una vez se observa la migracion del metabolito se
saca de la cdmara cromatografica, se revela con acido sulfurico, se pone en plancha

caliente durante 5 minutos, se observa en luz visible y se obtienen los Rf.

Para la fase movil de saponinas, mencionada previamente también se sembré
las fracciones de acetato de etilo de hojas y flores y la fraccion metandlica de flores

gue se habian obtenido para los flavonoides.

> Sistema 1l

Fase estacionaria (FE): silicagel F254, 60 Merck de 0.25mm de espesor.

Fase movil (FM): Tol : EtOAc (80:20).

Siembra: extractos diclorometanico de hojas (H) y flores (F).

Testigos: soluciones metandlicas al 1% de acido ursodlico (AU) y acido oleanolico
(AO).

Longitud de corrida: 6cm

Revelador: acido sulfurico y observacion en Luz Visible

> Sistema 2

Fase estacionaria (FE): silicagel F254, 60 Merck de 0.25mm de espesor. Fase
maovil (FM): DCM : MeOH (95:5)

Siembra: extractos diclorometanicos de hojas (H) y flores (F).

Testigos: soluciones metandlicas al 1% de acido ursdlico (AU) y acido oleanolico

(AO).

47



Longitud de corrida: 6 cm

Revelador: dcido sulfurico y observacién en Luz Visible
» Sistema 3

Fase estacionaria (FE): silicagel F254, 60 Merck de 0.25mm de espesor. Fase
movil (FM): EtOAc : H,0 : BUOH (25:50:100)

Siembra: extractos acuosos (W) y de acetato de etilo (AE) de hojas vy flores,
fraccion metandlica (M) de flores.

Testigos: soluciones metandlicas al 1% de escina (E), escina B (EB) y saponinas
(S). Longitud de corrida: 7.5 cm

Revelador: acido sulfurico y observacion en Luz Visible

4.3.3. Cromatografia en capa delgada (TLC) enfocada en
flavonoides

Se utilizaron cromatofolios de silica gel 60 F254 0.2 mm en soporte de aluminio
marca Merck y EMD y cromatofolios de celulosa F254, con soporte de plastico
marca SIGMA. La técnica utilizada fue la de corrida ascendente. Y se usaron diferentes
mezclas con acetato de etilo (EtOAc), acido férmico (HCOOH), acido acetico glacial
(HOAC), agua destilada (H,0), metiletilcetona (MEK), cloroformo (CHCl3) y acetona (AK)

para las fases moviles

Los sistemas cromatograficos fueron los siguientes:

> Sistema 1l

Fase estacionaria (FE): silica gel 60 F254, 0.2 mm

Fase movil (FM): EtOAc : HCOOH : HOAC : H,0 (100: 11: 11: 26).

Testigos: soluciones metandlicas 1% de isoquercitrina (I), hiperdsido (H),
cinerina (C), acido cafeico (ACf), vitexina (V) y acido clorogénico (AC).

Longitud de corrida: 6.25cm

Revelador: Difenilboriloxietilamina al 1% en metanol posterior y observacién al

UV a 366 nm
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> Sistema 2

FE: celulosa 254, 0.2 mm FM: 4cido acético al 15%
Testigos: soluciones metandlicas 1% de vitexina (V), hiperdsido (H), cinarina (C),

acido cafeico (ACf), quercitrina (q), rutina (R) y acido clorogénico (AC).

Longitud de corrida: 6 cm

Revelador: Difenilboriloxietilamina al 1% en metanol posterior y observacion al

UV a 366 nm

> Sistema 3

FE: celulosa 254, 0.2 mm

FM: acido acético al 40%

Testigos: soluciones metandlicas 1% de apigenina (A), quercetina (Q) y canferol

(Ca) Longitud de corrida: 7cm

Revelador: Difenilboriloxietilamina al 1% en metanol posterior y observacion al

UV a 366 nm

> Sistema 4

FE: silica gel 60 F254, 0.2 mm
FM: EtOAc : MEK : HOAc : H,0 (5:3:1:1)
Testigos: soluciones metandlicas 1% de vitexina (V), hiperdsido (H), cinarina (C),

acido cafeico (ACf), quercitrina (qg), acido clorogénico (AC), isoquercitrina (l) y

canferol-3-triglucosido (Ca3).

Longitud de corrida: 6.5 cm

Revelador: Difenilboriloxietilamina al 1% en metanol posterior y observacion al

UV a 366 nm

> Sistema 5

FE: silica gel 60 F254, 0.2 mm
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>

FM: EtOAc : HCOOH : MEK : HOAc : H,0 (5:7:3:30:10)

Testigos: soluciones metandlicas 1% de vitexina (V), hiperdsido (H), cinarina (C),
acido cafeico (ACf), quercitrina (q), acido clorogénico (AC), isoquercitrina (l) y
canferol-3-triglucosido (Ca3).

Longitud de corrida: 6 cm

Revelador: Difenilboriloxietilamina al 1% en metanol posterior y observacion al

UV a 366 nm

Sistema 6

FE: silica gel 60 F254, 0.2 mm

FM: CHCI3 : AK : HCOOH (7.5:1.65:0.85)

Testigos: soluciones metandlicas 1% de quercetina (Q) y canferol (Ca)
Longitud de corrida: 6.25 cm

Revelador: Difenilboriloxietilamina al 1% en metanol posterior y observacion al

UV a 366 nm

4.3.4. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Se utilizd un cromatoégrafo liquido marca Varian 9012 con un detector UV

Varian 9050 y un detector UV arreglo de fotodiodos Varian 9065. Se utilizd una valvula
de inyeccién de volumen fijo Rheodyne de 20 pl. La columna utilizada fue de acero
inoxidable de 4.6 mm de didametro interno por 250 mm de largo, rellena por una fase
estacionaria de C18 con 2.5 um de didmetro de particula (Phenomenex). Cantidades
conocidas de cada uno de los testigos acido clorogénico, isoquercitrina, quercitrina,
hiperésido, canferol, rutina y quercetina se solubilizaron cuantitativamente en fase

movil A : fase movil B (50:50).

Para la fase mavil se usé un gradiente de solventes compuesto por:

> Fase movil A: Agua: Acido acético glacial (98:2)

> Fase movil B: Metanol: Acido acético glacial (98:2)
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» Gradiente: 85% fase movil A de 0 a 30 min, 60% fase movil A de 30 a 40 min,
25% fase movil A de 40 a 45 miny 15% fase movil A de 45 a 60 min.

La longitud de onda de deteccion fue de 258 nm, con barrido de 230 nm a

visible. El flujo utilizado fue de 1.2 mL/min.

La identificacion de los compuestos en las tinturas analizadas se realizd por
comparacién del tiempo de retencion y del espectro UV con las sustancias patron,
haciendo la cuantificacion por el método del estdndar externo. En el analisis
cromatografico se usaron como testigos (sustancias patrdn) las siguientes sustancias:
rutina, quercetina, canferol, canferol-3-triglucosido, quercitrina, hiperdsido,
isoquercitrina, cinarina, dacido clorogénico, dacido cafeico, vitexina, apigenina,

apigenina-7-0-glucosido.

4.4.Actividad farmacoldgica ex vivo

4.4.1. Animales y preparados utilizados

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley de 200-250 g. mantenidas en el bioterio de
la catedra de Farmacologia de la Facultad de Ciencias Exactas, UNLP, de conformidad
con los principios internacionalmente aceptados para el uso y cuidado de animales de
laboratorio que fue establecido por las directrices internacionales (NIH publicacion
#85-23 1985, 2010) y nacionales (CICUAE-Centro de Investigacion en Ciencias

Veterinarias y Agrondmicas del INTA).

Previo al experimento las ratas se mantuvieron con ciclos de 12 hs de luz 'y 12
hs sombra y 12-18 horas de ayuno y agua ad libitum. Las ratas se anestesiaron vy
sacrificaron con sobredosis de pentobarbital via intraperitoneal (40 mg/Kg). Se aislaron
los tejidos (duodeno e ileon, y/o los 2 cuernos uterinos), los cuales se colocaron
rapidamente en solucion Tyrode (intestinos) o de Jalon (Uteros) con burbujeo de aire.

Los tejidos fueron cortados en trozos de 2 a 3 cm de longitud, que se montaron
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individualmente en cubas de doble camisa termostatizadas a 372C (intestino) o 34 ¢C
(Uteros), que contenian 20 mL de la solucién a burbujeo constante de aire, alcanzando
un pH de 8,2. Las porciones de intestino se sujetaron longitudinalmente, manteniendo
el tubo abierto para la circulacién y oxigenacién adecuada, por el extremo inferior a un
soporte fijo y por el extremo superior mediante hilo verticalmente a un transductor de
fuerza isométrico. De la misma forma se sujetaron longitudinalmente los cuernos

uterinos.

Se registrd la tensidon desarrollada por los trozos de duodeno, ileon o Uteros
mediante los transductores de fuerza isométricos acoplados a un amplificador en dos
sistemas, uno de 4 transductores WPI con amplificador TBM-4M de WPI (USA), y otro
de 2 transductores PanlLab con amplificador Powerlab, AD Instruments, (Australia). Se
efectud la deteccion analdgica-digital y registro mediante tarjeta uDAQ-lite y programa
Eagle, USA a partir del amplificador WPI; o con el sistema PowerlLab AD Instruments,

respectivamente para cada sistema.

Los preparados fueron sometidos a una precarga de 1 gy estabilizados durante
al menos 30 minutos con cambios periddicos del medio, para mantener la viabilidad

del tejido, antes de realizar los protocolos.

4.4.2. Soluciones y drogas utilizadas

e Solucién Tyrode (Livingstone, 1970; Kitchen, 1984): NaCl 150 mM (8 g/L), KCl
2.7 mM (0.2 g/L), MgS04.7H,0 2 mM (2.6 mL de solucion 10%),
NaH,P04.2H,0 0.4 mM (1.3 mL de solucion 5%/L), glucosa 5.5 mM (1g/L),
NaHCO3 12 mM (1g/L), CaCl; 1.8 mM (1.8 mL de solucién 1 M/L).

e Soluciéon Tyrode 0Ca-40 mmol/L K': por eliminacién del CaCl, en la solucién

Tyrode y adicién de 0,6 mL KCl 10% a las cubas con 20 mL de Tyrode OCa.

e Solucién De Jalon (Kitchen, 1984): NaCl 154 mM (9 g/L), KCI 5.4 mM (0.4
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g/L), NaHCO3; 6 mM (0.5 g/L), CaCl, 0.1 mM (0.1 mL de solucién 1 M/L).,
glucosa 2.8 mM (0.5 g/L).

Carbacol (Sigma, USA) fue preparado en solucion acuosa en una escala de
concentraciones de 1, 2, 7, 20, 70, 200, 700, 1000 y 2000 pg/mL de solucién
acuosa para agregar secuencialmente a las cubas (0.2 mL cada una, logrando

una dilucién de 1:100) en las CCR acumulativas.

Cloruro de calcio anhidro (Mallinckrodt, USA-Canadd) fue preparado en una
escala de concentraciones de 0.882, 1.764, 5.3, 18.5, 53.0, 185.22 y 530 mg
Ca/mL de solucion acuosa para agregar secuencialmente a las cubas (0.2 mL

cada una, logrando una dilucion de 1:100) en las CCR acumulativas.

Serotonina (5-HT, Sigma, USA) fue preparada en una escala de
concentraciones de 1, 2, 7, 20, 70, 200, 700, 1000 y 2000 pg/mL de solucidn
acuosa para agregar secuencialmente a las cubas (0.2 mL cada una, logrando

una dilucién de 1:100) en las CCR acumulativas.

Clorhidrato del éster metilico de nitro-L-arginina (L-NAME, Sigma, USA) fue
preparado en solucion acuosa a concentracion de 3 mmol/L, para que en la

cuba resulte una concentracion de 30 umol/L.

Tetraetilamonio (TEA, Sigma, USA) fue preparado en solucién acuosa a una
concentracion de 50 mg/mL (1 M) y se usé en una concentracion de 10 mM en

la cuba.

Beta-Estradiol (Sigma, USA) fue administrado a una dosis de 5 mg/kg por via

subcutanea 24 horas antes del experimento.

Indometacina (Sigma, USA) fue preparada en solucién acuosa a una dosis de
25 mg/mL (10 mM) y se usd en una concentracién de 0.1 pumol/mL en la

cuba.
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e FEtanol de 702 como control del vehiculo

= Extracto etandlico madre de hojas y flores: obtenido al 10% por maceracién

durante al menos una semana a temperatura ambiente.

4.4.3. Protocolos
4.4.3.1. Actividad en intestino aislado

Para validar la actividad fitofarmacoldgica sobre intestinos se empled el
método previamente empleado en el laboratorio (Ragone et al. 2007; Consolini et al.

2011; Matera et al. 2012; Blanco et al. 2013; Colares et al. 2013; Matera et al. 2016).

Se realizd el siguiente protocolo para evidenciar la actividad espasmolitica en

musculo liso intestinal:

Curvas concentracidén-respuesta de carbacol: en cada cuba con 20 mL de la

soluciéon  Tyrode, después de estabilizados los intestinos, se agregaron
secuencialmente 0.2 mL de cada concentracidon sucesiva de la escala de carbacol, de
manera acumulativa, hasta obtener el efecto maximo (Emax). En cada preparado se
realizaron 2 CCR control (sin adicién del extracto), seguidas de 4 sucesivas CCR en
presencia de una concentracién Unica del extracto, en orden creciente vy
correspondiente a diluciones al 0.01, 0.03, 0.1y 0.3 % P/V de la droga seca en la cuba
(obtenidas a partir del extracto etandlico al 10% preparado por maceracion). Antes de
realizar las sucesivas CCR en presencia del extracto, en cada preparado se hicieron CCR
en presencia de etanol de 70° 1:10 y 1:3 como control de los extractos al 0.1 y 0.3%
(controles negativos del vehiculo). Tanto el extracto como el vehiculo se adicionaron 5

minutos antes de hacer la CCR de carbacol.

Una vez validada la actividad fitofarmacélogica se realizaron los siguientes

protocolos para ayudar a dilucidar el mecanismo de accién de las tinturas:
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Curvas concentracién-respuesta de calcio (Ca”’): se reemplazd el Tyrode de las

cubas por 20 mL de Tyrode-0 Ca**, y después de estabilizados los intestinos, se agregd
0.6 mL de la solucién de KCI 10% para obtener un medio de Tyrode-0 Ca**-40 mM K.
Inmediatamente se realizé la CCR de Ca** agregando secuencialmente 0.2 mL de cada
concentracion sucesiva de la escala de Ca’* hasta obtener el efecto méaximo (Emax). En
cada preparado se realizaron 2 CCR control, seguidas de 3 sucesivas CCR en presencia
de una concentracion Unica del extracto, en orden creciente (0.01, 0.03, 0.1y 0.3 %
P/V de la droga seca en la cuba). Antes de realizar las sucesivas CCR en presencia del
extracto, en cada preparado se hicieron también las CCR en presencia de etanol 1:10 y
1:3 como control de los extractos al 0.1 y 0.3%, respectivamente como controles
negativos del vehiculo. Tanto el extracto como el vehiculo se adicionaron 5 minutos

antes de hacer la CCR de carbacol.

Curvas concentracién-respuesta de carbacol en presencia de L-NAME: después

de estabilizados los intestinos en solucién Tyrode, se realizaron 2 sucesivas CCR control
de carbacol, como se explicé antes, de las cuales se obtuvo el efecto maximo
(Emax). Luego, en cada preparado se realizé una CCR control en presencia de L-NAME
(30 umol/L cuba), seguida de los controles negativos de vehiculo (CCR de carbacol en
presencia de la misma concentracién de L-NAME vy etanol 1:10 y 1:3 como control de
los extractos al 0.1 y al 0.3%), y de 4 sucesivas CCR de carbacol en presencia de L-
NAME y de una Unica concentraciéon del extracto en orden creciente (0.01, 0.03, 0.1y
0.3 % P/V de la droga seca en la cuba). Los sucesivos agregados de L- NAME, el

extracto (o el vehiculo) y la CCR de carbacol se hicieron a intervalos de 5 minutos.

4.4.3.2. Actividad en utero aislado

Para validar la actividad fitofarmacoldgica sobre Uteros se siguieron los
métodos publicados (Livingstone, 1970; Kitchen, 1984; Aaronson et al. 2006; Smith et
al. 2007; Darios et al. 2012). La contractilidad del Utero es particularmente dificil de
medir, dada la gran amplitud de las contracciones fasicas periédicas (ver Figs. 30y 35).

Por lo tanto se intentaron dos formas: medir los cambios a partir de los picos maximos
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estables, o medir la diferencia entre los maximos y minimos del pico (amplitud). Como
se obtenian resultados analogos en las CCR se eligio el criterio de medir la diferencia
entre los maximos y minimos del pico (amplitud), de manera que en el caso de que se

mueva la linea de base por las contracciones la medicion no se vea afectada.
Se realizaron los siguientes protocolos para evidenciar la actividad
espasmolitica en musculo liso uterino, y luego para ayudar a dilucidar el mecanismo de

accion de las tinturas:

Curvas concentracion-respuesta de carbacol: después de estabilizados los

Uteros, se agregaron secuencialmente a los 20 mL de la solucion Tyrode, 0.2 mL de
cada concentracion sucesiva de la escala de carbacol, de manera acumulativa, hasta
obtener el efecto maximo (Emax). En cada preparado se realizaron 2 CCR control de
carbacol, seguido de 2 CCR controles negativos de vehiculo (en presencia de etanol
1:10 y 1:3 como control de los extractos al 0.1 y al 0.3%), y de 4 sucesivas CCR cada
una en presencia de una concentracion Unica del extracto, en orden creciente (0.01,
0.03,0.1y 0.3 % P/V de la droga seca en la cuba). En todos los casos, los tratamientos

se adicionaron 5 minutos antes de hacer la CCR de carbacol.

Curvas concentracion-respuesta de carbacol en presencia de indometacina:

después de estabilizados los Uteros, se realizaron 2 CCR control de carbacol para
obtener el efecto maximo (Emax). Luego, en cada preparado se realizd una CCR
control con indometacina (0.1 umol/L en la cuba), seguido de 2 CCR en presencia de
indometacina y etanol 1:10 y 1:3 como control de los extractos al 0.1 y al 0.3%
(controles negativos del vehiculo), y de 4 sucesivas CCR en presencia de indometacina
seguido de una unica concentracién del extracto en orden creciente (0.01, 0.03, 0.1y
0.3 % P/V de la droga seca en la cuba). En todos los casos, los tratamientos se

adicionaron a intervalos de 5 minutos previos a la CCR de carbacol.
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Curvas concentracidn-respuesta de carbacol en presencia de TEA en ratas

tratadas previamente con B-Estradiol: Este estudio se hizo en Uteros aislados de ratas

tratadas 24 horas previo al experimento con 5 mg/kg de B-Estradiol. En cada
preparado se realizaron 2 CCR control de carbacol, 2 CCR con 10 mM tetraetilamonio
(TEA) y vehiculo (etanol vehiculo del extracto al 0.1 y 0.3%), y 4 sucesivas CCR en
presencia de TEA seguido de una Unica concentracion de extracto en orden creciente
(0.01, 0.03, 0.1 y 0.3 % P/V de la droga seca en la cuba). En cada protocolo los
tratamientos se adicionaron a intervalos de 5 minutos previos a la realizacién de la CCR

de carbacol.

Curvas concentracidon-respuesta de serotonina en ratas tratadas previamente

con B-Estradiol: en Uteros aislados de ratas tratadas, 24 horas previo al experimento,

con 5 mg/kg de PB-Estradiol, se hicieron secuencialmente CCR acumulativas de
serotonina. El orden de las sucesivas CCR fue: 2 controles de los que se obtuvo el
efecto maximo (Emax), 2 controles de vehiculo en presencia de etanol al 0.1y 0.3%, y
4 sucesivas CCR con adicion del extracto en Unicas y crecientes concentraciones (0.01,
0.03, 0.1 y 0.3 % de la droga seca en la cuba). En cada protocolo los tratamientos se

adicionaron a intervalos de 5 minutos previos a la realizacién de la CCR de serotonina.

4.4.4. Mediciones, cdlculos de parametros y estadistica

Las CCR en ausencia (control) y presencia de extracto u otro antagonista se
compararon por el método de comparaciones multiples de ANOVA de 2 vias
(tratamiento y log [agonista]), seguido del test de Bonferroni “a posteriori” para
comparar cada tratamiento con el control en cada valor de log [agonista]. Se considerd

un nivel de significancia de p<0.05.

Los graficos y estadisticas se realizaron en el programa Prisma v.4.0. Los datos

se expresaron como media + ESM a partir de los n datos obtenidos en cada grupo.

De cada CCR control del agonista se extrapold la concentracién efectiva al 50%
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del Emax (CEsg) y se calculd su pD2 = pCEsg= -log CEsq (Kenakin, 1984; Kenakin 2014).

Las curvas de inhibicidon se obtuvieron a partir de los efectos obtenidos a la
concentracién de agonista que produjo el Emax, y se graficaron esos efectos en
funcion de la concentracion de antagonista (extracto). De ellas se extrapolé la

concentracioén inhibitoria al 50% (Clsg) del extracto.

4.5.Actividad Farmacologica in vivo

4.5.1. Animales utilizados

Para los estudios in vivo se utilizaron ratones albinos de alrededor de alrededor
de 30 g de peso, mantenidos en el bioterio de la Catedra de Farmacologia de la
Facultad de Ciencias Exactas, UNLP, de conformidad con los principios
internacionalmente aceptados para el uso y cuidado de animales de laboratorio que
fue establecido por las directrices internacionales (NIH publicacién #85-23 1985,

2010).

En el caso de los estudios de comportamiento, los ratones se mantuvieron con
alimento y agua ad libitum. Para transito intestinal se mantuvieron en ayunas por 12

horas y agua ad libitum.

4.5.2. Soluciones y drogas utilizadas

Para los estudios de comportamiento se empled como control positivo:
= diazepam, a una dosis de 0.5 mg/kg via intraperitoneal (IP) en soluciéon
fisioldgica.

Para los estudios de transito intestinal se empled como control positivo:

e Atropina, administrada intraperitonealmente (IP) a una dosis de 3
mg/kg, a partir de ampollas de atropina al 1/1000 (Duncan,

Argentina).
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e Homatropina, administrada intraperitonealmente (IP) a una dosis de
12 mg/kg, a partir de la droga en polvo, diluida con agua destilada al

5% (Sigma, USA).

4.5.3. Protocolos de las pruebas in vivo
4.5.3.1.  Transito intestinal

Las tinturas de hojas de Fuchsia magellanica Sur y BA (en dilucién 1:3 con
solucion fisioldgica, dosis de 41.7 y 32.7 mg/kg respectivamente), el vehiculo (etanol
de 70° diluido 1:3 con solucidn fisioldgica) y la droga testigo atropina 3 mg/kg fueron
administradas a razén de 0.1 mL/30 g a los ratones por inyeccion intraperitoneal.
Transcurridos 30 minutos del tratamiento se administrd por via oral 0.1 mL de una
mezcla de carboximetilcelusa (1%) y carbdn activado (10%) en agua destilada. Pasados
30 minutos de la administracion del carbdn activado los ratones fueron sacrificados
por dislocacion cervical. Se extrajo el intestino delgado y se midio la distancia recorrida
por el carbdn desde el piloro hasta la porcién mads distal (unién con el ciego),
expresada como porcentaje de la longitud total del intestino delgado (Gorzalczany et

al. 2001; Sanches et al, 2010; Salinas et al, 2011; Sarin et al. 2013; Sahoo et al.2016).

En otro test se intentd acelerar el transito intestinal con el laxante osmético,
polietilenglicol (PEG) al 6% en agua destilada (Cottart et al. 2007) para administrarlo
oralmente en un volumen de 0.2 mL/raton (dosis de 400 mg/kg). Para este test, se

administraron los siguientes tratamientos en los respectivos 4 grupos de ratones:

e 0.1mL tintura de hojas F. m-BA en dilucion 1:2 (al 5%) en SF via oral (62.5
mg/kg).

e 0.1 mL tintura de hojas Fm-Sur en dilucion 1: 1.3 (al 7.5%) en SF via oral (73.5
mg/kg).

e Vehiculo de etanol de 70° diluido 1: 1.3 con solucion fisioldgica via oral

e Atropina 5 mg/kg via IP.
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A los 30 minutos de administrado el extracto o vehiculo se les administré 0.2
mL/raton de solucién acuosa de PEG 6% via oral. A los siguientes 30 minutos se les
administré 0.1 mL/ratén de la solucion de CMC-carbdn activado. Pasados 30 minutos
de la administracién del carbdn activado los ratones fueron sacrificados por
dislocacién cervical. Se extrajo el intestino y se midid la distancia recorrida por el
carbén desde el piloro hasta la porcidon mas distal, expresada como porcentaje de la

longitud total del intestino delgado (Salako et al. 2015; Cottart et al. 2007).

4.5.3.2.  Laberinto en cruz elevado (LCE)

El LCE consistio en un laberinto negro compuesto de 4 brazos en forma de cruz
elevados a una altura de 50 cm. Cada brazo media 5x30 cm vy la zona central 5x5 cm.
Dos brazos, uno frente al otro, estaban cerrados con paredes de madera de 15 cm de
altura (sin techo), y dos brazos abiertos (sin paredes). Se ubicé el ratén en la zona
central, permitiendo la libre exploracion durante 5 min. La entrada a cada brazo se
considerd cuando las 4 patas estaban dentro de éste. Se calculd el numero de veces
gue el ratén entraba a los brazos abiertos y a los cerrados, y el tiempo total de
permanencia en cada brazo (Almeira et al. 2009; Wasowski & Marder, 2010). Para
disminuir influencias odorificas dejadas por los ratones, los dispositivos fueron

limpiados con alcohol y algodones secos entre ratones.

Las tinturas de hojas y flores de Fuchsia de la Patagonia (Fm-Sur) y de La Plata
(Fm-BA) fueron administradas en volumen de 0.1 mL/30 g ratén por inyeccion
intraperitoneal, 30 minutos antes de realizar la primera observacién, en las siguientes

dosis:

e Partiendo de la dilucion 1:3 con solucidn fisioldgica resultaron las dosis de:
Hojas Fm-BA=41.7 mg/kg, Hojas Fm-Sur=32.7 mg/kg, Flores Fm-BA=21.8

mg/kg y Flores Fm-Sur=18.4 mg/kg)

e Partiendo de la dilucion 1:10 con solucion fisioldgica resultaron las dosis de
Hojas Fm-BA: 12.5 mg/kg; Hojas Fm-Sur: 9.8 mg/kg, Flores Fm-BA: 6.5

mg/kg; Flores Fm-Sur: 5.5 mg/kg)
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e Vehiculo (etanol de 70° diluido 1:3 con solucidn fisioldgica)
e Control positivo o droga testigo (diazepam 5 mg/kg)

Las mediciones se realizaron 5 minutos antes de administrar la droga y se

repitieron cada 30 minutos hasta totalizar 2 horas.

FIGURA 7. Foto obtenida durante un experimento en el Laberinto en Cruz

4.5.3.3. Prueba del Campo abierto (“open field”)

El campo abierto consistio en una caja, con medidas de 50 * 30 * 30 cm, cuyo
interior es completamente blanco y el suelo esta dividido en 15 cuadrados de 10*10
cm, delineados en negro. En cada prueba se ubicé el ratén en un angulo cerca de las
paredes del campo abierto, permitiendo la libre exploracién durante 5 min. Se conto el
numero de lineas cruzadas (considerado cuando las 2 patas delanteras cruzaban una
linea) como estimacion de la movilidad espontanea, y el nimero de veces que se ponia
de pie para explorar (enderezamientos exploratorios o “rearings”) (Consolini et al.
2006; Ragone et al. 2010; Matera et al. 2012; Matera et al. 2016). Para disminuir

influencias odorificas dejadas por los ratones, los dispositivos fueron limpiados con
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alcohol y algodones secos entre ratones.

Las tinturas de hojas de Fuchsia de la Patagonia (F.-Sur) y de La Plata (F.m.-BA)
(en dilucion 1:3 con solucion fisioldgica, a dosis de 41.7 y 32.7 mg/kg,
respectivamente), el vehiculo (etanol de 70° diluido 1:3 con solucién fisioldgica) y la
droga testigo (diazepam 5 mg/kg) fueron administradas a razén de 0.1 mL/ 30 g a los
ratones por inyeccion intraperitoneal, Las mediciones se realizaron 5 minutos antes de
la administracién de la droga o extracto, y y luego se repitieron cada 30 minutos hasta

totalizar 2 horas.

FIGURA 8. Foto obtenida en un experimento de Campo Abierto

4.5.4 Tratamiento estadistico de los datos

En las pruebas “in vivo” de comportamiento se aplicd el ANOVA de dos vias
(variables: tratamiento y tiempo) seguido de comparaciones pareadas a posteriori por
el test de Bonferroni entre los efectos obtenidos a cada tiempo, en presencia y

ausencia (control) de la respectiva concentracién del extracto.

En la prueba “in vivo” de propulsidon intestinal se aplicd el ANOVA de una via
para comparar los efectos del tratamiento, seguido de comparaciones pareadas a
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posteriori por el test de Bonferroni entre los efectos obtenidos a cada tiempo en los
diversos tratamientos y el grupo control. En todas las comparaciones estadisticas se

considerd un nivel de significancia de p< 0.05.

63



5. RESULTADOS
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5.1.Andlisis botdnico

Fuchsia magellanica crece en arbusto de 1 a 4 m de altura. Hojas opuestas o en
grupos de 3, simples, oval-lanceoladas, agudas, con lamina de tamafio 50 x 20 mm vy
de superficie dentada. Flores solitarias, de 70 mm de longitud, colgantes con 5 pétalos
obtusos violetas de 20 x 7 mm de tamafio y sépalos ovados-lanceolados rojos con un
tamafio de 20 x 8 mm. Pedunculos rojos de 50 mm. El fruto es una baya comestible

con semillas numerosas.

FIGURA 9. Flores de Fuchsia magellanica del Jardin Botanico C. Spegazzini

A continuacién, se muestran los resultados del analisis microscépico de los

caracteres anatémicos y morfoldgicos de las hojas de F. magellanica.
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5.1.1. Arquitectura foliar

La venacién es pinnada, con una vena primaria Unica (vena media) que sirve de
origen a la venacion de orden mas alto, tiene un recorrido recto, sin ramificaciones y
tiene un ancho de vena de aproximadamente el 2.5% del ancho de hoja. La venacién
secundaria es de tipo camptdodroma con un angulo de divergencia agudo moderado
(entre 45° y 60°) casi uniforme, de grosor moderado, con un recorrido curvado,
doblandose en arco uniformemente, donde las venas secundarias no terminan en el
margen. La venacion terciaria es broquidédroma, reticulada, mostrando una serie de
arcos prominentes y la cuaternaria estd orientada al azar. La venacion marginal es

ojalada y la areolacion esta bien desarrollada (Fig. 10).

Figura 10. Hoja de Fuchsia magellanica del Jardin Botanico C. Spegazzini

5.1.2. Epidermis vista en superficie (VS)

La epidermis presenta células con paredes anticlinales sinuosas tanto en

z vé i itico, veés, [
haz como envés y estomas de tipo anomocitico, en el envés, con engrosamientos
polares en forma de “T” (Fig. 11 A y B). Pubescencia en ambas caras formada por
tricomas eglandulares uniseriados de cuticula lisa (Fig. 11 A y B). Gran cantidad de

rafidios se observan en el mesofilo (Fig. 12).
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Figura 11 A. Epidermis abaxial: a.Tricoma eglandular; b. Estoma anomocitico. 400X

B. Epidermis adaxial. 400X

.Figl.jra.l.z Mesofilo vista superficial; se observan rafidios. 40X

7

2

Las hojas tienen un haz glabrascente con un promedio de 3 tricomas por mm

. . 2
bescente con un promedio de 27 tricomas por mm-~.

7

és es pu

mientras que el env
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Los indices calculados (estomatico y empalizada) se pueden observar en la

Tabla 1:

Tabla 1. indices (magnitudes cuantitativas).

PROMEDIO £ S MODA
indice estomatico 18,719 + 2,904 18,27
[ndice de empalizada 4,289 + 0,857 4,75

5.1.3. Ldmina en corte transversal (CT)

Presenta una epidermis unistratificada de células rectangulares con una

epidermis adaxial mas gruesa. El mesdfilo es de tipo dorsiventral constituido por 1 sola

capa de parénquima en empalizada de células largas, que ocupa una tercera parte del

mesofilo, y de 4 a 6 capas de parénquima esponjoso. En el mesodfilo se encuentran

abundantes glébulos lipidicos y sacos o cavidades mucilaginosas con rafidios en su

interior orientados al azar (Fig. 13).

Figura 13. Mesofilo: A. Tricoma eglandular; B. Saco con rafidios; C. Globulos lipidicos.

400X

La vena media es plano-convexa. El sistema vascular esta formado por un haz
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vascular, con xilema hacia la cara adaxial y floema hacia la abaxial, el cual esta entre 2-
3 capas de colénquima hacia la cara adaxial y 1-2 capas de colénquima hacia la cara

abaxial. Se observan pequefios haces adaxiales invertidos (Fig. 14).

Figura 14. Lamina: A. Vena Media (40x). B. Haces vena media (400x).

5.1.4. Peciolo en corte transversal (CT)

Figura 15. Capa amilifera abaxial del haz vascular. 400X

En la seccion transversal el contorno es redondeado con la cara abaxial convexa
y la adaxial concava. La epidermis es unistrata y estd formada por células
cuadrangulares con cuticula delgada y pubescente. La corteza estd formada por 2 a 3
capas de parénquima colenquimatoso discontinuo y 5 a 7 capas de parénquima

interno, en la corteza se visualizan rafidios y una vaina amilifera rodeando al tejido
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vascular. Este se encuentra formando un arco de xilema adaxial y floema abaxial (Fig

15).

5.1.5. Tallo en corte transversal (CT)

Se hizo un corte transversal por la zona media de tres entrenudos
jovenes (primer, segundo y tercer entrenudo) de aproximadamente 1 mm de
didmetro, mostrando la siguiente organizacién interna (Fig. 16): Epidermis unistrata,
con células rectangulares de paredes anticlinales delgadas, cuticula lisa, delgada y
pubescente con tricomas eglandulares, similares a los de las hojas. Continla con1a 3
capas de colénquima lagunar. El cilindro vascular corresponde a una eustela, con haces
vasculares bicolaterales, ya que presenta floema intraxilematico. El xilema forma un
anillo por la presencia de fibras interxilematicas. La médula central es parenquimatica

con presencia de rafidios.

Figura 16. Tallo (VT): Xilema — Parenquima. 250X

Las caracteristicas observadas en cada entrenudo son las siguientes:

e Primer entrenudo: Presencia de vaina amilifera. Cilindro vascular con

floema externo e interno.

e Segundo entrenudo: La vaina amilifera desaparece y el parénquima
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cortical comienza a dar origen a un cambium suberdégeno. Persiste el

cilindro vascular con floema externo e interno.

e Tercer entrenudo: Se observa suber de origen interno, desplazando a la

corteza primaria. Presenta fibras corticales aisladas. Persiste el cilindro

vascular con floema externo e interno. Se observa médula parenquimatica

con contenido de mucilagos.

5.1.6. Pruebas histoquimicas

En la tabla 2 se muestran los resultados de las pruebas histoquimicas hechas

con las cuales se pudieron determinar la presencia o ausencia de las moléculas

caracteristicas para su identificacion.

Tabla 2. Resultados de las pruebas histoquimicas.

Compuesto Coloracion Reaccion en las hojas
Almiddn Solucién de Lugol Azul-Negro Hojas (-) Tallo (+)
FeCl; (10%) y
Taninos Azul-Verde Hojas (-) Tallo (-)
Na,COs (2%)
Sustancias
Suadan Il Rojo-Rosa Hojas (+) Tallo (+)
Lipofilicas
Azul brillante de
Mucilagos Azul celeste Hojas (+) Tallo (+)

cresilo

Se confirmdé que los glébulos presentes en el mesofilo y en el tallo reaccionan

positivamente al tratamiento con Sudan lll, tinéndose de color rojizo. Este resultado

evidencia la presencia de grasas - aceites en hojas y tallos.

Se descarté la presencia de almidén en hojas con solucion de Lugol, ya que no

hubo tincién de color azul oscuro. Sin embargo, si se observo la tincidon en el tallo,
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confirmando la presencia de almidon en este.

La prueba con cloruro férrico - carbonato de sodio descartd la presencia de
taninos, tanto en hojas como en el tallo, ya que no dio la coloraciéon azul-verdosa

relacionada con estos.

Se confirmd la presencia de mucilagos en las células que contienen rafidios, de
hojas y tallos, al observarse de azul celeste con el tratamiento de azul brillante de

cresilo.

5.2. Ensayos fitogquimicos

5.2.1. Reacciones de caracterizacion
5.2.1.1.  Flavonoides

Como se muestra en la Tabla 3 el extracto hexanico de las flores dio negativo
para todas las reacciones de caracterizacion y el de hojas solo dio positivo para el
hidréxido de sodio con lo que se puede sospechar la presencia de otros compuestos

fendlicos diferentes de los flavonoides.

Los extractos de acetato de etilo y acuoso de hojas y flores dan positivo para
todas las reacciones. Por Shinoda y Rosenheim se puede confirmar la presencia de

flavonoides y leucoantocianidinas.
También, por la reaccidon positiva del resto de reacciones se puede sospechar,

en hojas vy flores, la presencia de flavonas, flavanonoles, isoflavonas y/o flavonoles,

posiblemente con tres hidroxilos adyacentes.
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Tabla 3. Cambios de color en las reacciones de caracterizacion de las flores y hojas de F.

magellanica.
FLORES HOJAS
Acetato de Acetato de
Hexano Agua Hexano Agua
Etilo Etilo
SHINODA Rojo
No hubo| Ligeramente
Rojo en la intenso en Rojo enla
cambio rojo en la fase
ROSENHEIM fase organica la fase fase organica
de color organica
organica
. Punto
Na OH Amarillo Naranja Marron
No hubo amarillo
cambio Verde fluorescente Verde Celeste
BO3H 3
de color fluorescente | Fluorescente
No hubo| Negro, hubo
Negro ' . Negro
ClsFe g cambio | cambio de color
intenso
de color al secarse
ClAl Amarillo fluorescente Amarillo Verde
fluorescente | fluorescente
5.2.1.2. Terpenos

Como se observa en la Tabla 4 los extractivos diclorometanolicos, dieron

positivo la reaccién de Lieberman-Bouchard para la presencia de nucleos esteroideos,

con mayor presencia en hojas y no parece haber presencia de ningin nucleo

triterpenico en los extractivos de acetato de etilo, en hojas ni en flores.

Ambos extractos acuosos de hojas y de flores dieron positivo las reacciones

para saponinas (Tabla 5).
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Tabla 4. Caracterizacion Del Nucleo Terpénico: Reaccién de Lieberman-Bouchard

Flores Hojas
DCM (+) Verde claro (+++) Verde oscuro
Acetato De Etilo (-) Transparente (-) Transparente
Tabla 5. Caracterizacion de saponinas
Flores Hojas
Capacidad Afrogena +++ +

Poder Emulgente +++ ++

Precipitacion con Ca( OH) , + 4+

Precipitacién Subacetato de Plomo ++ +4++

Fehling Indirecta +++ ++

5.2.2. Andlisis cromatogrdfico inicial
5.2.2.1.  Flavonoides

El analisis superficial por TLC permitié observar el perfil cromatografico de los
seis extractivos en fases moviles usadas para flavonoides, ayudando a dilucidar la
presencia de isoquercetina y vitexina y la ausencia de acido cafeico y apigenina en
hojas y flores. Es importante destacar que para el acido clorogénico no da un resultado

concluyente.

Sistema 1: Se observd una banda mayoritaria naranja con mayor presencia en
las hojas correspondiente a la isoquercetina (Rf: 0.75), hay otras bandas de menor
intensidad que hacen sospechar presencia de acido clorogénico (Rf: 0.95), de color
celeste fluorescente, y de vitexina (Rf: 0.65) de color naranja fluorescente, ambas con
mayor presencia en hojas. También se puede determinar la ausencia del acido cafeico

(Rf: 0.95) en las cuatro fracciones (Fig. 17 A).
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Sistema 2: Se observé la presencia de vitexina (Rf: 0.58) en las fracciones
acuosas y de acetato de etilo de hojas y flores y parece estar en la fraccién hexanica de
flores. Se sospecha la presencia del acido clorogénico (Rf: 0.12) en las fracciones
acuosas y de acetato de etilo en flores. Se destaca la presencia de la isoquercetina (Rf:
0.56) como compuesto principal en esta fase movil en las fracciones acuosa y de
acetato de etilo, tanto de flores como de hojas. Se determind la ausencia de la

apigenina en todas las fracciones (Fig. 17 B).

W AE 1 /V A AE w H AE W AV IAClW AE H M
Flores Hojas Hojas Flores

Figura 17. TLCs para flavonoides en la FMI (A) y la FMII (B). W: extracto acuoso. AE:
extracto de acetato de etilo. H: extracto hexanico. M: extracto metandlico. I:

isoquercetina. ACl: acido clorogénico. V: vitexina. AC: 4cido cafeico. A: apigenina.

5.2.2.2. Terpenos

El andlisis inicial por TLC permitid observar el perfil cromatogréafico de los
diferentes extractivos en fases moviles usadas para triterpenos, ayudando a dilucidar
la presencia de acido oleandlico en hojas y flores y de saponinas en flores y a descartar

la presencia de escina y escina B.
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Figura 18. Cromatografias de capa fina para terpenos en FM | (A), FM 1l (B) y FM Il (C). F:
Flores. AU: acido ursdlico. AO: acido oleandlico WF: extracto acuoso flores. WH: extracto
acuoso hojas. AE.F: extracto en acetato de etilo de flores. AE.H: extracto en acetato de etilo de

hojas. MF: extracto metandlico de hojas. E: escina. EB: escina B. S: saponinas

Sistema 1: Muestra una banda verde (Rf: 0.8) con presencia en flores y hojas,
en hojas hay otras bandas de menor intensidad de color negro (Rf: 0.75, 0.70 y 0.35), y
para hojas y flores hay una banda negra (Rf: 0.44) que coincide con el 4cido oleandlico

(Fig. 18 A).

Sistema 2: Se confirmé la presencia de acido oleandlico (Rf: 0.45) en hojas y
flores. En hojas también se vio una banda verde oscuro (Rf: 0.96), dos de un verde mas
claro (Rf:

0.87 y 0.76) y cuatro bandas negras (Rf: 0.60, 0.36, 0.33 y 0.27). En flores se
observaron ocho bandas negras (Rf: 0.85, 0.71, 0.58, 0.36, 0.31, 0.27, 0.18 y 0.09)

ademas de la banda correspondiente al acido oleandlico (Fig. 18B).

Sistema 3: En esta fase movil se observé la presencia de saponinas (Rf: 0.40) en
las tres fracciones (Acetato de etilo, metanol y agua) de flores. Ademads, en la fraccién
acuosa de flores se ve una banda amarilla opaca (Rf: 0.09) y en la de acetato de etilo

una de igual color (Rf: 0.05). En hojas se descarta la presencia de saponinas, pero se ve
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una banda marrdn (Rf: 0.91) en la fraccion de acetato de etilo y en la fraccidon acuosa
se ven dos; una marrén (Rf: 0.87) y una amarilla opaca (Rf: 0.09). Para flores y hojas se
descarta la presencia de escina y escina B en cualquiera de las fracciones obtenidas

(Fig. 18C).

5.2.3. Cromatografia en capa delgada (TLC) enfocada en
flavonoides

Un andlisis cromatografico por TLC mas profundo permitié determinar el perfil
de polifenoles, especialmente flavonoides presentes en ambas tinturas, ayudando a
aclarar algunos de los perfiles cromatograficos previos y a encontrar nuevos perfiles en

las hojas de ambas muestras.

En el sistema 1 (Fig. 19A) se observé en el perfil cromatografico de las muestras
de hojas Fm-BA (HBA) y Fm-Sur (HS) bandas coincidentes en Rf y color con los testigos
de isoquercitrina, hiperdsido, ambos compuestos con el mismo Rf (0.62) debido a su
similitud quimica, y se observa una banda clara coincidente en Rf (0.5) y color con el

testigo de acido clorogénico.

En el sistema 2 (Fig. 19B) se observé en el perfil cromatografico de las muestras
HBA y HS bandas coincidentes en Rf y color con los testigos de quercitrina (0.54) e

hiperdsido (0.35).

En el sistema 3 (Fig. 19C) se observo en el perfil cromatografico de la muestra
HS bandas coincidentes en Rf y color con los testigos de quercetina (0.31) y canferol
(0.35). Se hizo un co-cromatograma de ambos testigos con la muestra HS para

confirmar la presencia de estos en la tintura, obteniendo coincidencia.

En los sistemas 4 y 5 (Fig. 19D y 19E) se observd en el perfil cromatografico de
las muestras HBA y HS bandas coincidentes en Rf y color con los testigos de quercitrina
(Rf 0.76 y Rf 0.75 respectivamente), isoquercitrina e hiperdsido (Rf 0.52 y Rf 0.5

respectivamente).
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En el sistema 6 (Fig. 19F) se observé en el perfil cromatogréfico de la muestra

HS bandas coincidentes en Rf y color con los testigos de quercetina (Rf 0.48) y canferol

(RF 0.69).
A B
HBA 1 2 3 HBA'5 2 6 4 3 HSHS HBA 7 8 9
D I E I I
HBA4 2 51 310 HS HBA 2 51 3 410 HS HBA 8

Figura 19. Perfiles cromatograficos de las tinturas de hojas Fm-BA (HBA) y Fm-Sur (HS). 1
Isoquercitrina, 2: Hiperdsido, 3: Acido clorogénico, cinarina y &cido cafeico, 4: Vitexina, 5:

Quercitrina, 6: Rutina, 7: Apigenina, 8: Quercetina, 9: Canferol, 10: Canferol-3-triglucdsido.

En la tabla 6 se muestra el resumen de los flavonoides presentes en ambas

tinturas y en los sistemas cromatograficos en los que se pueden observar.
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Tabla 6. Presencia de los flavonoides en los diferentes sistemas cromatograficos.

Sistema de Hojas de
solventes S1| S2 S3| S4 S5 S6|  Fucsia de
- - La Plata
Quercetina
+ + Sur
- e La Plata
Canferol
+ + Sur
H oo+ + + La Plata
Quercitrina
+H o+t ++ | ++ Sur
H oo+ + + La Plata
Isoquercitrina
+4 4 ++ ++ Sur
H o+ + + La Plata
Hiperdsido
+4 4 ++ ++ Sur

Se descarta la presencia de vitexina, canferol-3-triglucésido, cinarina, acido
cafeico y apigenina, por no encontrar coincidencia con los respectivos testigos.
Ademas queda pendiente por determinar la presencia de acido clorogénico en ambas
tinturas por HPLC, ya que solo se observé la banda coincidente en el sistema

cromatografico 1.

5.2.4. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

El analisis por HPLC permitid detectar y cuantificar los flavonoides presentes en
ambas tinturas. En la especie colectada en La Plata se detectd y cuantificd quercitrina
e hiperdsido y en la especie colectada en Villa La Angostura se detectd y cuantifico
qguercetina, canferol, quercitrina e hiperdsido. El método utilizado fue por
comparacién de los tiempos de retencién y del espectro ultravioleta obtenido a través

del detector de arreglo de diodos con las sustancias patrén.

Los tiempos de retencion fueron aproximadamente los siguientes:
e (Quercitrina: 36.1 min e (Quercetina: 38.2 min

e Hiperdsido: 36.7 min e Canferol: 40.3 min
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En la tabla 7 se muestra el resumen de los flavonoides que se corrieron en

HPLC y los observados en las tinturas por HPLC, con sus respectivas cuantificaciones.

Tabla 7. Rendimientos de los flavonoides presentes en las tinturas. Los resultados se expresan

como P/P respecto a 100g de droga seca (mg%).

F. magellanica “BA” (mg %) F. magellanica “Sur” (mg %)

Compuesto — _

Xt 5D Xt 5D
Rutina ND ND
Isoquercitrina ND ND
Quercitrina 473,1+23,6 597,4+19,1
Hiperdsido 87,9+ 5,0 201,8+0,2
Canferol ND Trazas
Quercetina ND 18,8 £0,6

X + 5D: Valor promedio + desviacién estandar
ND: No se detectd

Trazas: Contenido inferior al limite de cuantificacién (1 ppm)

En la Fig. 20 se observa que la tintura de HBA presenta un pico a Rt 36.441 y
otro a Rt 37.227 min, correspondientes a la quercitrina y al hiperosido
respectivamente (Picos 3y 5). Y en la Fig. 21 se observa que la tintura de hojas Fm-Sur
presenta picos a Rt 36.021, Rt 30.728, Rt 38.180 y a Rt 40.302 min, correspondientes a

la quercitrina, el hiperosido, la quercetina y el canferol, respectivamente (Picos 2, 4, 7

y 9).

Se puede apreciar que F-Sur tiene mayor contenido de flavonoides y aunque en
pequefias cantidades se puede observar la presencia de quercetina, que
probablemente se ha hidrolizado de la quercitrina y el hiperosido, y de canferol,
flavonoides que no se observan en Fm-BA. Esto puede deberse a la diferencia de
condiciones en las que crece en Patagonia, teniendo en cuenta que estos flavonoides
se caracterizan por ser antioxidantes y por el hecho de que el frio invernal se ha

relacionado con estrés oxidativo es probable que la diferencia en la cantidad de
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flavonoides se deba a una respuesta natural de la planta frente al clima mas frio de la

Patagonia (Ma et al, 2014; Watanabe & Ayugase, 2015).
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Figura 20. Cromatograma obtenido por HPLC de la tintura de hojas de Fm-BA.
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Figura 21. Cromatograma obtenido por HPLC de la tintura de hojas de Fm-Sur.
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5.3. Actividad Farmacoldgica

5.3.1. Actividad antiespasmaodica visceral in vitro
5.3.1.1.  Actividad en intestinos aislados de rata

53111 Efectos de F.m. en CCR de carbacol

La tintura de las hojas de Fm-BA inhibié de forma no-competitiva (con
reduccion de los efectos y el Emax, dependiente de la concentraciéon) la CCR del
agonista muscarinico carbacol a las concentraciones de 0.1 y 0.3% de extracto en la
cuba (equivalente a 37.5 y 112.5 ug residuo seco/mL respectivamente), siendo no
significativa (NS) la inhibicion a las menores concentraciones de 0.01 y 0.03% extracto
(3.75 y 11.25 pg residuo seco/mL respectivamente). Una vez obtenidas las curvas de
inhibicion, y aplicando los rendimientos descriptos en el punto 4.1.5, la concentracion
inhibitoria al 50% (Clsg) fue equivalente a 256.36 + 37.51 pg residuo seco/mL (n=6)
(Fig. 22).

La tintura de las hojas Fm-Sur también inhibié de forma no-competitiva la CCR
de carbacol a las concentraciones de 0.03, 0.1 y 0.3% extracto (equivalente a 8.82,
29.4y 88.2 ug residuo seco/mL respectivamente), siendo NS a la menor concentracién
de 0.01% extracto (2.94 ug residuo seco/mL). La concentracion inhibitoria al 50% (Clsq)

fue de 272.85 + 64.3 ug residuo seco/mL (n=8) (Fig. 23).

La tintura de las flores Fm-BA inhibié de forma no-competitiva la CCR de
carbacol a las concentraciones de 0.03, 0.1 y 0.3% extracto (5.88, 19.6 y 58.8 g
residuo seco/mL respectivamente), siendo NS a la menor concentracion de 0.01%
extracto (1.96 ug residuo seco/mL). La concentracion inhibitoria al 50% (Clsg) fue de

373.57 £ 113.74 ug residuo seco/mL (n=7) (Fig. 24).

La tintura de las Flores Fm-Sur inhibié de forma no-competitiva la CCR de
carbacol a la concentracion de 0.1% extracto (16.6 pg residuo seco/mL) de tintura en

la cuba, siendo NS a las menores concentraciones de 0.01 y 0.03% extracto (1.66 y
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4.98 ug residuo seco/mL respectivamente). La concentracién inhibitoria al 75% del

Emax (Clys) fue de 90.07 + 24.98 ug residuo seco/mL (n=9, Fig. 25).

100~
80+ -#- Control
604 -+~ Fuchsia 0.01%
CL =% Fuchsia 0.03%
= 40- Fuchsia 0.10%
Fuchsia 0.30%
20+
0(_4 1] * |} |} L | L}
-3 -2 -1 0 1 2

log [carbacol] (ug/ml)

B CCR Inhibicion Hojas Fm-BA

100 | Clgg=256.36+37.51 ug residuc seco/ml

n=6
75
T
£ 504
254
0 | | L] 1
-4 -3 -2 -1 0

Log [T Fuchsia] {% p/v de hoja)

Figura 22. (A) Curva concentracién-respuesta de Carbacol en ausencia y presencia de
sucesivas concentraciones de tintura de hojas Fm-BA (expresadas en % P/V de hojas secas
en el volumen de la cuba). (B) Curva de inhibicién de la contraccién obtenida a 1
Mg/mL carbacol, para intrapolar la Clsy (n=6) que equivale a 256.36 + 37.51 ug residuo
seco/mL. En A: ANOVA de 2 vias: por tratamiento: F=116, p<0.0001, por log [Cbl]: F=222.5
p<0.0001. Post-tests: *p<0.05 vscontrol.
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Figura 23. (A) Curva concentracién-respuesta de Carbacol en ausencia y presencia de

varias concentraciones de tintura de hojas Fm-Sur (expresado en % P/V de droga seca

sobre el volumen en la cuba). (B) Curva de inhibicién de la contraccion obtenida a 1

Mg/mL carbacol, para intrapolar la Clsp (n=8) de 272.85 * 64.33 g residuo seco/mL. En

A: ANOVA de 2 vias: por tratamiento: F=36.15, p<0.0001, por log [Cbl]: F=55.54 p<0.0001.

Post-tests: *p<0.05 vs control.
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Figura 24. (A) Curva concentracion-respuesta de Carbacol en ausencia y presencia de varias
concentraciones de tintura de flores Fm-BA (expresada en % P/V de droga seca sobre el
volumen en la cuba). (B) Curva de inhibicion de la contraccién obtenida a 1 pug/mL
carbacol, para intrapolar la Clsg (n=7) de 373.57 + 113.74ug residuo seco/mL. En A:
ANOVA de 2 vias: por tratamiento: F=67.65, p<0.0001, por log [Cbl]: F=137.0 p<0.0001. Post-

tests: *p<0.05 vs control.
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Figura 25. (A) Curva concentracién-respuesta de Carbacol en ausencia y presencia de varias
concentraciones de tintura de flores Fm-Sur (en % P/V de droga seca sobre el volumen en la
cuba). (B) Caélculo de la Clys (n=9) de 90.07 + 24.98 ug residuo seco/mL. En A: ANOVA de 2 vias:
por tratamiento: F=11.79, p<0.0001, por log [Cbl]: F=181.5 p<0.0001. Post-tests: *p<0.05 vs

control.

Debido a que las tinturas de las flores tuvieron menor inhibicion de la
respuesta espasmaodica que la obtenida por las tinturas de las hojas, los estudios de los

mecanismos de accion se continuaron sobre las tinturas de las hojas.
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53.1.1.2. Efectos de F.m. en las CCR de calcio (Ca’?)

Para dilucidar si el efecto antiespasmaddico de F. magellanica, que se manifestd
como un antagonista no-competitivo de la contraccién muscarinica, se debe a la
inhibicion del influjo de Ca”" ala célula muscular lisa intestinal, se realizaron las CCR de

Ca®* en un medio despolarizante con alta concentracién de K* (40 mM) y sin Ca**.

Las Figuras 26 y 27 muestran que tanto las hojas de Fm-BA como las de Fm-Sur
inhibieron no competitivamente la CCR de ca®. Las hojas de Fm-BA con un Clsg de
138.42 + 48.60 pg de residuo seco/mL (n= 13) y las hojas de Fm-Sur con un Clsy de
125.92 + 29.14 ug de residuo seco/mL (n=6).

Con estas graficas podemos observar que las Clsg parecen disminuir en ambos
casos (Hojas Fm-BA y Hojas Fm-Sur) con respecto a las respectivas Clsg de las CCR de
carbacol (Figs. 22 y 23) pero no hay una diferencia significativa entre ellas (p=0.4336y

p=0.6598 por test de Student, respectivamente).
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Figura 26. (A) Curva concentracion-respuesta de Calcio en ausencia y presencia de
varias concentraciones de tintura de hojas Fm-BA (expresadas en % P/V de droga seca sobre el
volumen en la cuba). (B) Calculo de la Clsg (n=13) de 138.42 + 48.60 pg res. seco/mL. En A:
ANOVA de 2 vias: por tratamiento: F=13.85, p<0.0001, por log [Ca]: F=47.81 p<0.0001. Post-

tests: *p<0.05 vs control.
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Figura 27. (A) Curva dosis-respuesta de Calcio en ausencia y presencia de varias
concentraciones de tintura de hoja Fm-Sur (expresado en % P/V droga seca sobre el
volumen en la cuba) (B) Célculo de la Clsy (n=6) de 152.92 + 29.14 ug residuo seco/mL
obtenida de los efectos a la maxima concentracién de calcio. En A: ANOVA de 2 vias: por
tratamiento: F=22.8, p<0.0001, por log [Ca]: F=190.4 p<0.0001. Post-tests: *p<0.05 vs

control.
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5.3.1.1.3. Efectos de F.m. en las CCR de carbacol con L-NAME

Se hipotetizd que el efecto inhibitorio no competitivo de las tinturas de Fuchsia
tanto frente a la contraccidn colinérgica como a la disparada por influjo de Ca** en
medio despolarizante podria estar mediada por la via del 6xido nitrico. Para evaluar
esta hipotesis, se realizaron las CCR de carbacol en presencia de 30 umol/L L-NAME
(inhibidor de la NO-sintasa), previa a la adicion del extracto o vehiculo y de la curva

acumulativa del carbacol.

Las Figuras 28 y 29 muestran que el L-NAME no modificé el bloqueo no
competitivo ni las Clsg tanto de la tintura de las hojas de Fm-BA como de las hojas de
Fm-Sur sobre las CCRs de Carbacol (Figs. 22 y 23). Las hojas Fm-BA exhibieron un Clsg
de 149.15 + 36.20 pg de residuo seco/mL (n=6) y las hojas Fm-Sur un Clsg de 312.76 *
39.59 ug de residuo seco/mL (n= 8), valores que no difieren significativamente de los
obtenidos respectivamente en las CCRs en ausencia de L-NAME (p = 0.1443 y p =
0.9880 por test de Student).
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Figura 28. (A) Curva concentracion-respuesta de carbacol, con adicidon de 30 umol/L L-NAME,
en ausencia y presencia de varias concentraciones de tintura de hojas Fm-BA (expresado en %
P/V hojas secas sobre el volumen en la cuba). (B) Célculo de la Clsg (n=6) de 149.15 + 36.20 pg
residuo seco/mL a partir de los efectos obtenidos con carbacol 0.3 pg/mL. En A: ANOVA de 2
vias: por tratamiento: F=73.82, p<0.0001, por log [Cbl]: F=218.8 p<0.0001. Post-tests: *p<0.05

vs control.

91



100+

-# Control Carbacol
-+ Control EtOh
75 —~ Fuchsia 0.01%
" -~ Fuchsia 0.03%
e 50+ -# Fuchsia 0.1%
-~ Fuchsia 0.3%
254 *
0 T T
-3 -2 -1 0

log [carbacol] (ug/ml)

g CCRInhibicion Hojas Fm-Sur

Cl5q=312.76+39.59 pg residuo seco/ml

2.0 -1..5 -1..0 -0.5
Log [T Fuchsia] (% p/v de hoja)
Figura 29. (A) Curva concentracion -respuesta de carbacol, con adicién de L-NAME, en
ausencia y presencia de varias concentraciones de tintura de hojas Fm-Sur (en % P/V de droga
seca sobre el volumen en la cuba) (B) Célculo de la Clsg (n=8) de 312.76 + 39.59 ug res
seco/mL. En A: ANOVA de 2 vias: por tratamiento: F=27.7, p<0.0001, por log [Cbl]: F=102.5

p<0.0001. Post-tests: *p<0.05 vs control.

92



5.3.1.2. Actividad en uteros aislados de rata

53.1.2.1. Actividad espontdnea y efectos del vehiculo en las CCR
de carbacol
En la figura 30 se puede observar el registro experimental de la CCR de
carbacol en Uteros aislados de rata, evidenciandose la contraccion del musculo liso con
la adicion de las diferentes concentraciones de carbacol (puntos morados). El Utero
posee una actividad contractil espontanea basal, la cual se acentla por el agregado del
agonista muscarinico.
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Figura 30. Registro experimental de la curva concentracion-respuesta de carbacol en el
Utero.

Para obtener un mejor andlisis de los datos se compararon las CCR de carbacol
control (en ausencia de las tinturas) con las CCR de carbacol en presencia de los
vehiculos (etanol de 70° diluido al 10% y 30%, los cuales resultan en las respectivas
concentraciones de 0.1 y 0.3% V/V en la cuba). Se puede observar (Fig. 31) que en
Utero no hay diferencia significativa entre el control y el vehiculo al 0.1%, pero si la hay
con el vehiculo al 0.3%. Esta curva se tomd como control 100% para analizar las CCR
en presencia de la maxima concentracion de la tintura (que contenian el mismo

vehiculo de etanol al 0.3%).
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Figura 31. Comparacion de las CCR de carbacol en ausencia (control) y en presencia de los

vehiculos (etanol al 0.1 y 0.3%).

5.3.1.2.2. Efectos de F. magellanica sobre las CCR de carbacol

Las hojas Fm-BA inhibieron de forma no-competitiva la CCR de carbacol a las
concentraciones de 0.1 y 0.3% de tintura en la cuba, siendo NS a las menores
concentraciones de 0.01 y 0.03%. La concentracién inhibitoria al 50% (Clsg) fue de

180.17 £ 41.71 pg residuo seco/mL (n=9) (Fig. 32).

Las hojas Fm-Sur también inhibieron de forma no-competitiva la CCR de
carbacol en Utero a la concentracién de 0.3% P/V de hojas secas en la cuba, siendo NS
a las menores concentraciones de 0.01, 0.03 y 0.1%. La concentraciéon inhibitoria al

50% (Clso) fue de 470.42 + 67.76 pg residuo seco/mL (n=13) (Fig. 33).
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Figura 32. (A) Curva concentracion-respuesta de carbacol en dtero en ausencia y
presencia de varias concentraciones de tintura de hojas de Fm-BA (en % P/V de droga
seca sobre el volumen en la cuba) (B) Célculo de la Clsg (n=9) de 180.17 + 41.71 ug residuo
seco/mL. En A: ANOVA de 2 vias: por tratamiento: F=58.73, p<0.0001, por log [Cbl]:
F=98.53 p<0.0001. Post-tests: *p<0.05 vs control ** p<0.05 vs vehiculo respectivo a la

dosis.
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Figura 33. (A) CCR de carbacol en Utero en ausencia y presencia de varias concentraciones de
tintura de hojas Fm-Sur (en % P/V de droga seca sobre el volumen en la cuba) (B) Célculo de la
Clsg (n=13) de 454.68 + 47. 69 pg residuo seco/mL desde los efectos a la maxima [Cbl]. En A:
ANOVA de 2 vias: por tratamiento: F=70.16, p<0.0001, por log [Cbl]: F=188 p<0.0001. Post-

tests: *p<0.05 vs control ** p<0.05 vs vehiculo respectivo a la dosis.

Dado que en Utero la tintura de las hojas Fm-Sur tuvo un menor grado de
inhibiciéon de la respuesta espasmaodica del carbacol y una mayor Clsg (menor potencia)
gue la obtenida por la tintura de las hojas de Fm-BA, los estudios de los mecanismos

de accion se continuaron sobre las tinturas de hojas Fm-BA.
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53.1.2.3. Efectos de Fm-BA en las CCR de carbacol con

indometacina
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Figura 34. (A) Curvas concentracién -respuesta de carbacol, con adicién de indometacina (0.1
umol/mL), en ausencia y presencia de varias concentraciones (en % sobre el volumen en la
cuba) de tintura de hojas Fm-BA. (B) Calculo de la Clsy (n=9) de 255.98 + 31.81 ug residuo
seco/mL a partir de los efectos a la méaxima [Cbl]. En A: ANOVA de 2 vias: por tratamiento:
F=46.95, p<0.0001, por log [Cbl]: F=113.8 p<0.0001. Post-tests: *p<0.05 vs control ** p<0.05

vs vehiculo respectivo a la dosis.

Para evaluar si el efecto inhibitorio estd mediado por liberacién de

prostaglandinas se hicieron las CCR en presencia del inhibidor de su sintesis por la
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ciclooxigenasa (COX1y COX2), indometacina 0.1 pmol/mL. No se modificd la inhibicion

no competitiva, ni la Clsg (Fig. 34).

5.3.1.2.4. Efectos de F.m-BA en las CCR de carbacol con TEA en
ratas tratadas con B-estradiol

Para evaluar si las tinturas de Fm actUan promoviendo la activacion de los
canales de K" dependientes del voltaje (Kv) se evaluaron sus efectos en presencia del
bloqueador de canales de K, tetraetilamonio (TEA) 10 mM, sobre la CCR de carbacol.
Previamente se trataron las ratas con B-estradiol para asegurar que los Uteros se

encuentren en estado de estro.
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Figura 35. Efectos de TEA en el registro de ondas uterinas, previo al control del vehiculo.
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Se encontré que TEA provocd un aumento de la amplitud de las ondas contractiles o
fasicas uterinas (Fig. 35). La tintura de F.m-BA redujo el Emax especialmente a altas
concentraciones del agonista (antagonismo no competitivo del carbacol) (Fig. 36A), sin
embargo, indujo la reduccion de la Clsg de la tintura de hojas Fm-BA a 28.77 + 4.76 ug

de residuo seco/mL (Fig. 36B).
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Figura 36. (A) Curva concentracion -respuesta de carbacol, con adicién de TEA 10
mM, en ausencia y presencia de varias concentraciones de tintura de hojas Fm-BA (en %
P/V de droga seca sobre el volumen en la cuba). (B) Calculo de la Clsy (n=8) de 28.77 +
4.76 ug residuo seco/mL. En A: ANOVA de 2 vias: por tratamiento: F=77.9, p<0.0001, por
log[Cbl]: F=22.8 p<0.0001. Post- tests: *p<0.05 vs control ** p<0.05 vs vehiculo + TEA

respectivo a la dosis.
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5.3.1.2.5. Efectos de F.m.-BA en las CCR de serotonina en ratas
tratadas con B-estradiol
Para evaluar si las tinturas de F.m. alteran la accién de otro agonista en Utero
se evalud el efecto de la tintura de F.m.-BA sobre CCR de serotonina, habiendo tratado
previamente a la rata con B-estradiol para asegurar que los Uteros se encuentren en

estado de estro (Fig. 37 A).
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Figura 37. (A) CCR de serotonina, en ausencia y presencia de varias concentraciones de tintura
de hojas Fm-BA (en % P/V de droga seca sobre el volumen en la cuba). (B) Célculo de la Clsg
(n=8) de 234.15 + 27.64 ug residuo seco/mL a partir de los efectos a 0.3 pcarbacol. En A:
ANOVA de 2 vias: por tratamiento: F=80.48, p<0.0001, por log [5-HT]: F=187.8 p<0.0001. Post-

tests: *p<0.05 vs control ** p<0.05 vs vehiculo respectivo a la dosis.
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Las Hojas Fm-BA inhibieron de forma no-competitiva la CCR de 5-HT a las
concentraciones de 0.1 y 0.3% droga en la cuba, siendo NS a la menor concentracién
de 0.03%P/V. La concentracion inhibitoria al 50% (Clsg) fue de 234.15 + 27.64 ug

residuo seco/mL (Fig. 37B).

5.3.2. Evaluacion in vivo de las tinturas en el transito intestinal (T1)
5.3.2.1.  Transito intestinal normal

Inicialmente se evaluaron los efectos de las tinturas de hojas de Fucsia en el
transito normal, no estimulado, segin el método de Gorzalczany et al. (2001). En la
figura 38 se presentan los efectos de las tinturas de hojas de Fm sobre el transito
intestinal. Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre las tinturas,

los vehiculos y testigos.
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Figura 38. Resultados de los ensayos de transito intestinal normal, representados como
porcentaje del recorrido intestinal total. SF + EtOH (vehiculo): etanol de 70° diluido 1:3
con solucidn fisiolégica (n=8). SF (vehiculo): solucién fisioldgica (n=3). Atropina (testigo): 3
mg/kg (n=8). Homatropina (testigo): 12 mg/kg (n=6). H Fm-BA: dilucién 1:3 del extracto
etandlico de hojas con solucidn fisiolégica (41.7 mg/kg) (n=8). H Fm-Sur: dilucion 1:3 del
extracto etandlico de hojas con solucion fisioldgica (32.7 mg/kg) n=8. ANOVA de 1 via:

p=0.1035, NS.
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5.3.2.2.  Trdnsito intestinal estimulado

Cuando se realizé un modelo de estimulacion del transito intestinal con el
laxante osmdtico polietilenglicol 3350, y se empled como testigo una dosis mayor de
atropina (5 mg/kg) segin otro método (Cottart et al. 2007), se obtuvo significativa

inhibicion por este control positivo, lo cual validé al modelo.
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Figura 39. Resultados de los ensayos de transito intestinal estimulado, representados en el
porcentaje de la movilidad intestinal. SF + EtOH (vehiculo): etanol de 70° diluido al 75% con
solucién fisioldgica n=6. Atropina (testigo): 5 mg/kg (n=8). H Fm-BA: dilucidon al 50% del
extracto de hojas etandlico con solucién fisiolégica (62.5 mg residuo/kg) (n=7). H Fm-Sur:
dilucién al 75% del extracto etandlico de hojas con solucion fisiolégica (73.5 mg residuo/kg)

(n=8). ANOVA de 1 via: F=9.389, p=0.0002, Post-tests: *p<0.05 y ** p<0.01 vs vehiculo.

La Fig. 39 muestra estos resultados, y que la tintura de FM-Sur a la dosis de
73.5 mg/kg redujo significativamente el transito intestinal, similarmente a la dada por
el testigo atropina. La tintura de Fm-BA no dio diferencias significativas frente al

vehiculo, al menos en dosis de 62.5 mg/kg.
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5.3.3. Efectos de las tinturas en pruebas de comportamiento

Para explorar los posibles efectos ansioliticos de la planta se realizaron las

pruebas de laberinto en cruz elevado y de campo abierto en ratones.

5.3.3.1.  Efectos de F.m. en el Laberinto en cruz elevado (LCE)

En la figura 40 se presentan los efectos en el ensayo de LCE de las diferentes
tinturas de F.m. y su respectivo vehiculo de etanol de 70° diluido 1:3 con solucidon
fisiolégica. Los extractos diluidos 1:3 se administraron en dosis de: Hojas Fm-BA: 41.7
mg/kg; Hojas Fm-Sur: 32.7 mg/kg; Flores Fm-BA: 21.8 mg/kg y Flores Fm-Sur: 18.4
mg/kg. ). También se evaluaron las mismas tinturas en dilucién 1:10 (que equivalen
respectivamente a dosis de: 12.5; 9.8; 6.5 y 5.5 mg/kg). Para todos los tratamientos
prevalece la preferencia de los ratones por estar en las ramas cerradas, por lo cual el

cociente de tiempo entre ramas abiertas / cerradas da menor que 1 en general.

Puesto que los efectos parecen mas acentuados a los 60 minutos de
tratamiento, en principio se compararon los efectos de todos los tratamientos a este
tiempo (Fig. 40). Se encontrd diferencia significativa entre los grupos tratados con
vehiculo de solucién fisioldgica y con diazepam en las relaciones de permanencia en

las ramas, pero no en el nimero de entradas en las ramas

Ademas, se evalud la evolucion temporal de las respuestas entre 30 y 150
minutos, analizando la posible correlacion lineal entre el cociente de tiempo de
permanencia en ramas abiertas/cerradas y el tiempo del ensayo. Esta correlacion no
fue significativa en general. Por lo tanto, los valores obtenidos en las sucesivas
mediciones entre 30 y 150 minutos fueron promediados para cada grupo. La
comparacién multiple de estos valores promedio arrojé diferencias significativas por
ANOVA, pudiéndose apreciar que las tinturas (1:10) de hojas de ambas F.m. y la tintura
de flores de Fm-Sur son las que mas reducen la permanencia en ramas abiertas (Fig.

41). Esto podria sugerir ansiogénesis, o deberse a una accion sedante, lo cual se
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explord en el método del campo abierto.
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Figura 40. Parametros conductuales establecidos en el LCE a los 60 minutos de haber sido
inyectados via intraperitoneal con las tinturas de flores y hojas de Fm-BA y de Fm-Sur. SF
(control negativo): Solucion fisioldgica (n=11): EtOH+SF (vehiculo): etanol de 70° diluido 1:3 en
SF (n=9). DZP (testigo): Diazepam 0.5 mg/kg en SF (n=9). H Fm-BA (1:10): dilucién 1:10 del
extracto etandlico de hojas Fm-BA en SF (12.5 mg/kg, n=9). H Fm-Sur (1:10): dilucién 1:10 del
extracto etandlico de hojas Fm-Sur con solucién fisioldgica (9.8 mg/kg, n=9). F Fm-BA (1:10):
dilucién 1:10 del extracto etandlico de flores de Fm-BA con solucién fisioldgica (6.5 mg/kg, n=6).
F Fm-Sur (1:10): dilucion 1:10 del extracto etandlico de flores Fm-Sur con solucién fisioldgica
(5.5 mg/kg, n=6). H Fm-BA (1:3): dilucion 1:3 del extracto de hojas Fm-BA (41.7 mg/kg, n=9). H
Fm-Sur (1:3): dilucion 1:3 del extracto de hojas Fm-Sur (32.7 mg/kg, n=9). F Fm-BA (1:3):
dilucién 1:3 del extracto de flores Fm-BA (21.8 mg/kg, n=6). F Fm-Sur (1:3): dilucion 1:3 del
extracto de flores Fm-Sur (18.4 mg/kg, n=6). (A) Relacién del tiempo en que los ratones
estuvieron en las ramas abiertas (RA) con respecto al que estuvieron en las ramas cerradas (RC).
ANOVA 1 via; tratamiento: F= 4.593, p<0.0001, post-tests: *p<0.05 vs SF Y DZP **p<0.05 vs
DZP. (B) Relacion del niumero de entradas a las RA con respecto al nimero de entradas a las RC.

ANOVA 1 via; tratamiento: F= 1.328, p<0.2325, post-tests: NS.
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Figura 41. Parametros conductuales establecidos en el LCE, como promedio de los valores
obtenidos entre los 30 y 150 minutos posteriores a ser inyectados por via intraperitoneal con
las tinturas de flores y hojas de Fm-BA y de Fm-Sur. SF (control negativo): Solucidén fisioldgica
(n=11): EtOH+SF (vehiculo): etanol de 70° diluido 1:3 en SF (n=9). DZP (testigo): Diazepam 0.5
mg/kg en SF (n=9). H Fm-BA (1:10): dilucién 1:10 del extracto etandlico de hojas Fm-BA en SF
(12.5 mg/kg, n=9). H Fm-Sur (1:10): dilucion 1:10 del extracto etandlico de hojas Fm-Sur con
solucién fisioldgica (9.8 mg/kg, n=9). F Fm-BA (1:10): dilucién 1:10 del extracto etandlico de
flores de Fm-BA con solucién fisioldgica (6.5 mg/kg, n=6). F Fm-Sur (1:10): dilucién 1:10 del
extracto etandlico de flores Fm-Sur con solucién fisioldgica (5.5 mg/kg, n=6). H Fm-BA (1:3):
dilucion 1:3 del extracto de hojas Fm-BA (41.7 mg/kg, n=9). H Fm-Sur (1:3): dilucién 1:3 del
extracto de hojas Fm-Sur (32.7 mg/kg, n=9). F Fm-BA (1:3): dilucién 1:3 del extracto de flores
Fm-BA (21.8 mg/kg, n=6). F Fm-Sur (1:3): dilucién 1:3 del extracto de flores Fm-Sur (18.4 mg/kg,
n=6). (A) Relacién del tiempo en que los ratones estuvieron en las ramas abiertas (RA) con
respecto al que estuvieron en las ramas cerradas (RC). ANOVA 1 via; tratamiento: F= 11.57,
p<0.0001, post-tests: *P<0.01 vs DZP, P<0.01 vs EtOH and P<0.05 vs SF, ** P<0.05 vs EtOH,
*¥**¥P<(0.01 vs DZP and EtOH, P<0.05 vs SF, ****pP<0.01 vs EtOH, P<0.05 vs DZP. (B) Relacion del
nimero de entradas a las RA con respecto al numero de entradas a las RC. ANOVA 1 via;

tratamiento: F= 3.882, p<0.0002. Post-tests: *P<0.01 vs DZP **P<0.05 vs DZP.
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Nro de lineas cruzadas

5.3.3.2.  Efectos de F.m. en la prueba del Campo Abierto (CA)

Este ensayo permite evaluar los efectos en la actividad espontanea de los
ratones, locomocion y exploracién. En la figura 41 se presentan los efectos de las
tinturas de hojas de F.m. a una dilucién 1:3, y de su respectivo vehiculo de etanol de
70° diluido 1:3, ambos con solucién fisioldgica. Las dosis evaluadas fueron las
siguientes: Hojas Fm-BA: 41.7 mg/kg; Hojas Fm-Sur: 32.7 mg/kg, con solucién
fisiolégica como vehiculo, en el ensayo de CA. Todos los grupos presentaron una
disminucién en la locomocién y la exploracién espontanea a medida que transcurre el
tiempo, lo cual corresponde al mayor interés del animal al ingresar al campo. El grupo
tratado con el vehiculo etandlico y el de DZP aumentaron la locomocién vy la
exploracion espontaneas al inicio del test respecto al grupo de SF, demostrando la
actividad estimulante del etanol y ansiolitica del DZP a 0.5 mg/kg. Las tinturas de las
hojas de Fm-BA y Fm-Sur redujeron las actividades espontdneas respecto del grupo

control negativo tratado con el vehiculo etandlico, en los primeros 30 a 60 minutos de

la prueba.
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Figura 42. Resultados en el campo abierto de ratones inyectados via ip con las tinturas de
hojas de Fm-BA y de Fm-Sur. SF (control negativo): Solucién fisioldgica. EtOH + SF (vehiculo):
etanol de 70° diluido 1:3 con SF. DZP (testigo): Diazepam 0.5mg/kg. H Fm-BA: dilucién 1:3 del
extracto etandlico de hojas de Fm-BA (41.7 mg/kg). H Fm-Sur: dilucién 1:3 del extracto
etandlico de hojas de Fm-Sur (32.7 mg/kg) (todos con n=12). (A) Locomocién medida como
numero de lineas cruzadas en 5 minutos. ANOVA 2 vias; tratamiento: F= 12.08, p<0.0001. (B)
Exploracién medida como numero de enderezamientos en 5 minutos. ANOVA 2 vias;

tratamiento: F= 19.93, p<0.0001. Post-tests: *p<0.05 vs SF. #p<0.05 vs EtOH + SF.

106



6. DISCUSION
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6.1.Analisis Botdnico

6.1.1. Caracteres anatomicos

En este trabajo se presenta por primera vez la descripciéon anatémica de la
lamina, peciolo y tallo tierno de Fuchsia magellanica, al igual que sus magnitudes

proporcionales (indice estomatico e indice de empalizada).

6.1.1.1.  Arquitectura foliar

El sistema vascular descripto siguiendo la terminologia de Hickey (1974) se
corresponde con el descrito por Keating (1982) para otras especies del genero Fuchsia,
que también es caracteristico de otras especies de la familia Onagraceae (Keating,

1982).

6.1.1.2. Epidermis

Se encontraron estomas de tipo anomocitico en el envés, como es
caracteristico del género Fuchsia, el cual junto con Hauya, son los Unicos dos géneros
de la familia Onagraceae que no tienen estomas en ambas caras de la epidermis

(Keating, 1982). Los estomas se hallan a nivel superficial o ligeramente cubiertos.

6.1.1.3. Tricomas

La presencia y descripcion de los tricomas es una caracteristica de valor
taxondémico (Metcalfe, 1979), a lo que Oliveira et al. (1993) afiade dandole importancia
en el diagndstico de las drogas vegetales, para permitir su identificacién especialmente
cuando éstas se presentan fragmentadas o pulverizadas. En este trabajo se han
encontrado tricomas simples eglandulares en el peciolo y el tallo. Estos tricomas

unicelulares con base expandida son tipicos de la familia Onagraceae (Keating, 1982).

Se observaron tricomas tanto en el haz, como en el envés de la lamina,

resultando en un haz glabrescente, mientras que el envés es pubescente.
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6.1.1.4.  Mesofilo

Se ha encontrado un mesdéfilo dorsiventral claramente diferenciado,
caracteristico del género Fuchsia, que también coincide con lo reportado para otros
géneros de esta familia. La forma plano-convexa de la vena media y la disposicion del
sistema vascular ha sido mencionada por Keating (1982) para otras especies del
género. Al igual que la presencia de rafidios y glébulos lipidicos coinciden con los
reportados para otras especies del género (Keating, 1982). Es de resaltar que estas
observaciones también son consideradas como caracteres de identificacion

importantes en la preparacion de productos fitoterapéuticos.

6.1.1.5.  Cristales

Se observd en la ldmina, el peciolo y el tallo una gran cantidad de rafidios
envueltos en sacos mucilaginosos, orientados al azar. Estos parecen ser una

caracteristica del género, y de otros géneros de la familia (Keating, 1982).

6.1.1.6. indices

Los indices observados constituyen una herramienta que complementa el
estudio de los parametros cualitativos y pueden ser de utilidad para el control de
calidad de materia prima para elaboracién de productos fitoterdpicos (Albretch et al.,
2005). Ademads han mostrado ser caracteres estables, en especial el indice de
empalizada y los resultados muestran que éste es un caracter diagnostico de interés,
concordando con las observaciones de Zorning & Weiss (1925) y mas recientemente

Spegazzini (1999), Gatelli (2005) y Colares & Arambarri (2008).

6.1.1.7. Peciolo

En esta especie se destaca la presencia de rafidios en la corteza y de una vaina

amilifera que rodea el tejido vascular.
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6.1.1.8. Tallo

El tallo de F. magellanica muestra en su etapa mas tierna una vaina amilifera
que desaparece en el momento en que se empieza a originar el cambium suberdgeno,
dando paso a un suber de origen interno que desplaza la corteza primaria. El cilindro

vascular con floema externo e interno estuvo presente en todas las etapas observadas.

6.1.2. Andlisis histoquimico

Gracias al analisis histoquimico realizado se confirmé la naturaleza
mucilaginosa de las células contenedoras de los rafidios y se confirmd la presencia de
la vaina amilifera en el peciolo y tallo. Ademas, permitié la identificacion de la

naturaleza de los globulos presentes en las hojas como lipidica.

6.2. Ensayos Fitoquimicos

Los ensayos fitoquimicos son de gran importancia ya que permiten conocer los
compuestos presentes en la planta, y acorde a esto visualizar cuales son los
compuestos que pueden estar involucrados en las actividades farmacolégicas
encontradas. Estos ensayos se iniciaron con pruebas quimicas que orientan hacia los
grupos de compuestos presentes en las hojas y flores de la planta. Luego se continud
con analisis cromatograficos enfocados en estos grupos, lo cual permite conocer los

compuestos mayoritarios presentes.

6.2.1. Pruebas quimicas orientativas

Las pruebas quimicas orientativas se centran en los principales grupos de
compuestos, flavonoides, terpenoides vy alcaloides. F. magellanica fue reportada por
Adsersen et al (2012) como negativa para alcaloides y cumarinas, por lo que este

trabajo se enfocd en la busqueda de flavonoides y terpenoides.

Las reacciones de caracterizacion con reactivos de Shinoda y soluciones
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alcohdlicas al 2% de NaOH, BOsHs, ClsFe y ClsAl hace pensar que existe la presencia de
flavonoides, de baja solubilidad en hexano y solubles en acetato de etilo y agua. El
hecho de que esta serie de ensayos fuera positivo en los extractos de acetato de etiloy
acuoso, estaria indicando que los compuestos de naturaleza flavonoide se hallan
predominantemente bajo la forma de heterdsidos por su naturaleza hidrofilica. La
coloracién al visible y la fluorescencia al UV366, se corresponden con lo esperado para
compuestos del grupo fitoquimico flavonoides (Shinoda) y leucoantocianidinas
(Rosenheim), con al menos tres —OH fendlicos adyacentes (reacciones con ClsAl, ClsFe,

NaOH).

La reaccion de Lieberman-Bouchard mostré la presencia de nucleos
esteroideos en los extractos diclorometandlicos tanto de flores como de hojas, pero
descartaron la presencia de éstos en el extracto de acetato de etilo. Dentro de estos
nucleos terpénicos se encuentran las saponinas, que dieron positivo en las diferentes

reacciones de caracterizacion tanto en flores como en hojas.

6.2.2. Andlisis cromatogrdfico inicial

Las TLC realizadas, reveladas con el reactivo de productos naturales, permite
obtener un perfil cromatografico donde se aprecia la presencia de posibles derivados
flavénicos y terpénicos en concordancia con lo observado en las pruebas quimicas

orientativas.

6.2.2.1.  Flavonoides

Aungue en las reacciones de caracterizacién no se encontré presencia de
flavonoides en los extractos hexanicos de hojas y flores, en la segunda fase movil
ensayada para flavonoides se observa una banda que podria corresponder con vitexina
en la fraccion hexanica de flores. La vitexina ha sido descripta como antiespasmaddica

intestinal que interfiere con el influjo de Ca* al musculo liso (Ragone et al. 2007).

En los extractos de acetato de etilo y acuosos de hojas y flores se encontraron
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flavonoides y leucoantocianidinas. Las antocianinas deben estar en mayor
concentracién en las flores ya que son las responsables de los colores de las flores y los

frutos (Sepulveda et al., 2004).

La presencia de vitexina en la fraccion hexanica y la presencia de acido
clorogénico en las fracciones de acetato de etilo y acuosa de flores requieren estudios
posteriores para ser confirmadas. El acido clorogénico podria darle efecto diurético,

hipotensor, estimulante, expectorante, y colerético a la droga vegetal (Del Valle, 2008).

6.2.2.2. Triterpenos

La presencia de acido oleandlico en flores y hojas de F. magellanica puede
darle actividad cardiotonica a los extractos (Martinez et al., 2008), apoyado en la
capacidad de las saponinas, presentes en las flores. Estas también aportan la
capacidad de inhibir la absorcién de colesterol y de glucosa (Vieira, 2011) lo cual
convierte a esta planta en un potencial fitoterapico en enfermedades metabdlicas. Es
importante resaltar también que se han descrito para el acido oleandlico varias
actividades biolégicas como anti-inflamatorio al ser inhibidor de la liberacion de
histamina, supresion de ciclooxigenasa vy lipooxigenasa (Liu, 1995); como cicatrizante
en un estudio hecho sobre lesiones gastricas crénicas en ratas (Rodriguez et al. 2003);
como antitumoral por induccién a la apoptosis (Zhang et al. 2007); como
hepatoprotector con inhibicién de la expresién y actividad del citocromo P450 2E1
(Jeong, 1999); como anti-VIH al inhibir la replicaciéon del virus (Kashiwada et al. 1998);
como anticariogénico por inhibir la glucosiltransferasa (Liu. 1995); como anti-
hipertensivo en un estudio en ratas sensibilizadas al sodio (Somova et al. 2003.); y
como inmunomodulador por el incremento en el numero de células de la médula désea
y leucocitos y el aumento en la produccién de anticuerpos, entre otras (Raphael &

Kuttan, 2003; Ortiz, 2011).
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6.2.2.3. Cromatografia en capa delgada (TLC) enfocada en flavonoides

Los flavonoides son de gran importancia en los estudios fitoquimicos de plantas
con uso medicinal debido al amplio rango de actividades biolégicas en el hombre. Con
este andlisis cromatografico enfocado en este grupo de compuestos se buscaron los
componentes mayoritarios de la planta, de manera de correlacionar la composicion

con el uso etnofarmacoldgico.

De manera general, se puede decir que los flavonoides presentan dos bandas
de absorcion al UV: Banda | a A 300-380 nm que refleja las caracteristicas del anillo B; y

Banda Il a 240-280 nm, que refleja las caracteristicas del anillo A (Fig. 41).
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Figura 43. Esquema general de los flavonoides

Dentro de estas regiones, cada subgrupo presenta una zona de absorcién particular,
dependiendo de su estructura general, patron de oxigenacién y la presencia de
distintos sustituyentes. Basados en estas caracteristicas quimicas se pudo determinar
cudles son los compuestos presentes, y de éstos cuales son los mayoritarios en las

hojas de Fm-BA y de Fm-Sur.

El estudio fitoquimico permitié conocer los compuestos mayoritarios presentes

en las hojas de la planta estudiada y determinar su contenido, asi como permitio
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comparar los perfiles cromatograficos de la planta silvestre con la planta naturalizada

en La Plata.

Por cromatografia de capa fina, frente a los testigos usados se pudo sospechar
la presencia de quercetina, isoquercitrina, quercitrina y canferol. Debido a la baja
resolucion de los sistemas cromatograficos, para confirmar la presencia de hiperésido

e isoquercitrina fue necesario el uso de HPLC.

Los sistemas usados en este estudio de TLC son especificos para flavonoides,
permitiendo resolver las diferentes agliconas y sus glucdsidos. Se observé quercetina y
canferol en la tintura de las hojas provenientes de la Patagonia, pero no se los

encontro en las hojas provenientes de La Plata.

6.2.2.4.  Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Los perfiles cromatograficos obtenidos por HPLC confirman la presencia de
guercitrina e hiperdsido en la tintura de la planta naturalizada y de quercitrina,
hiperdsido, quercetina y canferol en la tintura de la planta silvestre. También se
observa que las cantidades de estos flavonoides son mayores en la tintura de la planta

silvestre.

Se usd un gradiente de solventes que permitié un desarrollo adecuado de la
corrida para una buena valoracién cuantitativa. Por la columna de fase reversa el
orden de elucién de los compuestos fue el esperado, donde el canferol y la quercetina
por ser aglicones poco polares salieron en tiempos mayores que la quercitrina y el

hipérosido, ambos glucdsidos de la quercetina.

6.3.Actividad Farmacoldgica

Los estudios de la actividad farmacoldgica se hicieron sobre las tinturas
etanodlicas obtenidas al 10% por maceracion, ya que son las empleadas
frecuentemente como preparacion farmacéutica oficinal de plantas medicinales,
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pensando en acercarnos al potencial uso de la planta como un fitoterapéutico.

6.3.1. Actividad gastrointestinal
6.3.1.1.  Estudios ex vivo

Las tinturas de hojas y de flores de F. magellanica presentaron un efecto
antiespasmodico, evidenciado por un antagonismo no-competitivo de la curva
concentracién-repuesta de carbacol, puesto que redujo el efecto maximo de los
agonistas, en modo dependiente de la concentracion (Kenakin, 2014). De las tinturas
obtenidas inicialmente se observé que la potencia de inhibicién de las CCR de carbacol
es similar para las hojas y las flores de F.m.-BA, ya que la concentracién inhibitoria al
50% de su Emax (Clso) respectivamente fue 256 + 37.5 ug de residuo seco/mL para la
tintura de las hojas y de 373.57 + 113.54 pg residuo seco/mL para la tintura de las
flores. Un comportamiento similar se obtuvo para las hojas de F.m.-Sur (Clsg de 272.85
+ 64.33 pg residuo seco/mL). Sin embargo, la tintura de flores de Fm-Sur saturd la
inhibicion de la CCR de carbacol en menor grado, por lo que se calculé la
concentracién inhibitoria de un 25% del efecto maximo, en Cl,s = 90.07 + 24.98 ug
residuo seco/mL, no comparable con las anteriores. En conclusion, las tinturas de

hojas de Fm-Sur y de Fm-BA resultaron igualmente potentes y efectivas.

Recordemos que la potencia es relativa y se estima comparando las
concentraciones de dos farmacos que producen igual efecto, o sea comparando las
Clsg, por ejemplo. En cambio, la eficacia se estima mediante el maximo grado de efecto
(Emax o maxima inhibicion), seglin la droga sea agonista o antagonista (Kenakin,

2014).

El antagonismo no competitivo demuestra que las tinturas no bloquean el
receptor muscarinico M1 o M3 al que se une el agonista (en este caso, el extracto no
compite con el carbacol, ni éste puede ser desplazado a mayores concentraciones). En
cambio, actla en algln otro punto de la cascada intracelular que se desencadena por

la activacion del receptor (Kenakin, 1984). Conociendo esto se realizaron otros
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protocolos que nos permitieran deducir los posibles sitios de accion.

El antagonismo no-competitivo sugiere un efecto directo del extracto sobre
alguno de los mecanismos contractiles del musculo liso (Goodman & Gilman, 2005),
pudiendo actuar en la inhibicion del influjo de Ca** a la célula muscular, o interfiriendo
en la activacion que éste ejerce sobre el mecanismo de acoplamiento contractil (ver
punto 2.6.2 de la seccion Introduccién). La evaluacion de los efectos de
concentraciones crecientes del extracto sobre las curvas concentracion- respuesta de
Ca’" realizadas en medio despolarizante de alta [K']e demuestran también un
antagonismo no-competitivo sobre el influjo de calcio. Este comportamiento sugiere
gue el extracto de Fuchsia magellanica actud en un sitio diferente al sitio extracelular
de la unién del Ca** en el canal. Comparando la concentracion inhibitoria de las
tinturas de ambas plantas frente a las CCR de Ca** con la exhibida frente a carbacol, no
hay una diferencia significativa entre ellas, lo cual indica que el efecto sobre el influjo
de Ca’" activado por la despolarizacion es el mecanismo causante de la inhibicidn de la

contraccién del agonista muscarinico carbacol.

Un patrén similar de bloqueo no-competitivo en las CCR de Ca®" fue
manifestado por el clasico blogueante de los canales de Ca** verapamilo en intestino
aislado (Blanco et al. 2013). Este comportamiento se explica porque el verapamilo es
un blogueante de los canales de Ca”" en el estado inactivado (Goodman y Gilman,
2011). Verapamilo ingresa a la célula pasivamente a través de la membrana plasmatica
y bloquea al canal desde el interior celular, por lo cual interacciona con un sitio
diferente del sitio externo de unién del Ca®". Por ello no puede ser desplazado
competitivamente por el aumento de la [Ca®]. como serian desplazadas las
dihidropiridinas, que son bloqueantes que se unen al mismo sitio externo de union del
ca** (Spedding 1985; Ishii et al. 1985). Estos resultados sugieren que los principios
activos antiespasmadicos de las hojas de Fuchsia magellanica podrian actuar como

. L. 2 . .
antagonistas no-competitivos del canal de Ca“", similarmente a verapamilo.

Considerando que en las hojas de Fuchsia magellanica se encontrd la presencia
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de flavonoides, y en particular quercetina, es posible pensar que estos compuestos
sean en parte responsables de la actividad, ya que se describié que exhiben una
actividad bloqueante del influjo de Ca** al musculo liso (Hammad & Abdalla, 1997; Di

Carlo et al. 1999; Ko et al. 2002).

Sin embargo, también podria participar otro mecanismo que interfiriera con la
contraccién dependiente del agonista en un sitio diferente al receptor del mismo, ya
gue manifestaria también un comportamiento no competitivo. Un posible mecanismo
podria ser la activaciéon de canales de K*, lo cual conduciria a hiperpolarizacion y
reduccion del nimero de canales de Ca®" activados, y por lo tanto del influjo de Ca**
para la contraccion Sin embargo, el hecho de que las tinturas también inhibieron en
modo no- competitivo a las CCR de Ca® que se realizan en medio despolarizante de 40
mM K" permite descartar esta hipdtesis, ya que en ese medio con reducido gradiente

no ocurre el eflujo de K*, aun cuando se activen los canales (Quast, 1993).

Otro posible mecanismo causante del antagonismo no-competitivo frente a
carbacol que se evalué en las tinturas fue la estimulacion de la produccion de éxido
nitrico. EI NO contribuye a relajar al musculo liso por estimular a la guanilato-ciclasa a
producir GMP¢, y éste activa a la PKG, la cual actla sobre varios transportadores
celulares para incrementar el eflujo de Ca®* (Kamanyi et al. 2003). Con la adicién del
blogueante de la NO-sintasa (L-NAME) se evalud si en el efecto antiespasmaddico esta
involucrada la via del dxido nitrico. Las CCR de carbacol mostraron que 30 umol/L L-
NAME no modificaba el antagonismo no competitivo de las tinturas, y se mantenia una
Clsg ligeramente menor que en su ausencia en el caso de las hojas de Fm-BA (149 + 36
ug residuo seco/mL), y NS diferente del obtenido en su ausencia para las hojas de Fm-
Sur (313 + 39 pg residuo seco/mL). Dado que si participa el NO en la inhibicidon no-
competitiva L-NAME hubiera debido aumentar la Clsg, estos resultados permiten
descartar a la produccion del dxido nitrico como mecanismo de accidn inhibitorio de

las tinturas.
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6.3.1.2.  Estudios in vivo en el transito intestinal

Para evaluar si los efectos antiespasmaddicos intestinales encontrados en
métodos ex vivo se manifiestan in vivo se estudiaron las tinturas en el método de
medicién del transito intestinal en ratones. Inicialmente, se evaluaron los efectos en el
transito normal, empleando como testigo o control positivo a la atropina en dosis de 3
mg/kg, segln describieron otros autores (Gorzalczany et al. 2001; Berardi, 2012). Sin
embargo, en este test no se observd una diferencia significativa entre las tinturas y los
controles de vehiculo, aunque tampoco se encontrd la reduccién esperada en el
transito intestinal por controles positivos como atropina u homatropina,
probablemente debido a que la dispersion en los datos enmascararia un bajo efecto.
Fue necesario entonces modificar las dosis y las condiciones del transito intestinal,
realizandose una estimulacion del mismo por la administracién de un laxante
osmotico, el polietilenglicol 3350, el cual habia sido empleado al 6% para estimular el
transito intestinal en ratones bajo un modelo de fibrosis quistica (Cottart et al. 2007).
Esta intervencion laxante logrd incrementar la distancia recorrida por el marcador de
carbon en ratones desde el 40% al 55% de la longitud total intestinal. A su vez permitié
evidenciar la inhibicién del transito intestinal desde alrededor del 55% a un 15% de la
longitud total intestinal por el control positivo empleado, el antagonista muscarinico

atropina a la dosis de 5 mg/kg (Fig. 39).

Con este modelo sensible a los efectos inhibitorios se logré demostrar que la
tintura de las hojas de Fm-Sur a la dosis de 73.5 mg residuo/Kg inhibié en forma
significativa el transito del marcador desde el 55% a alrededor de un 30% de la
longitud intestinal. Por otra parte, la tintura de hojas de Fm-BA a la dosis de 62.5 mg
residuo/Kg se manifestd menos inhibitoria, no resultando significativamente reducido
el grado de avance del contenido intestinal. Puesto que en las pruebas ex vivo ambas
tinturas resultaron antiespasmaddicas equipolentes, es posible suponer que el menor

efecto in vivo de la tintura de hojas de Fm-BA se deberia a la menor dosis ensayada.
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6.3.2. Actividad uterina

La principal actividad etnobotdnica reportada para F. magellanica es a nivel
gineco-obstétrico en la comunidad mapuche argentino-chilena (Estomba et al. 2006).
Por ello, en esta Tesis se evalud la efectividad de las tinturas en Utero aislado de rata.
Este preparado posee una actividad espontanea de alta amplitud contractil, la cual se
reduce con el medio de Jalon que posee baja [Ca’'] y nada de Mg”', vy por el
pretratamiento de las ratas con estradiol a fin de generar el estro (Kasapovi¢ et al.
2001). En cuanto a los efectos de agonistas, la oxitocina y la prostaglandina PGF2a son
los agentes oxitocicos naturales encargados de desencadenar el parto, mientras
acetilcolina (Ach) y serotonina (5-HT) ejercen un rol modulador menor en condiciones
no gestantes (Darios et al. 2012). Por esto, en el Utero aislado no gestante de rata se
evaluaron las CCR del agonista muscarinico carbacol y de 5-HT, los cuales activan
respectivamente receptores M1 y M3 (para Ach), y 5-HT2A y 5-HT2C (para 5-HT).
Todos estos receptores estan acoplados a proteina Gq cuya cascada de sefializacién
activa canales de Ca” tipo L, con lo cual se dispara la contraccidn (ver punto 2.6.2 y

Fig. 5 de Introduccion).

En este preparado, las CCR de carbacol obtenidas en presencia de las tinturas
de hojas de F.m-BA y de F.m-Sur validan este uso etnobotdnico como antiespasmaodico
uterino, puesto que las tinturas se comportaron como antagonistas no-competitivos.
Aunque las dos tinturas disminuyeron el Emax hasta alrededor del 25%, la tintura de
las hojas de F.m-BA fue significativamente mas potente, puesto que tuvo un Clsg de
175 ug residuo seco/mL, mientras las hojas Fm-Sur produjeron un Clsg de 470 ug
residuo seco/mL. Con estos resultados se hicieron algunos protocolos para dilucidar

el mecanismo de accién de la tintura de las hojas F.m-BA.

Por el antagonismo no-competitivo frente al agonista carbacol, se pensé que
podria estimular la liberacion de algunas prostaglandinas, autacoides que se generan
facilmente en el Utero. En este tejido algunas prostaglandinas como la PGF2a son

. . . . . 2 . ,
disparadores de la contraccién uterina por activar las corrientes de Ca“" tipo L en Utero
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gestante. En cambio, otras son inhibidoras de la contractilidad (PGE2, PGI2 y 6-ceto-
PGFla) porque estimulan los receptores relajantes de prostanoides denominados EP2
y EP4 (para PGE2) e IP (para PGI2), todos los cuales incrementan la produccion de
AMPc celular via proteina Gs, conduciendo a la relajacién del musculo liso (ver punto
2.6.1 de la Introduccién de esta Tesis). Para evaluar esta hipdtesis se afiadio
indometacina a la cuba (inhibidor de la enzima ciclo-oxigenasa o COX, que cataliza la
sintesis de prostaglandinas) previo a la CCR de carbacol en ausencia y presencia de la
tintura. La adicién de indometacina inhibio el Emax de la curva control en alrededor de
un 20%, lo cual sugiere que carbacol podria liberar una pequefia cantidad de PGF2a
gue contribuye a la contraccién. Por otra parte, indometacina no modificé la inhibicién
no competitiva de la tintura de las hojas de Fm-BA, pero aumenté la Clsp desde un
promedio de 175 a 342 ug residuo seco/mL. Esta reducciéon a la mitad en la potencia
de la tintura de las hojas F.m-BA sugiere que el efecto inhibitorio de la misma podria
estar en parte desencadenado por una estimulacion de la sintesis de prostaglandinas
relajantes por la COX. Cabe aclarar que el mecanismo contractil del carbacol es comun
a intestino y Utero, por lo cual el efecto inhibitorio sobre el influjo de Ca®* encontrado
en intestino se debe manifestar también en Utero, explicando una parte importante de

la accion antiespasmaddica de las tinturas.

También se evalud si la inhibicion no-competitiva de las tinturas sobre la CCR
de carbacol en Utero estd dada por la activacion de canales de K* dependientes del
voltaje (Kv). Para esto, se realizaron las CCR de carbacol en ausencia y presencia de
TEA 10 mM (blogueador no selectivo de Kv y KCa). Se eligid esta concentracién de TEA
porque solo potencia las contracciones fasicas en este preparado, evitando la
contractura tonica propia de la concentracion de 40 mM TEA en intestino (Consolini et
al. 2011). Como se explicd en la Introduccién (punto 2.6.3), la actividad ritmica del
Utero implica la activacion secuencial de canales para el influjo de Ca** (fase contractil)
y canales de K" (fase de relajacién) (Aaronson et al. 2006). La inhibicidn de varios tipos
de canales de K" con TEA 40 mM origina un aumento del tono basal, mientras que la
inhibicion mas selectiva de los canales Kv a 10 mM aumentd la amplitud contractil
ritmica (Fig. 35). Esto demuestra que estos canales Kv tienen mayor participacion en la
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fase de relajacion que en el tono basal. Por otra parte, en las CCR de carbacol el
blogueo de los canales Kv por TEA 10 mM no redujo la inhibicién no-competitiva de la
tintura de hojas de F.m.-BA. Por el contrario, TEA sinergizd la tocolisis a altas
concentraciones de carbacol (Fig. 36A). Este sinergismo se evidencia en la reduccién
de la Clsg de la tintura de hojas de Fm-BA desde 191.6 a 90.48 pug de residuo
seco/mL (Fig. 36B). Si bien TEA potencido la amplitud de las ondas a bajas
concentraciones de carbacol, simulando un dualismo entre ellos, esta fue inhibida por

las tinturas.

La potenciacion de las ondas contractiles ritmicas por TEA facilité la inhibicién
tipica de la tintura de hojas de F.m.-BA ya observada en intestino y, segun lo ya
discutido, relacionada a la inhibicidn del influjo de Ca®". Es I6gico pensar que cuando se
bloguean los canales Kv ocurre una despolarizacion que activa mayor nimero de
canales de Ca®*. En consecuencia, serd mas notorio el bloqueo no competitivo de los
mismos, por lo que se sinergiza la inhibicidn a altas concentraciones de carbacol y se
reduce la Clsg de la tintura de hojas de F.m.-BA. Efectos inhibitorios del influjo de ca’*
han sido encontrados en varias plantas ricas en flavonoides (Wang et al. 2014; Owolabi

et al. 2014; Mendel et al. 2016).

Ichida et al. (1983) determinaron que la administracién de estradiol aumenta
los sitios de unién especificos de 5-HT en el Utero, por lo que se evaluaron los efectos
de las tinturas en las CCR de este agonista en ratas previamente tratadas con estradiol.
Las hojas de F.m-BA produjeron una inhibicién no competitiva de las CCR de 5-HT,
inhibiendo completamente la CCR para la concentracién de 0.3% p/v. La Clsg fue de
234 + 28 ug residuo seco/mL, la cual es NS diferente de la producida en Utero frente al
agonista carbacol (175 + 38 ug residuo seco/mL). Esta similitud de los efectos sobre 5-
HT con los producidos en Utero frente al carbacol sugiere que el mecanismo inhibitorio
de la tintura de F.m. es el mismo frente a ambos agonistas. Considerando los
mecanismos detectados previamente en el intestino aislado, los efectos producidos en

Utero por la tintura de F.m-BA son compatibles con la inhibicién no-competitiva del
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influjo de Ca**, ya que ambos agonistas carbacol y 5-HT activan a los canales de Ca**
tipo L para generar contraccién. Esto es compatible con los mecanismos en
musculo liso reportados para algunos de los compuestos hallados en esta Tesis
para F.m. como los flavonoides quercetina y canferol (Revuelta et al, 1997, Hammad &

Abdalla, 1997; Di Carlo et al. 1999; Benabdallah & Gharzouli, 2015).

6.3.3. Actividad ansiolitica o sedante

Incursionando en una posible actividad bioldgica sobre el sistema nervioso de
las tinturas de F. magellanica, se hicieron las pruebas de campo abierto y de laberinto
en cruz a fin de establecer su potencial como ansiolitico o como sedante, que
puedieran ser responsables de su efectividad o su seguridad como producto
fitoterapéutico. La presencia de flavonoides ha sido relacionado con estos efectos en
varias plantas medicinales como Apocynum venetum Linn, Rhazya stricta, Gingko
biloba y Siphocamphylus verticillatus (Dovichi & Lajolo, 2011; Gautam et al. 2013)

entre otras.

Para medir la actividad ansiolitica de las tinturas de hojas de F.m-BA y F.m-Sur
se hicieron los ensayos de campo abierto y de laberinto en cruz elevado. Estos
métodos fueron respectivamente validados mediante patrones conocidos para medir
la actividad espontdnea y la ansiedad de los ratones en espacios controlados (Bailey &

Crawley, 2008; Rejon-Orantes et al, 2011).

En la prueba del laberinto en cruz elevado, se aprecia que todos los grupos
prefirieron las ramas cerradas por sobre las abiertas, pero el grupo tratado con
diazepam 0.5 mg/kg y el grupo de etanol fueron los que permanecieron mas tiempo
en ramas abiertas, demostrando una tendencia al efecto ansiolitico. Las tinturas de
hojas de F.m-Sur y F.m-BA y la tintura de flores de F.m-Sur son las que mas redujeron
la relacion de permanencia, o sea que aumentaron su tiempo en ramas cerradas desde
el inicio del test (Figs. 40 y 41). Esto podria sugerir una acciéon ansiogénica, pero

considerando que las tinturas redujeron el nimero de entradas a ramas abiertas con
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respecto al vehiculo etandlico se sugiere que el efecto seria debido a una accién

sedante.

En el test de campo abierto, se comprobd que las tinturas de ambas F.m. son
ligeramente sedantes a los 30-60 minutos de su administracion, puesto que redujeron
la locomocidn y exploracion espontdneas de los ratones respecto a los grupos tratados
con vehiculo etandlico y con diazepam 0.5 mg/kg, que es la dosis ansiolitica. Estos
resultados explican la reduccién de la relacion de tiempos transcurridos en las ramas
abiertas/ cerradas del LCE, mencionada en el parrafo anterior. Los resultados permiten
inferir que la actividad sedante de las tinturas los mantuvo mas tiempo en las ramas
cerradas, por ser el sitio en el que se encuentran mas protegidos. En conclusién, de la
comparacién de ambas pruebas surge que las hojas de F.m. de las dos regiones
producen una leve y transitoria actividad sedante, al igual que las flores de la Fm-Sur,
mientras las flores de Fm- BA carecen de dicha actividad. Este efecto sedante puede

contribuir al tratamiento de los espasmos, tanto intestinales como uterinos.

6.4.Correlacidon de la actividad bioldgica con los compuestos
quimicos

Después de una detallada revision de la bibliografia disponible (Science Direct,
Base de datos NAPRALERT, PUBMED, entre otras), podemos decir que hlasta el
momento no se han comunicado resultados de trabajos referentes a las actividades
bioldgicas estudiadas en esta tesis en las tinturas de Fuchsia magellanica. Se
encontraron reportes de estudios fitoquimicos preliminares, estudios sobre actividad
cardiovascular antihipertensiva (Hansen et al, 1995; Maulik & Banerjee, 2015) y de

actividad antidiabética (Marles & Farnsworth, 1995).

Los efectos antagonistas no-competitivos de carbacol y el antagonismo no
competitivo en las CCR de Ca?* de las tinturas son propios de la presencia de

flavonoides, habiendo gran variedad de reportes que apoyan esta actividad
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antagonista de estos compuestos en otras plantas medicinales (Martino, 2000; Ghayur

et al. 2006; Bukhari et al. 2007; Hammad & Abdalla, 1997; Ragone et al. 2007).

Se pueden relacionar los flavonoides con los compuestos responsables de la
actividad antiespasmoddica y tocolitica analizando la correspondencia entre los
compuestos hallados en estas muestras de Fuchsia magellanica y los reportes
bibliograficos de su actividad antiespasmddica. Si pensamos en los flavonoides, la
presencia de quercetina en la tintura de las hojas provenientes de la F.m. de Patagonia
es compatible con los trabajos que reportaron un efecto relajante en el ileon de
cobayo (Di Carlo et al. 1999) y en el ileon y duodeno de rata (Ragone et al. 2007).
Quercetina resultd antagonista no-competitivo de acetilcolina en musculo liso del
duodeno e ileon, lo cual parece relacionado a su actividad inhibidora de la
fosfodiesterasa de cAMP/cGMP (Beretz et al. 1978; Consolini et al. 2011). Revuelta et
al. (1997) encontraron que los efectos relajantes de quercetina y canferol en la
contraccién inducida por KCI (60 mM) en el Utero de rata involucran al cAMP y que
ademas ambos flavonoides inhibieron el influjo de calcio, por un mecanismo diferente
al de los bloqueantes tipo dihidropiridina. Sin embargo, no hay reportes de la actividad
relajante del musculo liso de los otros flavonoides encontrados, a excepcién de la
quercetina, el canferol y la vitexina. Esta ultima demostrd ser un antagonista no
competitivo de la CCR de acetilcolina y de calcio en el intestino aislado (Ragone et al.

2007).

Respecto a la actividad en el sistema nervioso central, los flavonoides penetran
la barrera hematoencefdlica (BHE) a través de varios canales, la mayoria de los cuales
estan todavia bajo investigacién, y alcanzan practicamente todos los nucleos
cerebrales, como es el caso de la naringenina y la quercetina (Estrada et al. 2012). La
capacidad de los flavonoides de permear la BHE no sdlo depende de su lipofilicidad
sino también de su capacidad de conjugacion; metabolitos conjugados por metilacion
en el intestino delgado y en el higado, al ser mas lipofilicos, pueden permear la BHE
con mayor facilidad que sus agliconas de origen. Existen también investigaciones que
sugieren que los metabolitos mas polares de esta clase de glicdsidos atraviesan la BHE
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cuando se unen a transportadores especificos dependientes de ATP como la
glicoproteina P (P-gp) expresada. Estos compuestos son capaces de aumentar la
capacidad antioxidante del cerebro, mejorar su perfusién sanguinea, interactuar con
genes neuronales y modular la actividad de receptores neuronales. La accion de
moléculas como, por ejemplo, la hispidulina, que es capaz de alcanzar el receptor
GABA-A, ha demostrado un importante papel en la regulacion de la ansiedad vy
epilepsia, mientras que otros flavonoides son Utiles en condiciones de

neurodegeneracion (Dovichi & Lajolo, 2011; Estrada et al. 2012).

Los flavonoides son de gran importancia en los estudios fitoquimicos de plantas
con uso medicinal debido al amplio rango de actividades bioldgicas en el hombre. Si
hacemos énfasis en la quercitrina y el hiperdsido, ambos glicosidos de la quercetina,
que fueron los compuestos mayoritarios encontrados en la Fuchsia magellanica
silvestre (de la Patagonia) y la naturalizada (de La Plata), encontramos los siguientes

reportes bibliograficos:

a) Respecto de la Quercitrina (5,7,3’,4’-tetrahidroxiflavona-3-O-Ramnosido)

Figura 44. Diagrama de la molécula de quercitrina

Galsanov et al. (1976) observé la actividad antiinflamatoria de la quercitrina en

un modelo de inflamacidn intestinal de tipo alérgico en ratas, a partir del cual se han
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hecho diferentes estudios en colitis experimental encontrando efectividad, aunque no
principalmente relacionada a efectos en la contractilidad, reportando un alto impacto
en el estrés oxidativo, actividad del éxido nitrico, inhibiendo la NO sintasa y la
regulacion de la fosfatasa alcalina (Sanchez de Medina et al. 1996; Sanchez de Medina
et al, 2002). Nuevos estudios han valorado la actividad de los flavonoides en varios
modelos bien establecidos de inflamacidn intestinal en rata, mostrando su actividad
preventiva del dafio coldnico agudo cuando se administran antes del agente lesivo
(acido acético o TNBS), y facilitan la recuperacion del tejido coldnico dafiado en la fase
semicronica del proceso inflamatorio cuando se administran una vez inducido el dafio.
Es de resaltar que en estos estudios de todos los flavonoides ensayados hasta el
momento, la quercitrina resultd ser la mas potente, al ejercer su actividad ‘preventiva’
o ‘curativa’ a las dosis de 1 y 5 mg/kg, mientras que el resto de los flavonoides
ejercieron su actividad antiinflamatoria intestinal en un rango de dosis entre 10 y 25
mg/kg, cuando se trata de los heterdsidos, y entre 10 y 200 mg/kg cuando se
estudiaron las geninas (Ballester et al. 2006), mostrando su capacidad como
gastroprotector (Abreu et al, 2015) y como antioxidante protector de lesiones por

rayos UVB (Yin et al, 2013).

La quercitrina se encuentra en plantas que han sido usadas como sedantes o
antidepresivos en la medicina tradicional oriental, tal como Albizzia julibrissin y
Hypericum perforatum (Butterweck, 2003; Crupi et al. 2013). Junto con ella fue aislada
la isoquercitrina, y se observé que incrementd el tiempo de suefio inducido por
pentobarbital de una manera dependiente de la dosis en ratones (Edewor, 2013). Otro
estudio confirma el efecto sedante sobre el sistema nervioso central de los glicdsidos
de quercitrina e isoquercetina en ratones y determina que el posible mecanismo de
accion ansiolitico podria deberse a la unién de estos compuestos al complejo GABA
A-BZD, ya que se ha encontrado que los flavonoides se unen con el sitio BZD de alta
afinidad por las benzodiazepinas en el receptor GABA-A (Gupta, et al. 2016). Por otro
lado, Krishtal et al. (2001) detectaron que la quercitrina actua como una potente

inhibidora de la conductancia inducida por adenosina trifosfato (ATP) en experimentos
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hecho sobre neuronas aisladas del ganglio de la raiz dorsal de ratas Wistar. Todos
estos reportes concuerdan con el hecho de que las tinturas de F.m. que contienen los
flavonoides quercetina e isoquercitrina den efectos en el comportamiento, como los

obtenidos en esta Tesis.

b) Respecto del Hiperdsido (Quercetin 3-D-galactosido)
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Figura 45. Diagrama de la molécula de hiperdsido

El hiperésido ha sido poco estudiado para la actividad gastrointestinal, pero se
ha reportado como preventivo para el cancer de pulmén al inducir la apoptosis celular
(Liu et al, 2016), como flavonoide benéfico para el tratamiento de diabetes mellitus

tipo Il (Eidenberg et al, 2013).

Crupi et al. (2013) observaron que el hiperdsido fue significativamente activo
en el test de natacién forzada (que detecta accion antidepresiva) y se ha informado
gue junto con otros flavonoides disminuyé los niveles de ACTH vy corticosterona en
plasma. Otra investigacion determind que el tratamiento con hiperdsido (10 y 20
mg/kg, i.p.) en ratones y 1.8 mg / kg (p.0.) en ratas, produjo efectos de tipo
antidepresivo en el test de natacidén forzada, demostrando que este efecto estd
mediado por la activacién del receptor D2 para la dopamina (Haas et al. 2011). Al igual
gue la quercitrina, el hiperdsido estd presente en Hypericum perforatum, planta
reconocida como antidepresiva. Alli actda blogueando las corrientes activadas por ATP

y o-amino-3-hidroxi-5-metilisoxazol-4-propionato (AMPA) que es un agonista
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glutamatérgico, tal que en estos estudios los autores clasifican la biapigenina, el
hiperdsido y la quercitrina como potencialmente neuroactivas (Butterweck, 2003).

Queda pendiente evaluar la actividad antidepresiva en los extractos de F.m.

De todas formas, es importante aclarar que aun cuando algunos de los
compuestos mayoritarios en Fuschsia magellanica tengan per se la actividad
antiespasmodica, antidiarreica o alguna actividad en comportamiento, suele existir un
sinergismo entre varios principios activos que hace que el extracto complejo tenga una
actividad mayor a la de sus compuestos individuales (Ryabushkina, 2005; Waliwitiya et
al. 2012). Viceversa, es posible también pensar que algunas de las actividades
individuales puedan ser enmascaradas por las de otros compuestos en un extracto

complejo.

6.5.Alcances ylimitaciones del estudio

Esta tesis tiene un enfoque principalmente etnofarmacolégico con el fin de
cumplir el objetivo principal que fue validar el uso etnobotdnico de Fuchsia
magellanica como tocolitica y antiespasmddica intestinal y buscar algunos de los
mecanismos responsables. Como especie promisoria, se hicieron los estudios
botanicos morfo-anatémicos de gran importancia en la identificacién de drogas
vegetales y la caracterizacion de los posibles principios activos principales, y se ahondd
en el estudio de los mecanismos de accion farmacoldgicos. Sin embargo, para lograr
una mas detallada correlacién de la composicion de la planta con la actividad
farmacoldgica se requeririan metodologias mas sensibles y eficaces con sus
respectivas validaciones, enfoque que supera el objetivo general de esta tesis de

Magister en Plantas Medicinales.
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7. CONCLUSIONES
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Por medio de estudios farmacoldgicos y fitoquimicos esta tesis valida el uso tradicional

etno-botdnico de Fuchsia magellanica.

>

Se definieron caracteres morfo-anatémicos especificos que permiten la
correcta identificacién de la especie para su uso en la herbolaria medicinal,

evitando asi la presencia de adulterantes.

En los estudios fitoquimicos se observd la presencia de quercitrina, canferol,
guercetina e hiperdsido, compuestos fendlicos glicosilados, que poseen

diversas propiedades bioldgicas y farmacoldgicas antes descriptas.

Los resultados farmacoldgicos sugieren que la tintura de Fuchsia magellanica
tiene efecto antiespasmaddico tanto a nivel intestinal como uterino frente al

estimulo colinérgico muscarinico.

El efecto antiespasmodico intestinal frente al estimulo vagal, estaria asociado
a una inhibicion no-competitiva del influjo de calcio al musculo liso,
demostrando también que el oxido nitrico (NO) no forma parte del

mecanismo inhibitorio.

El efecto tocolitico ocurrid por inhibicién no-competitiva de la contraccién
colinérgica y de la mediada por serotonina. Ademas de deberse a la inhibicion

del influjo de calcio, se sensibiliza por bloqueo de canales de potasio.

Fuchsia magellanica mostré inhibicién del transito intestinal en las pruebas in

vivo, en concordancia con lo observado en las pruebas ex vivo.

Las pruebas de conducta en ratones mostraron actividad levemente sedante,

pero descartaron cualquier actividad ansiolitica.
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