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1. INTRODUCCION



Las plantas medicinales o los productos derivados de ellas son un campo de
estudio muy promisorio. Los fitoterapicos son considerados un medicamento seguro por
presentar escasos efectos adversos debido a que sus principios activos se encuentran en
baja concentracion en las preparaciones que se utilizan habitualmente (Capasso y col.,
2003).Simultaneamente, sabemos que todo lo natural no es inocuo y que a partir de
plantas medicinales se han aislados principios activos de gran utilidad en terapéutica, que
han servido para la elaboracion de especialidades medicinales.

Tradicionalmente, las plantas medicinales han sido una gran fuente de principios
activos, y en muchos casos han sido un importante punto de partida para el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas en el tratamiento de diversas patologias. Sin embargo, en
relaciéon con la variedad y cantidad existente de especies medicinales, pocos son los
estudios clinicos y preclinicos que se encuentran en bibliografia sobre el uso y efecto de
las plantas medicinales.

Argentina, por su variedad de zonas climaticas, es fuente de numerosas especies
vegetales y posee una amplia tradicion de uso popular de plantas medicinales. Muchas de
las plantas medicinales son utilizadas tradicionalmente por sus efectos a nivel
gastrointestinal, como hipndticos o digestivos, antidiarreicos y carminativos (Soraru y
Bandoni, 1978). Sin embargo, s6lo muy pocas especies han sido validadas cientificamente
y se conoce ciertamente la actividad farmacologica. Siendo la informacion sobre el
mecanismo de accidén atn mdas escasa (Alonso y Desmarchelier, 2005; Capasso y col.,
2003). Es por ello, que surge la necesidad de evaluar experimentalmente las propiedades
farmacologicas de nuestras plantas medicinales, de modo de avalar o desaconsejar ciertos

usos populares. Ademas, los estudios farmacologicos en varios sistemas permiten



encontrar posibles efectos adversos y precauciones o contraindicaciones, asi como nuevas
aplicaciones terapéuticas de una determinada planta medicinal.

Dado que el enfoque etnofarmacologico es de gran importancia para completar el
vademécum fitoterapico con los efectos comprobados, tanto de utilidad terapéutica como
los adversos, esta tesis contribuird en tal aspecto estudiando la farmacodinamia
cardiovascular, gastrointestinal y en la conducta espontadnea, asi como la caracterizacion

fitoquimica de extractos de Gomphrena perennis L. (Amaranthaceae).

1.1. Antecedentes:

1.1.1. Familia Amaranthaceae

La familia Amaranthaceae Juss. corresponde al orden Caryophyllales y a la
subclase Caryophyllidae, fue descrita en 1789 por el médico y botdnico francés Antoine-
Laurent de Jussieu, quien propuso su nombre. Estd compuesta por cerca de 65 géneros y
900 especies (Cronquist, 1981). Sin embargo, los analisis filogenéticos més recientes (Judd
y col., 2002; APG, 2003; Miiller y Borsch, 2005) proponen que la familia Chenopodiaceae
debe incluirse en Amarantaceas, con lo cual pasaria a estar compuesta por 169 géneros y
2360 especies en el todo el mundo. En Argentina se pueden encontrar 26 géneros y
aproximadamente 224 especies (Zuloaga y col., 2008; Stevens, 2001).

Entre las contribuciones mas importantes al conocimiento de la familia de esta se
encuentra Moquin-Tandom, (1849) quien incluyo6 451 especies y 43 géneros agrupados en
tres tribus: Celosieae, Achyrantheae y Gomphreneae. En 1880 Bentham y Hooker
conservaron las tres tribus, pero propusieron cambiar el nombre de la tribu Achyrantheae
por el de Amarantheae, con dos subtribus diferenciadas por la posicion del ovulo y el

tamafio del funiculo. Por su parte Schinz, (1934) realiz6 un tratamiento posterior para la



familia, en el que incluyo 693 especies y 63 géneros. El sistema de clasificacion de Schinz
se baso en los sistemas propuestos por Moquin-Tandom (1849) asi como Bentham y
Hooker (1880), considerando también los caracteres florales, como niimero de 16culos en
las anteras, organizacion de las flores, dehiscencia del fruto, forma del estigma, posicion de
los estambres y orientacion de la semilla. Sin embargo, dividi6 la familia en dos
subfamilias: Amaranthoideae, compuesta por las tribus Celosiecae y Amarantheae, y
Gomphrenoideae constituida por Brayulineae y Gomphreneae. A su vez, subdividio la
tribu Amarantheae en dos subtribus, con base en la orientacion de la semilla: Amaranthinae
y Achyranthinae; subdividi6 la tribu Gomphreneae en las subtribus Gomphreninae y
Froelichiineae por la forma del estigma; y dividid la tribu Brayulineae en las subtribus
Brayulineinae y Tidestromiinae, con base en la posicion de los estambres. Mas adelante,
Mears (1967) sigui6 la clasificacion de Schinz (1934), considerando un sélo cambio, el
cual consistid en reunir las tribus de la subfamilia Gomphrenoideae en una sola
denominada Gomphreneae.

La importancia econdomica de la familia radica principalmente en su valor
ornamental, sus hojas, tallos e inflorescencias son vistosas, (Celosia ("Cresta de gallo"),
Iresine, Gomphrena). En los ultimos afios ha resurgido el interés por cultivar especies de
Amaranthus, debido a que sus semillas tienen un alto valor proteico comparable al de otros
granos como el trigo y el arroz. (Agudelo, 1991) Ciertas especies de Alternanthera y
Amaranthus poseen propiedades medicinales. (Carrizo, 1998) y varias son malezas

importantes. (Sanchez-Del Pino, 1999).



1.1.1.1. Distribucion geografica:

Las especies de la familia Amaranticeas se distribuyen (Fig. 1) en las zonas
tropicales y subtropicales del mundo, con extensiones a las zonas templadas (Agudelo,
2008), pueden desarrollarse en una gran diversidad de habitats encontrandose en zonas
aridas, en ambientes con condiciones severas, otras crecen en bosques tropicales

perturbados, muy pocas son marinas, acuaticas o semiacuaticas (Robertson, 1981)
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Figura 1. Distribucion geografica de Amarantdaceas. (Missouri Botanical Garden)

1.1.1.2. Antecedentes botanicos:

Anatémicamente, las Amarantdceas se pueden caracterizar por presentar un sistema
subterraneo con crecimiento secundario andmalo, con anillos o arcos de periciclo, que
producen una sucesion de paquetes vasculares embebidos en el tejido parenquimatoso.
Estos anillos o arcos pueden formar circulos concéntricos o estar distribuidos

irregularmente. (Townsend, 1993)



Son hierbas, subarbustos o arbustos, anuales o perennes, dioicas o monoicas;
glabras o tomentosas, con tallos erectos a decumbentes, rastreros o trepadores, a veces
flotantes, simples o muy ramificados, rara vez espinosos, suculentos y/o articulados,
glabros o densamente pubescentes con mayor cantidad de tricomas en la parte superior de
la planta. Hojas simples, opuestas o alternas, reducidas en tamafio hacia el apice a manera
de bracteas en la inflorescencia, sésiles o pecioladas; peciolo acanalado; lamina eliptica,
ovada, obovada, linear-lanceolada o romboide, margen entera, base cuneada, redondeada o
decurrente, apice agudo, acuminado, mucronado, retuso, obtuso o emarginado, venacion
pinnada, camptédroma, broquidédroma o eucamptoédroma. Cartidceas a suculentas, hojas
superiores mas pubescentes que las inferiores, envés mas pubescente que el haz sin
estipulas, generalmente con un mechon de tricomas en las axilas de las hojas y en los
peciolos, tricomas simples, uncinulados a dendriticamente ramificados (de tipo
completamente ramificados y basalmente ramificados). Inflorescencia de tipo espiga,
racimo o paniculas de espigas, simples o compuestas, rara vez flores solitarias, axilares
y/o terminales, sésiles o pendiceladas. Flores regulares, perfectas o menos frecuente
imperfectas, actinomorfas, pequefias, inconspicuas, con 1 bractea y 2 bractéolas. Perigonio
(2-4-) 5, generalmente libre, papirdceo o escarioso. Estambres (2-4-) 5 epitépalos;
filamentos libres o soldados formando una cupula, en la cual se encuentran a veces
pseudoestaminodios que alternan con los estambres; anteras dorsifijas, monotecas o ditecas
de dehiscencia longitudinal. Ovario globoso, subgloboso o cilindrico; estilos 1-2; estigmas
bifidos, trifidos, bilabiados, truncados, o penicilados. Fruto generalmente seco,
monospermo, indehiscente o dehiscente. Semilla una o mas, lenticular, subglobosa o
subreniforme, parada o negra, algunas veces con arilo; embrion curvo, endosperma

harinoso. (Robertson, 1981)



1.1.1.3. Antecedentes de uso medicinal de la familia Amarantaceas:

1.1.1.3.1. Amaranthus muricatus (Moq.) Gillies ex Hicken.
° Nombre comun: “Yerba meona”, “paiquillo”, “ataco” (Fig. 2)
° Usos populares no comprobados cientificamente:

Tradicionalmente la infusion se usa como diurética, laxante, emoliente y en
cataplasma para supurar las infecciones de la piel. (Toursarkissian, 1980; Gorzalczany y
col,, 1999)

° Composicion quimica:

Alcaloides, antraquinonas (dantron, crisofanol, emodina y reina aisladas como
geninas de la fraccion hidrolizada en medio 4cido, dantron y 1,6,8-trihidoxi-3-
carboxiantraquinona como geninas de la fraccion de hidrdlisis oxidativa); esteroides,
flavonoides (quercetina, ramnetina, isoramnetina, patuletina, penduletina y robinetina
aislados como geninas del extracto obtenido con acetona, 3-O-galactdsidoquercetina,
quercetrina, rutina, 3-O-galactosidoisoramnetina,jaceina, 3-O-rutindsidoisoramnetina,
robinina, centaurelna, patueltrina, 3-O-glucosidopatuletina y 3-O-rutindsidopatuletina

aislados como glucosidos del extracto metandlico) y saponinas. (Ruiz y col., 2001)

Figura 2. Amaranthus muricatus (qu. ) Gillies ex Hicken. (issouri Botanical Garden)




1.1.1.3.2. Alternanthera pungens H.B.K.

Nombre comun: “Yerba de pollo” (Fig. 3)

e Usos populares no comprobados cientificamente:

La planta entera es empleada tradicionalmente en el tratamiento de trastornos
gastricos, hepaticos e intestinales y la parte aérea se usa como diurético y emoliente.
(Sorart y Bandoni, 1978)

La especie estd codificada en la Farmacopea Nacional Argentina en su sexta
edicion (FA, Ed 6. 1978)

° Propiedades farmacologicas comprobadas cientificamente:

Los extractos etanolicos de la parte aérea y el fruto, asi como la infusion de
Alternanthera pungens presento actividad diurética significativa, la excrecion volumétrica
urinaria y la excrecion urinaria de sodio producida por el extracto etanolico fue similar a la
furosemida. (Calderén, 1998)

Ademas se ha estudiado la actividad antiespasmodica en musculo liso intestinal, la
cual resultdé ser dosis dependiente y fue bloqueada por atropina. La actividad
antiespasmodica encontrada a partir de la infusion del fruto de Alternanthera pungens fue
mayor que la encontrada en los preparados realizados a partir de tallos y hojas. Ademas se
encontré que la infusion de Alternanthera pungens presentd un efecto uterotdonico dosis-
dependiente.

El extracto acuoso de la parte aérea y las infusiones de fruto, tallo y hojas de
Alternanthera pungens produjeron un descenso significativo en la presion arterial y una
disminucion de la contractilidad cardiaca dependiente de la dosis lo que puede llegar a

ocasionar un paro diastolico.



Alternanthera pungens tuvo efecto hepatoprotector e hipocolesterolémico, ensayos
toxicologicos indicaron que posee un indice terapéutico elevado, no presenta toxicidad a
nivel del sistema nervioso central, no modifica la fertilidad ni la reproduccién y no afecta

la mucosa gastrica. (Calderén, 1998)
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Figura 3. Alte H. .. - arden, 2017)

e Composicion quimica:

Flavonoides (7-O-ramnoquercetina, rutina, 3,7-diglucésidoquercetina 'y 3-
metiléter-4'-O-glucdsido-7-O-diglucosidoquercetina han sido aislados de la fraccion
soluble en metanol de los frutos); antraquinonas (crisofanol y reina fueron aisladas de la
fraccion soluble en metanol de los frutos) (Ruiz y col., 1996); heterdsido saponinico cuya
genina es el acido oleandlico y la parte glucosidica esta formada por glucosa y ramnosa;
(Ruiz y col., 1991) ademas se ha identificado como constituyente colina como cloruro en la

fraccion que corresponde a las bases de amonio cuaternario. (Ruiz y col., 1993)



1.1.1.3.3. Género Pfaffia Mart.:

El género Pfaffia Mart. Pertenece a la tribu Gomphreneae, incluye
aproximadamente 34 especies, distribuidas en Norteamérica, Centro y Sur, sus especies se
distribuyen en el drea neotropical, extendiéndose desde el sur de México a través de los
tropicos, incluyendo la cuenca amazdnica hasta Bahia Blanca en Argentina (Borsch, 1995),
siendo el area del Sudeste de Brasil el principal centro de diversidad del género. (Siqueira,

1994/1995; Siqueira y col., 1986)

Figura 4. Sistema subterraneo Ptaﬁa glomemta (Spreng.) (Marchioretto, 2008)

Este género, aunque muy cercano morfologicamente del género Gomphrena, difiere
de €l en algunos aspectos tales como: tubo corto estaminal con hilos unidos hasta la mitad
de los labios laterales ciliados, estilete casi siempre ausente y estigma bilobado o capitado
(Siqueira, 1992).

e Usos populares no comprobado cientificamente:

Las plantas del género Pfaffia son popularmente conocidas como "paratudo" y
"ginseng brasilefio" (Siqueira y col., 1986) y son ampliamente utilizadas en la medicina

popular brasilera como tonica, ademas de tener propiedades afrodisiacas, analgésicas y
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anti-diabéticas, pueden actuar contra el cancer, para mejorar el proceso de curacion, y

contrarrestar los trastornos gastricos y el reumatismo (Oliveira, 1986)

o
R

Figura 5. Pfaf glomerata (Spreng.) (Marchirtto, 2008)

A

e Composicion quimica: Los principales constituyentes de las raices de Pfaffia son
estigmasterol, sitosterol y sus glicésidos, alantoina, nor-triterpenoides (como el acido
pfaffico y sus saponinas denominadas pfaffosideos A, B, C, D, E y F), triterpenoides y
ecdisteroides. (Nakai, 1984; Nishimoto y col., 1984; Shiobara y col., 1993; Zimmer y col.,

2006)

1.1.1.4. Antecedentes fitoquimicos de la familia Amarantaceas:

Bioquimicamente, la familia Amarantidceas se caracteriza por la presencia de
pfaffosideos, saponinas (Shiobara y col., 1993); ecdisteroides (Nishimoto y col., 1987);
esteroides (Takemoto y col., 1983; Nakai y col.,, 1984; Nlishimoto y col., 1984);
triterpenoides, protoalcaloides, flavonoides; (Ferreira y Dias, 2004) betacianinas (Cai y
col., 2001) y alcaloides de poliamida (Martin-Tanguy y col., 1978). Son acumuladoras de
oxalato de calcio y nitrato de potasio y tienen paredes celulares con 4cido felarico. Al igual
que otras familias de Caryophyllales, tienen especies con tipos de fotosintesis C3 y C4

(Cronquist, 1981; Cronquist y Thorne, 1994).
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Aunque la familia Amarantidceas tiene una cantidad relativamente grande de
géneros, solo un numero limitado de especies han sido estudiadas quimicamente. Dentro de
estos, el género Gomphrena, a pesar de ser el segundo con mayor numero de especies en la
familia (Handro, 1964), carece de estudios sobre los extractos crudos o compuestos
aislados de sus especies estudiadas, con pocos trabajos disponibles en la literatura, desde el

punto de vista farmacolédgico y fitoquimico. (Mahmoud, 2010)

1.1.2. Género Gomphrena L.

1.1.2.1. Distribucion geografica:

El género Gomphrena perteneciente a la tribu Gomphreneae comprende
aproximadamente 120 especies encontradas en América, Australia e Indo-Malasia,
(Siqueira, 1994/1995) de las cuales cerca de 100 especies son americanas, mientras que las
especies australianas referidas a Gomphrena probablemente deben excluirse del género.
(Zuloaga, 2012)

Las regiones mas ricas en especies son Brasil central y austral, el sur de los EE.UU.
con México septentrional y en parte el Caribe, el noroeste argentino con el sur de Bolivia;
ademads, varias especies son difundidas como malezas o por el cultivo hasta parecer
cosmopolitas (Zuloaga, 2012). En general, todas son especies muy bien adaptadas a

distintos tipos de suelos y ambientes (Marzocca, 1984).

Figura 6. Distribucion geogrdfica del género Gomphrena L. (Missouri Botanical Garden)
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En Argentina Mas de 70 especies, variedades y formas del género Gomphrena se
citan en los herbarios de la Argentina, con ejemplares coleccionados en las provincias de
Buenos Aires, Chaco, Cordoba, Corrientes, Entre Rios, Formosa, Misiones, Santa Fe, La

Pampa, Santiago del Estero y San Luis. (Zuloaga, 2012)

1.1.2.2. Antecedentes botanicos de las especies de Gomphrena:

La mayoria de las especies de Gomphrena son arbustos o hierbas, generalmente con
sistemas subterraneos espesados de naturaleza lefiosa (xilopodos) o suculentas (raices
tuberosas) (Siqueira, 1992).

Incluye hierbas anuales o perennes, raramente sub-arbustos, erguidos, decumbentes,
con sistemas subterraneos generalmente desarrollados. Los tallos son nodosos,
generalmente ramificados, lisos o estriados, glabros o pilosos. Las hojas se presentan
enteras o reducidas, roscadas, opuestas o alternas; ovadas, lineales, lanceoladas, oblongas,
subcordadas, obovadas o espatuladas; base atenuada, obtusa o semi-virgada; apice agudo,
acuminado, obtuso o apiculado; sésiles, o pecioladas, nervios centrales prominentes,
glabras o pilosas. Perigonio amarillento, rosado, rojo amarillento o amarillo ennegrecido.
Las flores presentan cinco sépalos soldados s6lo en la base, ovario bicarpelar, ovado,
oblongo o turbinado, uniovulado, estilete semi-alargado corto; estigma bifido. Fruto
indehiscente; semilla lenticular u oblonga, embrion con radicula ascendente (Siqueira,

1989).

13



1.1.2.3 Antecedentes de uso medicinal de las especies de Gomphrena:

Los miembros de este género se emplean en la medicina popular en el tratamiento
de varias enfermedades y por su valor nutritivo (Salvador y col., 2012) a continuacion se

detallan algunos ejemplos:

1.1.2.3.1. Gomphrena globosa L.

Nombre comun: “Siempreviva”, “Boton de soltero”, “Manto de cristo”. (Fig. 7)

° Usos populares no comprobados cientificamente:

La parte area de G. globosa se usa tradicionalmente para el tratamiento de oliguria,
calor, empacho (Rahman y col., 2012), diabetes, ictericia, hipertensioén (Lans, 2006), tos
(Nanadagopalan, 2015), ronquera, bronquitis y otras enfermedades respiratorias
principalmente como expectorante, (Camejo-Rodrigues y col., 2003), en problemas de
proéstata (Lans, 2006), como antidiarreico (Beyra y col., 2004), para el corazon, los rifiones

y la circulacion. (Pirondo y col., 2011)

Figura 7. Gomphrena globosa (issouri Botanical Garden)
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® Propiedades farmacologicas comprobadas cientificamente:

Los extractos metandlico y la fraccion soluble en hexano de G. globosa mostraron
actividad antioxidante (Hamiduzzaman y Azam, 2012) y actividad analgésica significativa
a dosis de 400 mg/Kg siendo mayor después de los 30 minutos de administracion,
mientras que desapareci6 pasada una hora de la administracion (Hamiduzzaman, 2013)

La fraccion soluble en cloroformo y en tetracloruro de carbono present6 actividad
citotoxica, anticancerosa y antimicrobiana con potencia leve a moderada. (Hamiduzzaman
y Azam, 2012; Latha y col., 2013) Mientras que el extracto etanolico de las hojas de G.
globosa, preparado por maceracion, promueve la actividad hipotensora sin afectar la
funcioén cardiaca. (Arcanjo y col., 2011)

Las inflorescencias G. globosa son potencialmente utiles para las industrias
alimentaria y farmacéutica por su actividad antiinflamatoria y antioxidante. (Andrade y
col., 2012)

e Composicion quimica:

Bouillant y col., (1978) informaron por primera vez el aislamiento del flavonol
gomphrenol (Tabla 1) de las hojas de G. globosa; asi como de una serie de fendlicos
comunes, presentes en cantidades considerables. Las inflorescencias violeta de G. globosa
contiene, ademas de pequefias cantidades de amarantina, isoamarantina y celosianina, otros
siete pigmentos violetas del grupo gomfrenina (Tabla 1), todos ellos pertenecientes a las
betacianinas (Minale y col., 1967; Heuer y col., 1992). Asi mismo Corke y col., (2005)
identificaron seis tipos de gomfrenina mediante la caracterizacion por HPLC de
cromatografia liquida de alto rendimiento [HPR] de fase inversa [RP]. El screening
fitoquimico del extracto etandlico de las hojas de G. globosa detectd la presencia de

saponinas, alcaloides, azlcares reductores y cumarinas (Arcanjo y col., 2011). Por otro
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lado a partir del extracto bruto de metanol de la planta entera fueron aislados mediante una
combinacion de cromatografia en columna y cromatografia en capa fina preparativa sobre
gel de silice estigmasterol, B-sitosterol y acido isocavicinico (Hamiduzzaman y Azam,
2012). Biswas y col., (2013) detectaron Arginina-betaxantina como una nueva betaxantina
y el pigmento amarillo Ulluco en inflorescencias de G. globosa. Por otra parte Roriz y col.,
(2014) encontraron en la infusion una alta concentracion de 4cidos orgéanicos:
principalmente 4cidos malico, oxalico, citrico, fumadrico, a-Tocoferol, [1-Tocoferol, [I-

Tocoferol.

1.1.2.3.2. Gomphrena celosioides Mart.

nn

Nombre comun: "perpetua", "botén de soltero", "globo-amaranto postrado" (Fig. 8)

e A

Botanical Garden)

Figura 8. Gomphrena Celosioides (Missur

e Usos populares no comprobadas cientificamente:
El jugo de la planta entera de G. celosioides combinado con pimienta (Piper

nigrum) y jugo de limoén es tradicionalmente usado para curar la urolitiasis, (Prachi y col.,
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2009), mientras que la infusion o decoccidon ha sido utilizada para el tratamiento de la
hepatitis viral A y C (Guinnin y col., 2015)
G. celosioides también es usada para el tratamiento de diversas enfermedades

dérmicas, infecciosa y parasitarias (Tarnam y col., 2014)

® Propiedades farmacologicas comprobadas cientificamente:

Sharma y Vijayrergia, (2011) estudiaron los extractos metandlicos de la hoja, el
tallo y la raiz de G. celosioides y demostraron su eficacia antimicrobiana contra las tres
bacterias evaluadas (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli).
Por otra parte, los extractos de acetato de etilo y metanol mostraron actividad
antimicrobiana inhibitoria sobre Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli 'y Salmonella typhi (Dosumu y col., 2010)

Por su parte, el extracto metandlico de G. celosioides también presentd actividad
antifingica frente a Aspergillus niger, Candida albicans y Trichophyton rubrum a una
concentracion de 2000 pg/ml. (Abalaka & Damisa, 2013) y actividad antihelminticas
contra Pheretimia pasthuma, Fasciola gigantica y Taenia solium.(Dosumu y col., 2005)

En un estudio realizado por Oladele y colaboradores, (2009) demostr6 actividad
antiinflamatoria de esta planta dado que inhibi6 el edema inducido por carragenina en
patas de rata.

El extracto de G. celosioides mostro efectos diuréticos, natriuréticos (De Paula
Vasconcelos y col.,, 2017) y hepatoprotectores dado que disminuyd las transaminasas
séricas, la fosfatasa alcalina y los niveles de bilirrubina (Sangare y col., 2012). Ademas,
G. celosioides redujo significativamente las ulceras géstricas inducidas por indometacina

en ratas mostrando un efecto anti-ulcerogénico relevante. (Oluwabunmi y Abiola, 2015)
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e (Composicion quimica:

Un estudio fitoquimico inicial con G. celosioides report6 la presencia de saponinas,
esteroides, aminodcidos, azucares reductores y no reductores, flavonoides, fenoles,
betacianinas y cetonas (Botha y Gerritsma-Vander Vijver, 1986). En las huellas dactilares
de espectrometria de masas (ESI-MS), fue posible confirmar la presencia de acidos
fendlicos y flavonoides. (De Paula Vasconcelos y col., 2017)

A partir del fraccionamiento del extracto etandlico de la parte aérea de G.
celosioides se aislaron los 4cidos 4-hidroxibenzoico y 4-hidroxi-3-metoxibenzoico (o acido
vainillico), estigmasterol, sitosterol, campesterol, palmitato de metilo y estigmasterol-6-en-
3-OB- (D - glucopirandsido) (Moura y col., 2004). Aurantiamida y acetato de aurantiamida
(Fig. 9) fueron aislados a partir del percolado con n-hexano de G. celosioides por medio de
cromatografia en columna sobre gel de silice con 5% de cloroformo en n-hexano y

elucidados por analisis espectroscopico usando IR, RMN (1H y 13C) y EI-MS. (Dosumu y
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col., 2014)

Figura 9. Compuestos aislados de Gomphrena celosioides. (Dosumu y col., 2014)
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1.1.2.4. Antecedentes fitoquimicos:

Estudios quimicos anteriores con especies de este género nativas de Argentina se
relacionaron con el aislamiento de hidrocarburos, alcoholes, esteroles, triterpenoides,
ecdisteroides, flavonoides y protoalcaloides. (Buschi y col., 1979, 1980, 1981; Buschi y
Pomilio, 1982b; Buschi, 1982; Buschi y Pomilio, 1982a; Buschi y Pomilio, 1983)

Se han realizado investigaciones sobre la naturaleza quimica de betalainas en el
género Gomphrena, es decir, las betacianinas de color rojo a violeta y las betaxantinas
amarillas (Hegnauer 1964; Gibbs 1974). Gomphrena martiana y Gomphrena boliviana
producen raras flavonas 5,6,7-trisustituidas y un flavonoide glicosilado, isoramnetina 3-O-
B-robinobiosido (Tabla 1), altamente activo contra una bacteria acida-rapida,
Mycobacterium Phlei (Pomilio y col., 1992).

A pesar de los estudios de actividad fitoquimica (Tabla 1) y bioldgica que se han
realizado en ciertas especies, en general sigue siendo necesario profundizar estudio del
género Gomphrena. (Salvador y col., 2012)

Tabla 1. Compuestos presentes en especies del género Gomphrena.

Tipo de Nombre de Especies Referencia
compuestos los compuestos
Esteroides . '
Ecdisona G. affinis J
G. canescensj
j Savchenko y
G. cunninghamii colaboradores;
¢, d g iJj|(1998)

G. adispersa

CJ d) ) i) i
G. haageana &/
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20-hidroxiecdisona

G. afﬁnisj

Buschi y Pomilio,
(1983)

G. canescens’ Savchenko y
. ] colaboradores;
G. cunninghamii
cdgij (1998)
G. dispersa = " Sarker y
G h ¢, d g ij | colaboradores;
. haageana ; (1996)
G. officinalis Young, y
G celosioides” colaboradores;
. celosioi esa (1992)
G. haenkeana Barneji, y
. a colaboradores;
G. meyeniana
G. perennis 4 (1971)
. J
Polipodina B G. affinis Savchenko y
G. canescens’ colaboradores;
. ] (1998)
G. cunmnghzm;’llg y Sarker y
G. dispersa =" colaboradores;
d, o i, 7 | (1996
G. haageanac g i/ | )
Pterosterona G. afﬁnisj
G. canescensj
G. cunninghamiij
doo i
G. dispersa cas&n
¢, d g i j | Savchenkoy
G. haageana colaboradores;
Esteroides (1998)

G. afﬁnisj
G J
. canescens

G. cunninghamii /

doo i
G. dispersa @&

dooii
G. haageanac &b/
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Ajugasterona C

G. afﬁnisj
G J
. canescens

G. cunninghamii]

Cl dl b l‘) i
G. dispersa &hJ

Cl dl b l‘) i
G. haageana &/

24(28) dehidroamarasterona B

G. aﬁ?nisj
G J
. canescens

G. cunninghamii /

C) d) s .’ i
G. dispersa &/

dooi
G. haageanac &/

) a
G. martiana

G. boliviana

. a
G. meyeniana

) a
G. martiana
G. boliviana

. a
G. meyeniana

Esteroides

. a
G. martiana

G. boliviana

. a
G. meyeniana

Buschi y Pomilio,
(1983)
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B-sitosterol

G. holosericea
) a

G. martiana

G. boliviana

. a
G. meyeniana

Buschi y Pomilio,

(1983)

Sant Ana y

colaboradores;
(1977)

. a
G. martiana

G. boliviana 4

. a
G. meyeniana

Sitosterona

. a
G. martiana

G. boliviana a

. a
G. meyeniana

. a

G. martiana
.. a

G. boliviana

. a
G. meyeniana

Buschi y Pomilio,
(1983)

Buschi y Pomilio,
(1982)

Buschi y Pomilio,
(1982a)

Triterpenos

o-amirina

G. boliviana

Buschi y Pomilio,
(1983)

Buschi y Pomilio,
(1982a)

Buschi y
colaboradores;
(1981)
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B- amirina

) a

G. martiana
.. a

G. boliviana

. a
G. meyeniana

3-oxo-11a, 12a-epoxi-D-
friedoolean-14-eno

olean-12-en-3,11-diona

urs-12-en-3,11-diona

..a
G. claussenii

(Ferreira y Dias,
2004)
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Ciclolaudenol

. a
G. martiana

. a
G. meyeniana

Buschi y Pomilio,
(1982a)

Buschi y
colaboradores;
(1981)

Saponinas

Acido-28-O-B-D-glucopiranosi
ester—olean-11-eno

3-O-B-D-glucopiranosil-
erithrodiol

28-0O-B-D-glucopiranosil-ester:
olean-9(11),12-dieno

d
G. crocephala

Young y
colaboradores;
(1997)
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3-O-B-D-glucopiranosil-11,12-
epoxi-olean-28,13-olide

3-0-B-D-glucopiranosil-olean |
28,13-olide

Young y
colaboradores;
(1997)

G. globosa *

Tsujiy
colaboradores;
(1998)

Flavonoides

G. boliviana

. a
G. martiana

Pomilio y
colaboradores;
(1994)

Buschi

Y Pomilio, (1983)
Buschi

Y Pomilio, (1982a)
Buschi y Pomilio,
(1982)

Buschi y
colaboradores;
(1981)

Buschi y
colaboradores.,
(1980)
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3,5,7-trimetoxi-flavona

G. boliviana

. a
G. martiana

Buschi y Pomilio,
(1983)

Buschi y Pomilio,
(1982a)

Buschi y Pomilio,
(1982)

Buschi y
colaboradores;
(1981)

Buschi y
colaboradores.,
(1980)

3,5-dimetoxi-6,7-
metillenodioxi-flavona

G. boliviana

. a
G. martiana

Pomilio y
colaboradores;
(1994)

Buschi y Pomilio,
(1983)

Buschi y Pomilio,
(1982a)

Buschi y Pomilio,
(1982)

Buschi y
colaboradores;
(1981)

Buschi y
colaboradores;
(1980)

Buschi y
colaboradores;
(1979)

5,7-dihidroxi-3,6-
dimetoxiflavona

G. boliviana

. a
G. martiana

Pomilio y
colaboradores;
(1994)

Buschi y Pomilio,
(1983)

Buschi y Pomilio,
(1982a)

Buschi y Pomilio,
(1982)

Buschi y
colaboradores;
(1981)

Buschi y
colaboradores,
(1980)
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5,7-dihidroxi-6-metoxi-flavong

G. boliviana

. a
G. martiana

Pomilio y
colaboradores;
(1994)

Buschi y Pomilio,
(1983)

Buschi y Pomilio,
(1982a)

Buschi y Pomilio,
(1982)

Buschi y
colaboradores;
(1981)

7-hidroxi-5,6-dimetoxi-flavong

G. boliviana

. a
G. martiana

Buschi y Pomilio,
(1983)

Buschi y Pomilio,
(1982a)

Buschi y Pomilio,
(1982)

Buschi y
colaboradores;
(1981)

. a
G. martiana

Buschi y Pomilio,
(1983)

Buschi y Pomilio,
(1982a)

Buschi y Pomilio,
(1982)

3, 4’-5-trihidroxi-6-7-
metilenodioxi-flavonol

(Gomphrenol)
¢ Bouillant y
- G. globosa colaboradores;
% oS (1978)
O B P
<°"‘“‘%”L1rl
G. globosa ¢ Chong y
colaboradores;

4°-5-dihidroxy-6-7-
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Metilenodioxi-3-O-B-D-glucos
flavonol

(1981)

Patuletina

CH

Quercetina

oH

CH

G. claussenii ¢

(Ferreira y Dias,
2004)
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Isoramnetina

Patuletina-3-O-B-D-
glucopiranosido

(8]

Kaempferol-3-O-3-D-
glucopiranosido

Irisona B

(Ferreira y Dias,
2004)
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Betacianinas

Amarantina

G. globosa®'

Piattelli y Minale L,
(1964)
Cai y colaboradores;
(2001)

Celosianina

G. globosa '

Piattelli y Minale L,
(1964)

G. globosa '

Piattelli y Minale L,
(1964)

Cai y colaboradores,
(2001)

Minale y
colaboradores;
(1967)

Heuer y
colaboradores;
(1992)
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Gomphrenina II

Gomphrenina 11

N

Gomphrenina V

Piattelli y Minale,
(1964)

Cai y colaboradores,
(2001)

Minale y
colaboradores;
(1967)

Heuer y
colaboradores;
(1992)
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Protoalcaloides

Colina

Cig

5 44 g s S e (e OH

G. martiana *
G. boliviana *
G. haenkeana *

Buschi y Pomilio,
(1983)
Buschi y Pomilio,

“s G. meyeniana * (1982a)
G. perennis “ Buschi y Pomilio,
(1982)
Glicina-betaina
Gy
ot g B 1 g C e CO0DT
Blunden y
&, colaboradores;
Betai G. decumbens’ (1999)
etaina
Trigonelina
E \\ [elerlory
r\i/
c;—zj
Catecol
Ot Sant,Ana y
©i colaboradores;
o . (1977)
Bencenoide G. holosericea
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Acido cafeico

Fenil- =
propanoide

LR

Parte usada: ® Planta entera, ° Parte aérea, © Hojas, ¢ Raices, © Tallo, ' Flores, ' Semillas.

(Tomada y adaptada de Salvador y colaboradores, 2012)

1.1.3. Gomphrena perennis L. var. perennis

1.1.3.1. Caracteristicas generales y distribucion geografica:

Gomphrena perennis (G. perennis) es una hierba perenne de la familia de las
Amaranticeas, denominada vulgarmente "moco-yuyo" (Alonso y col., 2009), “siempre
viva del campo”, “flor de papel”, “yerba del pollo” (Zubizarreta y Diaz Panizza, 2014). Se
distribuye en Sudamérica, fundamentalmente en el Chaco de Argentina y Paraguay,
Paraguay oriental, Brasil austral, Uruguay. En la Republica Argentina su radio de
distribucion abarca desde el norte hasta la region pampeana, extendiéndose por las
provincias de Buenos Aires, Catamarca, Chaco, Cérdoba, Corrientes, Entre Rios, Formosa,
Jujuy, La Rioja, Misiones, Salta, Santiago del Estero y Tucuman. (Zuloaga y col., 2008)

G. perennis se presenta finalizando el invierno con hojas senescentes y con escasas
a nulas hojas vivas, pero éstas se desarrollan abundantemente a principios de primavera,
estacion en que inicia la floracion. La formacion de inflorescencia es continua por lo que
durante el verano y el otofio sus ejemplares presentan hojas, flores y frutos, mientras que a

mediados de invierno las estructuras reproductivas y vegetativas se secan. (Alonso y col.,

2009)
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Alonso, y col, (2009) presentan a G. perennis como una potencial especie
ornamental, sefialando el atractivo del color blanco grisdceo de sus estructuras vegetativas,
interrumpidas por las pequenas inflorescencias blanco cremosas, persistentes, similares a
las de G. globosa, especie de uso ornamental en jardines. En base a las observaciones
realizadas en la sierra La Barrosa (Balcarce), G. perennis también podria cultivarse en
jardines de rocallas o en canteros bajos, en los que destacaria por el color blanquecino de
las estructuras vegetativas y reproductivas, ademas de su eventual uso para la formacion de
ramos secos.

En un mapa construido basado en una encuesta de percepcion se observa que G.
perennis constituye un problema creciente en el centro de Coérdoba, el centro-noreste de
Santa Fe y el sureste de Santiago del Estero (Bayer CropScience, 2013); manifestandose
como una maleza con metabolismo C4 y presencia de un sistema radicular tuberoso y una
estructura llamada xilopodio con capacidad de rebrote (Carbone, 2015); de secundaria
abundancia en cultivos perennes, montes frutales y frecuente en rastrojos, al borde de
caminos y otros terrenos modificados, prefiriendo suelos no muy humedos (Marzocca y
col.,, 1976). Las plantas de G. perennis no controladas durante el cultivo de verano
dificultan las tareas de cosecha (Nisensohn y col., 2007). Las poblaciones de G. perennis
manifestaron diferencias en la tolerancia al glifosato dependiendo fundamentalmente del

momento en el cual fue aplicado el herbicida. (Carbone, 2015).
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1.1.3.2. Antecedentes botanicos:

G. perennis es una hierba perenne, erguida o mas o menos enderezada, llega a
alcanzar los 50 cm o mas de altura. (Zuloaga, 2012) Presenta un sistema radicular
profundo formado por numerosas raices tuberosas (Fig. 10), el cual se encuentra unido en
su parte superior a la estructura conocida con el nombre de xilopodio (XL). Dicha
estructura subterrdnea protege yemas capaces de rebrotar dando ramificaciones aéreas
luego de transitar por condiciones adversas. Presenta abundantes cristales de oxalato de
calcio en forma de drusas cuyo numero aumenta al incrementarse el grosor de la raiz.

(Playuk, 2016)

Sus tallos son aéreos de crecimiento indefinido, consistencia herbacea y nudos bien
marcados, alcanza alturas de hasta 1,5m; presentan una epidermis con células redondeadas
y pared periclinal externa con depdsito de gruesa cuticula y numerosos tricomas (Fig. 11),
simple uniseriados-pluricelulares y no glandulares, las uniones entre las células que
conforman el pelo son de tipo nodosas. (Playuk, 2016) Las hojas son simples, con filotaxis
opuesta y sin presencia de anexos foliares, con un patrén de venacion reticulado; presenta

estomas de tipo anomocitico en ambas epidermis (anfiestomaticas) (Carbone, 2015),
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peciolo no diferenciado claramente, ldmina generalmente eliptica, aguda, con indumento
bastante denso de pelos adpresos. (Zuloaga, 2012) Los tricomas presentan las mismas
caracteristicas con los encontrados en tallo. Posee estructura Kranz (C4) de tipo
atriplicoide. (Carbone, 2015). Entre los haces vasculares se observan células incoloras de
gran tamafo, que contienen cristales de oxalato de calcio en forma estrellada (drusas)
(Playuk, 2016). Las inflorescencias son pseudoespigas densas, sostenidas por bracteas
herbaceas ovadas mas cortas, agrupadas a su vez en una inflorescencia espiciforme
generalmente ramificada, terminada en un fasciculo con involucro de bracteas herbaceas
ovado-orbiculares u ovadas, brevisimamente acuminadas hasta agudas. Las flores
presentan tépalos escariosos, amarillento rojizos, raramente blancos o rojos, claramente
mas largos que las bractéolas, oblongos o alargado-ovados, agudos o casi agudos,
generalmente enteros. Estambres a la madurez por lo general mas largos que el perigonio,
filamentos soldados en los 3/4-4/5 inferiores, 16bulo anterifero subnulo, laterales oblongos,
agudos, enteros o casi, alcanzando el apice de las anteras o mas cortos. Ovario ca. 0.7 mm
de longitud, con estilo de ca. 0.2 mm y estigma 2-partido de + 1.5 mm con ramas erguidas,

filiformes (Zuloaga, 2012).

Figura 11. Tricomas del tallo G. perennis (Playuk,2016)
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1.1.3.3. Antecedentes de uso medicinal no comprobados cientificamente:

El valor medicinal de G. perennis fue sefialado etnobotanicamente por:

e Arenas, (1987) como hemostatico; las raices trituradas se ponen en agua por la
tarde y se dejan en maceracion hasta la mafiana siguiente; el jugo resultante es
bebido para la prevencion de hemorragias menstruales.

e Orfila y D’Alfonso, (1999) como estomacal, emoliente, diurética, depurativa.

e Goleniowski y col. (2006) quienes reportaron el uso de las flores como
antidiarréico, febrifugo y contra dolores reumatico.

e Basualdo y col. (2004) para afecciones del corazén y como tranquilizante. (Parte

aérea y flor)

1.1.3.4. Antecedentes de estudios farmacoldogicos comprobados

cientificamente:

La falta de estudios cientificos que avalen los usos medicinales y etnobotanicos
mencionados en el apartado anterior, han sido el principal disparador para la realizacion de
esta tesis de maestria.

Dentro de los escasos antecedentes farmacologicos comprobados cientificamente
para G. perennis se destacan los siguientes:

- Pomilio y col. (1991) reportaron propiedades anticancerigenas y actividad
citotoxica para G. perennis; ademds ha sido demostrada su actividad
antimicrobiana (Tomesi y col., 1986)

- Matsunaga y col. (2000) demostraron el efecto inhibitorio moderado del
extracto metanodlico y su fraccion butandlica de G. perennis sobre la actividad
de la 5-lipoxigenasa.
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1.1.3.5. Antecedentes fitoquimicos:

Los antecedentes fitoquimicos de G. perennis encontrados en bibliografia también
son escasos, de alli que uno de los objetivos de esta tesis sea el estudio fitoquimico de los
extractos de esta planta que pueda explicar o justificar en parte su uso tradicional.

En este aspecto, en bibliografia se ha encontrado un estudio comparativo realizado
con diferentes especies de Gomphrena donde se reportdé la presencia de 20-
hidroxiecdisona, los protoalcaloides betaina y colina en G. perennis, (Tabla 1) (Buschi y

Pomilio, 1983).

1.2. Bases tedricas para el estudio de las propiedades farmacologicas de la

tintura de Gomphrena perennis L. (GphT):

1.2.1. Bases tedricas para el estudio de las propiedades antiespasmoédicas

intestinales

1.2.1.1. Caracteristicas generales y contractiles del musculo liso

El musculo liso es considerado un musculo no estriado, debido a que sus
miofibrillas forman agrupamientos irregulares en lugar de la regularidad que presentan en
musculos como el cardiaco o el esquelético (musculos estriados).

El musculo liso se encuentra constituyendo los 6rganos internos y visceras siendo
su funcion principal determinar el movimiento del material que contienen. Los
movimientos de las fibras del musculo liso estdn determinadas por la contraccion y
relajaciéon del mismo, el cual a su vez es regulado por el sistema nervioso auténomo

(simpéatico y parasimpatico).
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Las contracciones en el musculo liso son mucho mas lentas que en el musculo
esquelético o musculo cardiaco debido a que la actividad de miosina ATPasa de este tipo
de musculo tiene una tasa de hidrolisis de ATP mucho mas lenta (10 a 100 veces mas baja
que la del musculo esquelético) (Goodman y Gilmann, 2014)

Su contraccién es disparada por el ion calcio (Ca*"). Dado que el masculo liso tiene
escaso o nulo reservorio de Ca®" en depdsitos intracelulares, la fuente principal de calcio
para la contraccion es la contribucion desde el medio extracelular. Desde alli ingresa a la
célula a través de los canales de tipo L voltaje-dependientes o canales sensibles a las
dihidropiridinas (DHP).

El inicio de la contraccion en el musculo liso, dado por el influjo de Ca’" puede ser
iniciado tanto por un potencial de accion (musculos lisos con actividad eléctrica de
membrana), o por la union de un neurotransmisor o farmaco agonista a un receptor
acoplado a una proteina Gq (en todos los tipos de musculos lisos).

Cuando se activa un receptor dado acoplado a una proteina Gq se activa una
cascada de segundos mensajeros intracelulares que llevan a un aumento en las
concentraciones de intracelulares Calcio [Ca*"]i. Inicialmente la activacion de Gq, cataliza
la hidrélisis de GTP y la activacion de la fosfolipasa C (PLC). Esta enzima (PLC) cataliza
la escision de los fosfatidilinositoles de membrana (PIP,) en inositoltrifosfato (IP3) y
diacilglicerol (DAG). Por un lado, IP; estimula la apertura de canales de Ca>" del reticulo
endoplasmatico (aporte minoritario en el musculo liso), mientras que DAG activa a una
proteina-quinasa C (PKC) encargada de aumentar la posibilidad de apertura de los canales
de Ca*" tipo L por fosforilacién de los mismos, lo que permite el influjo de Ca®” a través de

dichos canales (Rang y col., 2008; Goodman y Gilman, 2014).
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Cuando el aumento en la [Ca®"]i llega a concentraciones de 10 uM, el Ca*" se une
a la calmodulina formandose el complejo Ca-calmodulina. Este complejo estimula la
actividad enzimatica de la quinasa de la cadena liviana de la miosina (KCLM) la cual
fosforila a dicha cadena (CLM), reaccion que promueve la interaccion entre la miosina y
la actina. El acoplamiento actinomiosinico estd acoplado a una reaccidon exotérmica de
hidrolisis del ATP, que libera la energia necesaria para el proceso contractil.

Cuando se activan los mecanismos de remocion de Ca®" y la actividad de estos
supera a los mecanismos de influjo de Ca®*, la concentracion citosolica de este ion vuelve a
su valor de reposo (0.1 uM). En este punto, el complejo Ca-calmodulina-KCLM se
disocia, y comienza a predominar la accién de una fosfatasa. Esta enzima desfosforila la

cadena liviana de miosina (CLM), produciéndose asi la relajacion (Rang y col., 2008).

1.2.1.2. Caracteristicas del musculo liso intestinal:

El intestino posee una capa muscular circular interna y otra capa de fibras
longitudinales presentes en la superficie externa del intestino. En el musculo liso
gastrointestinal se encuentran presentes una variedad de subtipos de receptores
muscarinicos (mayoritariamente M1, M2 y M3). La activacion de estos receptores por
agonistas como acetilcolina o carbacol o el bloqueo de los mismos por antagonistas como
atropina permiten el estudio de los efectos espasmddicos o antiespasmoddicos
respectivamente de este tipo de musculo liso (Emendorfer y col., 2005; Goodman y
Gilmann, 2014). Es por ello que el duodeno e ileon de rata fue el modelo ex vivo elegido
en esta tesis para el estudio de los efectos antiespasmoddicos de la tintura de G. perennis

(GphT).
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El sistema nervioso entérico en interaccion especializada con varios elementos
determina la motilidad gastrointestinal. Este sistema se origina en las células de la cresta
neural y da lugar a dos plexos nerviosos: el plexo submucoso de Meissner y el plexo
mientérico de Auerbach. Dentro de éstos plexos, se encuentra una red organizada de
neuronas que en conjunto con las células intersticiales de Cajal, generan los patrones
motores que rigen la motilidad gastrointestinal. Por su parte, el sistema nervioso entérico
tiene una estrecha conexion con el sistema nervioso central lo cual crea respuestas de tipo
aferente y eferente e intercambia informacion entre ambos sistemas (Romero-Trujillo y
col., 2012).

Los neurotransmisores mas comunes secretados por las neuronas del sistema
nervioso entérico son principalmente acetilcolina y noradrenalina, otras que pueden
destacar son la serotonina, la dopamina, colecistocinina, sustancia P, polipéptido intestinal
vasoactivo, somatostatina, leu-encefalina, metencefalina y bombesina. La acetilcolina
estimula la actividad gastrointestinal, mientras que la noradrenalina inhibe la liberacion de
acetilcolina mediante su accidn en los receptores alfa-2 (a2) ubicados presinapticamente en
las terminales colinérgicas (Romero-Trujillo y col., 2012; De Carvalho y col., 2014).

La actividad eléctrica del musculo liso gastrointestinal se divide en dos tipos
basicos de ondas eléctricas: ondas lentas y espigas. Las ondas lentas estdn constituidas por
cambios lentos y ondulantes del potencial de membrana en reposo y son atribuidas a la
interaccion entre las células musculares lisas con las células intersticiales de Cajal. Por su
parte, las espigas se generan cuando el potencial de reposo del musculo gastrointestinal
llega a -40 mV (de su valor de -50 o -60 mV), lo que promueve la entrada de Ca*" por
canales de Ca’" tipo L que desencadenan el tono basal y contracciones pendulares. El

movimiento pendular es el unico que perdura en el intestino una vez aislado.
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1.2.2 Bases para el estudio de los efectos en la presion arterial de ratas

normotensas

1.2.2.1. Caracteristicas contractiles del musculo liso vascular y su relacion

con la presion arterial

Las células de musculo liso conforman las paredes de numerosos 6rganos, visceras
y estructuras en el organismo lo que incluye a los vasos sanguineos. Es sabido que la
contraccion del musculo liso vascular determina el didmetro de la vasculatura en general y
esto determina el flujo sanguineo a cada tejido. Las células del musculo liso vascular
pueden presentar contracciones tonicas y fasicas en respuesta a diferentes estimulos
mediadas en todos los casos por la interaccidon actina-miosina para desarrollar la fuerza,
siendo el Ca™ el ion responsable del inicio de la respuesta contractil (Morgan, 1990). La
contraccion en el musculo liso vascular posee iguales caracteristicas que las descriptas con
anterioridad (ver seccion 1.2.1.1). La concentracion de Ca®" citosélica es la que determina
el grado de contraccion. En los vasos, es tan importante el influjo de Ca®>" desde el medio
extracelular como su liberacion desde el reticulo sarcopldsmico. Sin embargo la
importancia relativa del aporte de cada una de estas fuentes de Ca' varia entre los distintos
lechos vasculares (Mitchell y col., 2003)

El aumento en el tono vascular deriva en una aumento en la resistencia periférica

total lo cual estd asociado a varias patologias entre ellas la hipertension arterial.
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1.2.2.2. Caracteristicas de las medidas de la presion arterial en animales de
laboratorio

La presion arterial es definida como la fuerza ejercida por la sangre contra
cualquier area de la pared arterial, siendo controlada tanto por el gasto cardiaco (GC) como
por la resistencia periférica total (RPT). Sin embargo, tanto GC como la RPT dependen a
su vez de otros factores fisiologicos tales como: la frecuencia cardiaca y la fuerza de
contraccion del corazén en el caso del GC y de la actividad contractil y del eje renina
angiotensina en el caso de la RPT. Por lo tanto, el control de la presion arterial estd dado
por la accion de sistemas de mecanismos de regulacion que guardan una compleja relacion
entre si (Goodman y Gilman, 2014).

Existen varios métodos para la medida de la presion arterial en animales de
laboratorio. Entre ellos podemos distinguir los siguientes: a) pletismografia del manguito
de la cola, b) los catéteres intra-arterial, y c) la telemetria de radio. Mientras que el
primero es un método no invasivo, los métodos invasivos (b y c) arrojan resultados mas
precisos dado que los valores son tomados directamente en cualquier arteria (arteria radial,
femoral, braquial) (Kramer y Remie, 2005) Ademas, la técnica invasiva es por lo general
bien adecuada para la reactividad vascular a diversos agonistas y antagonistas (Van Vliet y
col., 2000)

En esta tesis se utilizo el método de canulacion de la arteria cardtida para medir los

efectos de la tintura de G. perennis (GphT) en ratas normotensas.
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1.2.3. Bases teoricas para el estudio de la actividad cardioprotectora frente

a la isquemia reperfusion

1.2.3.1. Caracteristicas contractiles del misculo cardiaco y efectos de la

injuria por isquemia reperfusion:

El musculo cardiaco es un musculo absolutamente dependiente de la presencia
extracelular de Ca®" para efectuar la contraccion. La misma se inicia con la unién de Ca*"a
troponina C (Leavis y Kraft, 1978; Zot y Potter, 1987). Durante la contraccion, el
musculo cardiaco esta sometido a cambios rapidos en la [Ca*"]i menores a 0.1 pM en el
estado de reposo, hasta concentraciones de 25-50 uM durante la contraccién (Fabiato,
1981). Por otro lado, cuando el miocardio retorna sus niveles de [Ca*"]i de reposo el
corazdn comienza a relajarse. Los transportadores que mas participan en la relajacion
cardiaca son el intercambiador NXCSL y la SERCA, que compiten por la remociéon de
Ca®" del citosol, determinando en parte la cantidad de Ca*" almacenada en el RS (Bers,
2001).

El influjo de Ca®" a través del sarcolema se efectia por canales de Ca** tipo L (o
lentos) y los T (o transitorios de rapida inactivacion). Ambos tipo de canales son activados
por despolarizacion de la membrana mientras que pueden inactivarse tanto de modo tiempo
como voltaje-dependiente. (Shuba y Mc Donald, 1995). La activacién de los canales de
Ca”" tipo L durante el potencial de accion cardiaco permite la liberacion de Ca*” inducida
por Ca”" desde el reticulo sarcoplasmico (RS) al citosol (Fabiato, 1983; Bers, 2001).

Dado que el tejido cardiaco posee una estricta dependencia del metabolismo
aerobico y requiere altas cantidades de ATP para lograr la contraccion y relajacion en cada

latido, la primer consecuencia de la isquemia (por disminucion o suspension de flujo
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sanguineo hacia el corazdn) es la inhibicion de la cadena respiratoria lo cual impacta sobre
la fosforilacion oxidativa mitocondrial y por ende en la conservacion de la energia y en la
funcion contractil del corazon (Halestrap y col., 2007; Di Lisa y col., 2007;. Baines,
2009). En forma simplificada, la isquemia posee cuatro atributos: 1) la produccion de
acidosis, 2) hipoxia o falla en el suministro de oxigeno, 3) alteracion en los niveles de los
fosfatos de alta energia y 4) elevacion de las concentracion de potasio extracelular (Bers,
2001).

Por otra parte, la reperfusion o restauracion del flujo si bien le permite al miocardio
restaurar el metabolismo aerdbico y salvar a los miocitos del dano producido por la
isquemia puede iniciar o agravar alteraciones en el musculo cardiaco dando lugar al dafio
conocido como injuria por reperfusion (Kloner y Jennings, 2001). Si bien el corazon puede
tolerar pequefios periodos de isquemia, la persistencia del periodo isquémico predispone al
miocardio a un déficit severo de ATP que resulta en una injuria irreversible ocasionando

la muerte de los cardiomiocitos (Halestrap y col., 2004; Ferdinandy y col., 2007).

1.2.3.2. Evaluacion experimental de extractos de plantas sobre musculo

cardiaco

En esta tesis, se abordd el estudio de los efectos de la tintura de G. perennis (GphT)
sobre las funciones cardiacas a través del preparado de corazén aislado y perfundido
mediante la técnica de Langendorff. (Ver materiales y métodos, seccion 3.7.3.2.) Esta
técnica es muy util como modelo de contractilidad del corazén entero, porque registra la
presion intraventricular durante todo el proceso experimental y se nutre por la via
fisiologica arterial. En nuestro laboratorio, contamos con un calorimetro artesanal en el
cual introducimos el corazon perfundido y por lo tanto registramos simultdneamente la

presion intraventricular desarrollada por los corazones y el flujo de calor total durante todo
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el experimento. (Ponce-Hornos y col., 1982; Consolini y col., 2007). En este modelo es
posible estudiar la isquemia reperfusion dado que el sistema utilizado permite interrumpir
la perfusion coronaria sin afectar la medicion de los parametros mencionados.

Las consecuencias mecanico- energéticas de la isquemia y reperfusion (I/R) son:
un aumento de la presion diastdlica (contractura) con una caida en el flujo de calor
asociada a la disminucion brusca del metabolismo aerobico durante la isquemia y una
reduccion de la recuperacion de la contractilidad con contractura diastdlica asociado a un
aumento en el fluyjo de calor por la reactivacion de los mecanismos que remueven
activamente el Ca®" acumulado en citosol (SERCA, NCX, UCam, Ca-ATPasa sarcolemal)
durante la reperfusion. El calor proviene de la hidrélisis exotérmica del ATP consumido
para mantener esos transportes y el ATP hidrolizado por el sistema actomiosinico durante
la contractura diastélica y la recuperacion contréctil. Con el transcurso de R, la presion
diastdlica se reduce y la contractilidad aumenta en diversos grados segun el tiempo de la
isquemia. Si la isquemia es relativamente breve, la R da lugar a un “corazon atontado™
con reducida economia contractil (relacion entre la contractilidad y el flujo de calor que
estima la energia consumida). Si la isquemia es muy prolongada, se disparan procesos
apoptoticos y la consecuente muerte del tejido miocardico (infarto). Los modelos de
isquemia reperfusion moderada utilizados en esta tesis son modelos experimentales sin

infarto.

1.2.4. Bases tedricas para el estudio de la actividad central

La relevancia en la busqueda de nuevas sustancias con actividad sobre el sistema
nervioso central radica en que los farmacos de sintesis, que actualmente se prescriben,
poseen gran cantidad de efectos adversos entre los cuales se destaca la dependencia que
causa su uso. Por esta razon, la busqueda de nuevos principios activos derivados de
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especies vegetales, que no generen este tipo de efectos colaterales estd altamente

fundamentada.

1.2.4.1. Modelos experimentales utilizados para el estudio de la actividad

sedante y ansiolitica

Los modelos experimentales de animales utilizados para el estudio del
comportamiento relacionado con la ansiedad estan basados en la suposicion de que la
ansiedad en animales es comparable con la ansiedad en el hombre. Si bien la ansiedad es
una respuesta deseable que sirve para la adaptacion a un entorno desconocido,
especialmente cuando se esta enfrentado con el peligro o la amenaza, las variantes
patoldgicas de la misma pueden impedir la vida diaria de las personas que la padecen. Los
modelos animales son instrumentos indispensables para dilucidar y entender los
mecanismos neurobiologicos que son la base de la ansiedad normal asi como de sus
variaciones de patologicas (Ohl, 2005).

Los modelos experimentales a utilizar para el estudio de la actividad central de
cualquier sustancia deben reunir tres condiciones para que el resultado arrojado por el
mismo sea de utilidad y con validez cientifica. A saber: validez de constructo, validez de
apariencia y validez predictiva. De esta manera se logra que el modelo: recree
experimentalmente las condiciones que dan lugar a la enfermedad en el hombre, tenga
fidelidad en la reproduccion de los aspectos generales de la patogenia en el humano y que
la respuesta a los tratamiento prediga los efectos de dichos tratamiento en la clinica.

Dentro de los modelos utilizados para evaluar propiedades ansioliticas existen

esencialmente dos tipos: aquellos que tienen fundamento etologico, es decir, que no
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requieren condicionamiento previo y aquellos que requieren manipulaciones especificas
para generar la respuesta de ansiedad (Campos y col., 2013)

El modelo para el estudio de la actividad ansiolitica de G. perennis utilizado en esta
tesis fue el laberinto en cruz elevado (método etologico). El aparato utilizado consiste en
dos ramas colocadas en cruz, dos de ellas tienen paredes y las otras dos no. El balance
entre curiosidad y temor se da por la tendencia exploratoria natural de los roedores y, al
mismo tiempo, su temor a transitar por espacios sin reparo fisico. La conducta natural
muestra una preferencia por los brazos cerrados o con paredes mientras que el tratamiento
con drogas ansioliticas hace que dicha preferencia disminuya (Wikinski, 2016) Este test es
rapido, econdmico, simple y posee la facultad de identificar efectos ansioliticos de algunos
farmacos como benzodiacepinas al mismo tiempo que es bidireccionalmente sensible a las
manipulaciones de la ansiedad (ansiogénesis y ansiolisis). Ademas el test como se
describid anteriormente estd basado en la conducta espontdnea del animal con lo cual se
evita la necesidad de entrenamiento. Su principal desventaja es la menor sensibilidad para
evaluar agentes ansioliticos con mecanismos de accion diferentes a la modulacion
alostérica GABA4 (Cardenas y Navarro, 2002).

Otro test utilizado en esta tesis para evaluar los efectos centrales de la tintura de G.
perennis (GphT) fue el test de campo abierto (Open field). En este test, el animal es
colocado libremente en una caja con piso cuadriculado y dimensiones estandarizadas, es
uno de los test mas antiguos empleados en psicofarmacologia. Mediante el uso del mismo
se evalua los efectos de farmacos o extractos de plantas en las medidas conductuales de
exploracion (locomocion, olfateo y enderezamientos) y miedo o emocionalidad
(acicalamiento, defecacion, miccidn). Si bien el test de campo abierto es uno de los test

mas sencillos utilizados para evaluar los efectos centrales de diferentes sustancias, presenta
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la principal desventaja de que es un test muy sensible ante las variaciones de determinados

factores potencialmente estresantes (Cardenas y Navarro, 2002).

1.2.5. Bases tedricas para el estudio de la actividad antioxidante

1.2.5.1. Oxidacion, especies reactivas y radicales libres.

La oxidacion de diferentes compuestos es un proceso esencial de los organismos
aerdbicos desde que el oxigeno se constituyd en el ultimo aceptor de electrones en el
sistema que produce energia en forma de ATP. (Schinella, 2014) Todas las células
aerdbicas son capaces de sintetizar especies reactivas derivadas del oxigeno (ERO); siendo
la cadena respiratoria mitocondrial, la principal fuente de produccion de estos. (Finkel y
Holbrook, 2000)

Las ERO y ERN (“especies reactivas del nitrégeno”, donde el nitrogeno participa
en su formacion) incluyen compuestos que son radicales libres y no radicales; se
caracterizan por una alta reactividad quimica, una vida media muy corta y su capacidad de
producir efectos deletéreos en el organismo (Gutteridge y Halliwell, 2010; Azzi y col.
2004)

Las ERO y ERN (Tabla 2) intervienen en procesos biologicos vitales a través de la
regulacion de procesos celulares, tales como proliferacion, metabolismo y diferenciacion.

(Finkel y Holbrook, 2000; Valko y col., 2007; Finkel, 2011; Ray y col., 2012).
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Tabla 2. Principales ERO y ERN (radicales y no radicales) de interés biologico.

de nitréogeno

Superox1do Peroxido de H,0,
0," hidrogeno
Hidroxilo HO' Hidroperéxidos ROOH
Alcoxi RO’ Hipoclorito ClO
. ROO" Oxigeno 102
Peroxi .
singlete
Lipido radical Re Ozono 03
Radical carbonato  CO; "~
Oxido nitrico NO Peroxinitrito ONOO
Didxido NO’,  Aducto peroxinitrito ONOOCO,

/CO,

(Tomada de Rios-Canavate y Schinella, 2014)

En condiciones fisioldgicas, el equilibrio entre la generacion y la eliminacion de las
especies reactivas es necesario para mantener la funcion adecuada de las proteinas
involucradas en la sefializacion sensible a procesos redox. (Trachootham y col., 2008).
Para ello, el organismo posee un sistema de defensa antioxidante para eliminar las
ERO/ERN y mantener la homeostasis redox. Este sistema incluye componentes
enzimaticos y no enzimaticos. Entre los primeros componentes se encuentra la superdxido
dismutasa (SOD), que convierte el O," en H,O,; el cual es reducido a H,O por la catalasa o
descompuesto por peroxidasas dependientes del glutation. En el segundo grupo de
componentes se incluyen la vitamina E, acido ascorbico,

carotenos, glutation,

peptidoshistidina, transferrina, ferritina, uratos y tioles de proteinas plasmaticas. Estos dos
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ultimos revisten mayor importancia por su capacidad captadora de radicales libres en el
plasma sanguineo (Valko y col., 2007).

El aumento significativo de ERO/ERN producido por desequilibrios entre sus
procesos de formacion y el sistema de defensa antioxidante genera estrés oxidativo; lo que
produce la pérdida de la integridad celular, la funcién enzimatica y la estabilidad
genomica. Este dafio oxidativo pareceria estar involucrado en el envejecimiento y en varias
enfermedades degenerativas relacionadas con ¢él, como las enfermedades cardiovasculares,
cataratas, disfunciones cognitivas y cancer (Finkel y Holbrook, 2000; Valko y col., 2007).

La suplementacion de la dieta con compuestos antioxidantes se propone como una
alternativa para combatir o evitar el estrés oxidativo y mejorar la eficacia del sistema de

defensa antioxidante (Aruoma, 1994).

1.2.5.2. Sustancias Antioxidantes
Las sustancias antioxidantes se pueden definir de diversas maneras:

e Quimicamente una sustancia antioxidante “es cualquier sustancia cuando estd
presente en bajas concentraciones en comparacion con la de un sustrato oxidable
retrasa significativamente o inhibe la oxidaciéon de dicho sustrato” (Halliwell y
Gutteridge, 1995)

e Farmacologicamente las sustancias antioxidantes son definidas como “cualquier
sustancia que retrase, prevenga o elimine el dafio oxidativo en una molécula diana”
(Gutteridge y Halliwell, 2010)

e Basado en su mecanismo de accién las sustancias antioxidantes pueden ser
definidas como: "cualquier sustancia que neutraliza directamente o indirectamente
las ERO, aumentando la actividad de las defensas antioxidantes o inhibiendo la
produccion de ERO" (Khlebnikov y col., 2007)
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Regulacion de la
expresion génica
(Ej. activacion Nrf-2, 0.
inhibicién NF-kB) CAT, 50D, CPX,

3

Generador ERO/ERN DANO
NOS, COX, NADPH-ox, OXIDATIVO
CYP,,;, etc.

Figura 12. Mecanismos de accion de antioxidantes: Suprimiendo la formacion de ERO/ERN (1),
atrapando las ERO/ERN (2), aumentando o protegiendo el sistema de defensa antioxidante (3). (Adaptado
de Lopez-Alarcon y Denicola, 2013)

Las sustancias antioxidantes tienen la capacidad de formar un nuevo radical que sea
estable posterior a su oxidacion, después de atrapar el radical libre (Halliwell, 1990) y su
actividad antioxidante se puede dar a través de diversos mecanismos (Carocho y Ferreira,
2013; Lopez-Alarcon y Denicola, 2013):

1) Suprimiendo la formacion de ERO/ERN, por inhibicion de los sistemas
enzimaticos que las generan o quelando los elementos metéalicos que producen
radicales libres.

2) Atrapando las ERO/ERN.

3) Aumentando o protegiendo el sistema de defensa antioxidante: regulando la
expresion génica de factores de transcripcion implicados en el proceso o por medio
de la respuesta antioxidante de enzimas inducidas.

Diferentes estudios han demostrado la actividad antioxidante in vifro de una gran
variedad de productos naturales y las propiedades antioxidantes de compuestos fenolicos
de origen vegetal (Prior y col., 2005; Rice-Evans y col., 1997; Pietta, 2000; Cos y col.,
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2000; Pannala y col., 2001; Brewer, 2011). Los compuestos fenolicos simples
(Flavonoides, cumarinas, lignanos, fenilpropanoides) o los polifenoles de estructura mas
compleja (proantocianidinas y taninos catéquicos), se encuentran en las plantas
generalmente en altas concentraciones y son conocidos por su capacidad antioxidante, lo
que ha llevado a que adquieran un potencial interés farmacoldgico en patologias asociadas
con la generacion de ERO, en las cuales pueden evitar el dafio oxidativo por diferentes

mecanismos, como los anteriormente mencionados (Rios-Cafavate y Schinella, 2014).

53



2. OBJETIVOS
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2.1. Objetivos generales

a) Validar los usos en medicina popular de Gomphrena perennis L. como
antiespasmodico intestinal, hipotensor y diurético mediante el estudio

farmacoldgico en diferentes modelos experimentales.

b) Evaluar si la tintura de Gomphrena  perennis L. posee actividad
cardioprotectora y efecto a nivel del sistema nervioso central, ya sean como

posibles indicaciones o como efectos adversos.

c) Determinar si los extractos de Gomphrena perennis L. poseen actividad

antioxidante que permita validar o desaconsejar su uso tradicional.

d) Efectuar el estudio fitoquimico de los extractos Gomphrena perennis L. que

permitan justificar en parte su uso tradicional.
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2.2. Objetivos particulares

a)

b)

d)

e)

g)

h)

Evaluar la actividad gastrointestinal de la tintura de Gomphrena perennis L
(G. perennis) en duodeno e ileon aislados de rata mediante el uso de curvas
concentracion- respuesta y estudiar el mecanismo de accidon farmacologico.
Evaluar las propiedades cardiovasculares “in vivo” de la tintura de G.
perennis, mediante la medicion de la presion arterial de ratas normotensas.

Evaluar las propiedades cardiacas de la tintura de G. perennis en corazdén
aislado de rata, a través de un estudio mecanico-energético y sus efectos en
un modelo de atontamiento por isquemia de no flujo y reperfusion.

Evaluar los efectos de la tintura de G. perenmnis en el comportamiento
espontaneo de ratones, y en situacion de conflicto.

Evaluar los efectos diuréticos, natriuréticos y kaliurétricos de la extractos de
G. perennis a través de la medicion del volumen de excrecion urinaria y la
determinacion de la concentracion de iones sodio y potasio en orina de ratas.

Determinar la capacidad antioxidante total de los extractos de G. perennis
mediante la reaccion con el radical 2,2'-azino-bis (3-etilbenztiazolin-6-
sulfonato) de amonio (ABTSe+) y el contenido de fenoles totales usando el
método de Folin — Ciocalteu.

Analizar mediante cromatografia en capa delgada (CCD) las sustancias
antioxidantes presentes en los extractos metandlico y de diclorometano de G.
perennis capaces de decolorar el radical estable 2,2-difenil-1-picril hidrazilo
(DPPH")

Realizar mediante cromatografia en capa delgada (CCD) un screening

fitoquimico con el proposito de obtener informacion respecto de la presencia
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y/o ausencia de diferentes metabolitos secundarios en los extractos de G.
perennis, y las correspondientes reacciones de caracterizacion.

1) Analizar la tintura y el extracto metanolico de G. perennis aplicando la técnica
de Cromatografia liquida de alta resoluciéon con deteccion de absorcion
ultravioleta (HPLC-UV) que permite la determinacion del perfil

cromatografico (finger print)
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3. MATERIALES Y METODOS
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3.1. Material Vegetal

3.1.1. Recoleccion e identificacion botanica del material vegetal

Las semillas de G. perennis procedentes de la Estacion Experimental INTA
Banderas, Provincia de Santiago del Estero, Argentina; fueron remitidas a la Mg Sc. Lic.
Alejandra Victoria Carbone, integrante del INFIVE (Instituto de Fisiologia Vegetal) de la
Universidad Nacional de La Plata (UNLP) para su identificacion. Parte de ese material
fue sembrado en el INFIVE y las plantas obtenidas se mantienen con la finalidad de
cosechar los organos reproductivos. El material utilizado para la realizacion esta tesis
proviene de la parte aérea de dichas plantas adultas, el cual se recolecto en la primavera
(octubre) en las horas de la mafiana.

Un ejemplar adulto completo, se herborizd y se depositd como material de
referencia en el Herbario del Area de Botanica, Facultad de Ciencias Agrarias y

Forestales de la Universidad Nacional de La Plata (LPAG) (Holmgren y col., 1990).

3.1.2. Acondicionamiento y almacenamiento del material vegetal

El material vegetal fresco fue secado a estufa a 40°C y posteriormente triturado a

polvo grueso, el cual fue almacenado al abrigo de la luz y la humedad.

Flgura 13. Material vegetal fresco de G. perennis .
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3.2. Extraccion del material vegetal

3.2.1. Preparacion del extracto hidro-alcohdlico al 20% (GphT)

Se pesaron 16g de polvo de la parte aérea desecada de G. perennis y se agregaron
80 ml de etanol 70° se dejo en maceracion dinamica en un envase ambar tapado por 48

horas en un lugar fresco, posteriormente se filtro.

3.2.2. Preparacion del extracto acuoso (decoccion)

Se pesaron 2g del polvo de la parte aérea desecada de G. perennis y se agregaron
20 ml de agua destilada; se mantuvo en ebulliciéon por 15 minutos, se enfrio, filtro y se

repuso el volumen original de 20ml de agua destilada.

3.2.3. Preparacion del extracto metandlico al 20% (Extracto 1 GphMeOHt)

Se peso 1g del polvo grueso de parte aérea desecada de G. perennis se le agregaron
5ml de metanol y se calentd en bafio por 10 minutos y posteriormente se filtrd. (Wagner y

Bladt, 1996)

3.2.4. Preparacion del extracto metanolico para la busqueda de alcaloides

(Extracto 2)

Al extracto metanolico (GphMeOHt) preparado como se describio en el numeral
anterior se le adiciond 1 ml de solucion de amoniaco al 10% para extraer los alcaloides

libres. (Wagner y Bladt, 1996)

3.2.5. Preparacion del extracto para el analisis de saponinas (Extracto 3)

Se prepar6 un extracto metandlico segun el método descripto en el numeral 2.2; se

evapord6 hasta alrededor de 1 ml, se mezcld con 0,5 ml de agua; luego se extrajo con 3 ml
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de n-butanol (saturado con agua). La fase butanolica se utilizd6 para investigacion

Cromatografia de capa delgada (CCD) (Wagner y Bladt, 1996)

3.2.6. Preparacion del extracto para la investigacion de glucosidos

cardiotonicos (Extracto 4)

Se mezcld 1 g de G. perennis con 5 ml de metanol 50% y 10 ml de solucion de
acetato de plomo (II) al 10% y después se calentd durante 10 min en bafio de agua. El
filtrado se enfrid a temperatura ambiente y después se extrajo dos veces con cantidades de
10 ml de diclorometano (DCM). Los extractos de DCM combinados se evaporaron y el

residuo se disolvio en DCM-metanol (1:1) (Wagner y Bladt, 1996)

3.2.7. Preparacion del extracto de diclorometano al 20% (Extracto 5)

Se peso 1g del polvo grueso de G. perennis, se mezcld con 10ml de Diclorometano
(DCM). Se extrajo por calentamiento a reflujo por 15 min. El filtrado se evaporo a

sequedad, y el residuo se disolvié en 0,5 ml de tolueno. (Wagner y Bladt, 1996)

3.2.8. Micro-destilacion al vapor de aceites esenciales (Extracto 6)

En un balén de 50 ml conectado con un tubo de vidrio (en forma de U) se depositd
S5g de polvo grueso de G. perennis y 50 ml de agua, se calentd a ebullicion y se realizo
una destilacion a través del tubo en U lentamente hasta que aproximadamente 1 ml de la
mezcla de agua y aceite esencial, se cuela en el tubo de ensayo. Con 1 ml de xileno, los
compuestos lipofilos se disolvieron agitando en la fase superior; La solucién liofilica se
separd con una pipeta y se utilizd6 20-100ul para la investigacion de CCD. (Wagner y

Bladt, 1996)
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3.2.9. Extraccion con solventes de polaridad creciente

5g del polvo grueso de parte aérea desecada de G. perennis fue extraido por
calentamiento en bafio de Maria a 37°C con diclorometano (DCM), durante 30 minutos
con agitacion frecuente. Este procedimiento se repitid dos veces mas. Los extractos se
filtraron por papel y se reunieron.

El marco de la extraccion anterior se dejo secar a temperatura ambiente y se
volvio a extraer con Acetato de etilo (AcEt) como segundo solvente de extraccion,
procediendo de igual manera que con el solvente anterior.

El marco de la extraccion anterior se dejo secar a temperatura ambiente y se
volvid a extraer con metanol (MeOH) como tercer solvente de extraccion, procediendo
de igual manera que con el solvente anterior.

Se usaron solventes Merck® grado analitico los cuales fueron evaporados a
presion reducida en un evaporador rotatorio Heidolph. El rendimiento de los extractos de
diclorometano (GphDCM), acetato de etilo (GphAcEt) y metanol (GphMeOH) fue

calculado en porcentaje (gramos de extracto/100 gramos de material vegetal seco).

3.3. Analisis fitoquimico

3.3.1. Reacciones de caracterizacion de los diferentes grupos fitoquimicos

presentes

Para caracterizar los diferentes grupos fitoquimicos se llevaran a cabo las

siguientes reacciones (Dominguez, 1973).
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3.3.1.1. Reaccion con cloruro férrico (para acidos hidroxamicos y fenoles)

Se coloco 0.5 ml del extracto acuoso en un tubo de ensayo, agregando dos gotas

de solucion acuosa de tricloruro férrico al 1%.
3.3.1.2. Deteccion de flavonoides

3.3.1.2.1. Reaccion de Shinoda

Se colocd Iml del extracto a investigar en un tubo de ensayo, se agregd unas
granallas de Mg y 0.5 ml de HCI, cuando se enfri6 se agregd 0.5 ml de alcohol amilico y

2ml de agua destilada, se agitd y se dejo en reposo.

3.3.1.2.2. Reacciones de caracterizacion en papel

Sobre un papel de filtro se marcaron con lapiz cinco circulos de 0,5cm de
diametro aproximadamente, en cada uno de ellos utilizando un capilar se sembro6 gotas de
cada uno de los extractos hidroalcoholico (GphT), metanolico (GphMeOHt) y
diclorometanico (GphDCM) de G. perennis se secd y se agregod sobre cada circulo gotas
de los siguientes reactivos respectivamente:

Solucién de Hidroxido de Sodio (NaOH) al 10%
Solucion de Cloruro Feérrico al 1% (FeCls)
Solucion etanolica de Cloruro de Aluminio (AICls)
Solucion de Acido Borico (H3BOs3)
Se secd y se observo al UV a 365nm. A uno de los circulos no se le agrego ningun

reactivo, este se tomd como blanco o control negativo.
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3.3.1.2.4. Reaccion de Rosenheim (para Leucoantocianinas)

Se tomd 0,5ml del extracto hidroalcoholico de G. perennis y se agregd 0,2ml
acido clorhidrico concentrado (HCI,), se llevd a bafio por 10min y se enfrid. Se agregd

0,2ml alcohol amilico y 2ml de agua destilada, se agitd y se dejo reposar.

3.3.1.3. Reaccion de caracterizacion de saponinas

3.3.1.3.1. Capacidad afrogena

Se tomo6 2ml del extracto acuoso de G. perennis en un tubo de ensayo se agitd
enérgicamente por 20 segundos y se dejo reposar por 30min. Posteriormente se agrego

acido clorhidrico para ver la conservacion de la espuma.

3.3.1.3.2. Poder emulgente

Se tomd6 2m del extracto acuoso de G. perennis y se agregd gota a gota y agitando

enérgicamente 1ml de aceite vegetal.

3.3.1.3.3. Reaccion de precipitacion con Hidréxido de calcio Ca(OH),

Se tomo6 2ml del extracto acuoso de G. perennis y se agregd gotas de solucion de

Hidroxido de calcio Ca(OH),

3.3.1.3.4. Reaccion de precipitacion con Subacetato de plomo

Pb(CH3COO),-Pb(OH),

Se tomod 2ml del extracto acuoso de G. perennis y se agregd gotas de solucion de

Subacetato de plomo Pb(CH3COOQO),-Pb(OH),.
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3.3.1.3.5. Reaccion de Fehling indirecta

e Preparacion de reactivo de Fehling

Fehling A:

Se pesaron 3,5g de sulfato de cobre cristalizado, se afor6 a 100mL con agua
destilada.

Fehling B:

Se prepararon 100mL de hidroxido de sodio al 5% y se le agregaron 15 g de
tartrato de sodio y potasio.

Reaccion de Fehling indirecta

Se tomd 5Sml del extracto acuoso de G. perennis, se agregd 2ml de acido
clorhidrico concentrado (HCl.), se llevé a ebullicion por 3 min, se enfrid y se filtro. Al
filtrado se le agrego Hidroxido de sodio (NaOH) hasta reaccion alcalina al papel tornasol,
se agreg6 igual volumen de reactivo de Fehling A y B en partes iguales y se llevd a

ebullicion.

3.3.1.4. Deteccion de esteroides/terpenos

El reactivo de Lieberman-Burchard se emplea para la observacion de los distintos
compuestos organicos, como triterpenos, los cuales dan una coloracion rosa a purpura y

esteroides que presentan color azul-verdoso.

3.3.1.4.1. Preparacion del reactivo de Lieberman-Burchard

Se tom6 2ml del GphDCM, se evapor6 en un vidrio de reloj a sequedad y se
retomaron con gotas de cloroformo anhidro, se agregaron 1,8ml de anhidrido acético y

0,2ml de acido sulfurico concentrado.
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3.3.1.5. Reacciones para Antraquinonas

3.3.1.5.1. Reaccion de Borntrigger directa (Antraquinonas)

Se agregd 2ml de una solucion de hidroxido de amonio concentrado a 3ml del

GphDCM, se agito suavemente y se observo la coloracion en la fase acuosa.

3.3.1.5.1. Reaccion de Borntrigger indirecta (Antraquinonas)

A 10ml del extracto hidroalcohodlico de G. perennis (GphT) se le agregd 2ml de
HCI,, unas gotas de solucion de FeCls al 10%, se calent6 a bafio maria por 15 minutos, se
enfri6 y se extrajo con 2ml de éter de petrdleo, separando la fase orgénica. A ésta, se le

agreg6 1ml de NaOH al 10% acuoso y se observo la coloracion en la fase acuosa.

3.3.1.6. Reacciones de caracterizacion de alcaloides

Se colocaron 3-5ml del extracto metanolico de G. perennis al 20% (GphMeOHt) y
del extracto hidroalcoholico de G. perennis al 20% (GphT), se evaporaron a sequedad,
posteriormente se retomaron con H,SO4 al 10% y se coloco en dos portaobjetos
diferentes 6 gotas separadas de cada uno de los extractos y se les agrego los siguientes
reactivos segin FA, Ed 6. (1978)

Bouchardat (Solucién acuosa de yodo en yoduro de potasio)

Acido tanico al 1%

Mayer- Valser (Solucion acuosa de tetra-yodomercuriato de potasio)
Acido picrico al 1%

Dragendorff (Yodo-bismutito de potasio)
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3.3.1.7. Reaccién para taninos con gelatina al 1%
Se prepard una solucion de gelatina al 1% que ademas contenia NaCl (10 %).
Sobre alicuota de 1 ml de esta solucién se agregd 1 ml del extracto acuoso de G.

perennis. (Dominguez, 1973):

3.4. Cromatografia de capa delgada (CCD)

Se realizd cromatografia a los extractos de G. perennis, en distintas fases moviles,
que se seleccionaron de acuerdo a los grupos fitoquimicos que se esperaba encontrar en
ellos. Para ello se llevo a cabo el procedimiento analitico detallado por Wagner, H. &
Bladt, S. (1996) en “Plant Drug Analysis”. Los analisis se realizaron para los siguientes
componentes activos principales: Flavonoides, Alcaloides, Terpenos, Saponinas,

Cumarinas, Antraglicésidos, Arbutina, Aceite esencial y Glucésidos cardiotonicos.

3.4.1. Fase estacionaria

Cromatofolios de Silica gel 60 F 254 Merck® 0.25 mm de espesor. Para cada

extracto preparados acorde a los métodos descritos en el apartado 3.2.

3.4.2. Fases moviles:

Fase mévil A: Acetato de etilo-metanol-agua (100: 13.5: 10) para el andlisis de
compuestos polares: glucdsidos de antraquinonas, arbutina, alcaloides, glucdsidos
cardiacos, flavonoides y saponinas.

Fase movil B: Tolueno-acetato de etilo (93: 7) para el andlisis de compuestos
lipofilicos (agliconas) aceites esenciales, terpenos, cumarinas.

Adicionalmente para algunos de los grupos fitoquimicos se usaron sistemas de

solventes apropiados para estos:
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Fase mévil 1: Acetato de etilo-metanol-agua (81: 11: 8) para Glucosidos
cardiotonicos:

Fase movil 2: Tolueno-acetato de etilo-dietilamina (70: 20: 10) para Alcaloides.

Fase mévil 3: Acetato de etilo-acido formico-acido acético glacial-agua (100: 11:
11: 26) para Flavonoides.

Fase movil 4: En el sistema de corrida A, las saponinas conocidas (por ejemplo,
escina y el ensayo mezcla de saponina) no migran y permanecen en el inicio, para una
diferenciacion precisa, la cromatografia se realizd en el sistema de disolventes
cloroformo-acido acético glacial - metanol — agua (64: 32: 12: 8).

Fase movil 5: Diclorometano-Metanol (95:5) para terpenos.

Fase movil 6: Tolueno-acetato de etilo (80: 20) para terpenos.

Fase movil 7: Eter etilico-tolueno (1:1; saturado con acido acético 10%) para
Cumarinas.

Fase movil 8: (Tolueno-acetato de etilo 70:30)

3.4.3. Sustancias de referencia

Se utilizaron como compuestos de referencia Aloina arbutina, estrofantina,
atropina, papaverina, reserpina, rutina, acido clorogénico, acido isoclorogénico vitexina,
hesperidina, Kaempferol, isoquercetina, quercetina, acido cafeico, escina, saponina,
escopoletina, acido ursolico, acido oleandlico, carvona, citral, timol, digitoxina,

estrofantina.
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3.4.4. Deteccion
Los cromatogramas se inspeccionaron primero en el visible y luego bajo luz UV-

254 nm y UV-365 nm

KOH
etanolico 10%

Fase movil A et
Acetato de etilo: Aiagcostios
MeOH:agua

100:13,5:10 Arbutina

Acetato etilo:
Flavonoides s 'F_orrmco: :
Ac. Acético Glacial:
Agua (100:11:11:26)

Extracto
hidro-
alcoholico

~ Alcaloides

Extracto
2z

Extracto

Cloroformo: Ac.
acético glacial:

Marcha

Saponinas

fitoquimica 3 MeOH: Agua
por CCD P
e Acetato de
N Skieosidos etilo:MeOH:Agua SbCI3
4 cardiotonicos (©1:11:8)

DCM: MeOH
(95:5)

Terpenos

Extracto
5

Eter etilico: Tolueno
(1:1)
Saturado
coh Ac. Acético 10%,

KOH
etanolico
10%

Fase movil B

Tolueno: Cumarinas

Acetato de etilo
(93:7)

Extracto Acelt_e 1 VS
6 esencial

Figura 14. Esquema de analisis guiado por CCD.

3.4.4.1. Reactivos reveladores

Después de la inspeccion preliminar en visible, luz UV-254 y Luz UV-365 nm,
cada cromatograma fue analizado para determinar la presencia de los diferentes grupos
fitoquimicos por pulverizacion con un reactivo apropiado, los cuales se prepararon segin
“Plant Drug Analysis” Wagner, H. y Bladt, S. (1996). Las siguientes reacciones y

reactivos, se usaron para determinar los tipos de compuestos presentes:
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3.4.4.1.1. Reactivo KOH etanolico 10%

"La reaccion Borntrager": La placa se rocié con 10 ml y se evaluo en el vis. o en
el UV-365, con o sin calentamiento. Este reactivo se utilizd para la deteccion de

antraquinonas, antronas, cumarinas, furano y piranocumarinas.

3.4.4.1.2. Reactivo cloruro de antimonio-III- (SbCl;)

Se prepard la solucion de cloruro de antimonio-III en cloroformo (o etanol) al
20%. La placa de CCD se roci6 con 15-20ml del reactivo y luego se calenté durante 5-6

mina 110 ° C. Se evalu6 en vis. o UV-365nm.

3.4.4.1.3. Reactivo de Dragendorff (DRG):

Se prepararon las soluciones a y b, como sigue: Solucion (a): Se disolvid nitrato
de bismuto basico 0,85 g en 10 ml de acido acético glacial y 40 ml de agua con
calentamiento, se filtro. Solucion (b): Se disolvid 8 g de yoduro de potasio en 30 ml de
agua.

Se realiza la mezcla de las soluciones a y b en proporcion 1: 1; se pulverizo con el
reactivo: 1 ml solucion mezcla de soluciones se mezcla con 2 ml de acido acético glacial
y 10 ml de agua. Este reactivo se utilizo para la deteccion de alcaloides, compuestos de
nitrégeno heterociclicos.

Después del tratamiento con el reactivo de Dragendorff, la placa se rocio
adicionalmente con acido sulfurico etandlico al 10%, intensificando de ese modo las

zonas de color (H2SO4, naranja brillante) para alcaloides.
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3.4.4.1.4. Reactivo de productos naturales (RPN)
Se disolvid 1g del ester del acido 2- amino etil difenil borico (AEDBE) en 100 ml
de metanol y se roci6 la placa. Este reactivo se utilizé para producir la deteccion de los

flavonoides, arbutina.

3.4.4.1.5. Reactivo Vainillin-sulftirico (VS)

Se prepard la solucién de vainillina etandlica 1% (solucion I) y la solucion de
acido sulfurico etandlico 10% (solucion II). La placa se rocié con 10 ml de solucion 1,
seguido inmediatamente por 10 ml de solucion II. Después de calentar a 110 © C durante

5 a 10 min bajo observacion, la placa se evaluo en vis.

3.4.4.1.6. Reactivo de Anisaldehido - acido sulfirico (AS)

Se mezclaron 0,5 ml de anisaldehido con 10 ml de acido acético glacial, seguido
de 85 ml metanol y 5 ml acido sulfurico concentrado, en ese orden. La placa de CCD se
rocié con aproximadamente 10 ml, se calenté a 100°C durante 5 a 10 min, a continuacion
se evalud en visible y luz UV-365 nm. Este reactivo se utilizd para la deteccion de

terpenoides y saponinas.

71



3.5. Cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion de absorcion

ultravioleta (HPLC-UV)

Los analisis por cromatografia liquida de alta resoluciéon se realizaron en un
cromatografo liquido Dionex Ultimate 3000 UHPLC (Thermo Scientific, Sunnyvale,
CA), equipado con una bomba terciaria de gradiente dual (DGP-3000) y un detector con
arreglo de diodos DAD-3000. Se utiliz6 un inyector manual Rheodyne, modelo 77251,
con loop fijo de 20 pl (Rheodyne, CA, EEUU). La separacion se realiz6 utilizando una
columna C18 (250 x 4,6 mm, Lichrospher 5 pm, Merck). Se utiliz6 como fase movil
tetrahidrofurano: metanol: agua (15:5:85 v/v) a la cual se le ajusto el pH a 2,5 con acido
fosforico, a flujo 1 ml/min. Los datos fueron obtenidos a 330 nm.

Fueron utilizados para realizar el andlisis, el extracto metanodlico al 20%
(GphMeOHt), obtenido como se describid en 2.2.3 y el extracto hidroalcoholico (GphT)
los cuales se diluyeron 1:5 con la fase movil anteriormente descrita. Se preparé un

estandar triple con los compuestos de referencia rutina, isoquercetina y acido cafeico
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3.6. Determinacion de fenoles totales. Método de Folin — Ciocalteu

El ensayo Folin-Ciocalteu (Fig. 15) se usa como medida del contenido en
compuestos fenolicos totales en productos vegetales; el reactivo de Folin es una mezcla
de acidos fosfowolframico (H;PW,04) y fosfomolibdico (H;PMo1,049) los cuales en
medio basico, que se reducen al oxidar los compuestos fenolicos, originando 6xidos
azules de wolframio (W30O;3) y molibdeno (MogO,3;). La absorbancia del color azul
desarrollado se mide a 765 nm (Singleton y Rossi, 1965).

OH OH

0 o]
Reactivo de Folin Reactivo de folin
Reducido
+ (WEH-,MO(H') E> + Cwi+:M05+)
Color Amarillo Color Azul
AN NN AN NN
Compuestos Fenolicos Compuestos Fenolicos Oxidados

Figura 15. Mecanismo de accion del reactivo de Folin-Ciocalteu. Tomada y adaptada de Girbés &
Jiménez (2010)

Por cada 50 pL de una dilucién apropiada de los extractos, se adicioné 800 pL de
agua destilada, 100 pL de una disolucion de carbonato de sodio al 20 %P/V y 50 pL del
reactivo de Folin-Ciocalteu. Esta disolucion se dejo reposar por 1 hora y, luego, se leyo la
absorbancia a 765 nm. Se construy6 una curva de calibracion con acido galico (Sigma-
Aldrich, USA) como referencia. El contenido total de fenoles se expresé como pg EQ de
acido cafeico/g extracto seco utilizando una curva de calibracion validada su linealidad
mediante analisis de regresion de la grafica concentracidn/respuesta, obtenida de 7

concentraciones diferentes.
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3.7. Estudio de la actividad antioxidante Gomphrena perennis L

La actividad antioxidante es un parametro ampliamente utilizado para
caracterizar diferentes materiales vegetales, esta se basa en la capacidad de algunas
sustancias de proteger un sistema bioldgico del efecto potencialmente dafiino de
procesos que causan excesiva oxidacion involucrando ERO. Hasta el momento han sido
descritos diversos métodos para la evaluacion de la capacidad antioxidante de muestras
bioldgicas, los cuales estan relacionados con la produccion de un radical organico o de
especies reactivas del oxigeno mientras que otros se basan en la oxidacion-reduccion de

iones metalicos.

Actualmente no existe un ensayo universal de la actividad antioxidante in vitro,
debido a que la actividad anti-radicalaria depende fundamentalmente de la naturaleza
del radical y del método de generacion del mismo. Teniendo como punto critico a la
hora de obtener resultados importantes en el desarrollo de cualquier ensayo
antioxidante, la eleccion de un sistema quimico para generar especies reactivas.

(Aruoma, 2003; Prior y col., 2005).

3.7.1. Capacidad antioxidante total

Para determinar el potencial antioxidante de diferentes materiales biologicos han
sido desarrollados diferentes métodos espectrofotométricos, caracterizados por su rapida
aplicacion, escasa manipulacion de material bioldgico y por no necesitar muchos
instrumentos. Las muestras ensayadas se compararon con patrones conocidos por su
potencial antioxidante como 4cido ascérbico o Trolox. Dependiendo del procedimiento

de las reacciones, los ensayos pueden utilizar el retraso en la oxidacion (fase lag) como
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parametro de la actividad antioxidante o analizar la capacidad de captacion del radical
libre o reduccion del i6n metalico o catidn radical hasta alcanzar el estado estacionario

(Arnao y col., 1999).

3.7.1.1. Reaccion con el radical 2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonato)

de amonio (ABTSe+)

El método se basa en la formacion de un radical catiénico ABTS™ (croméforo
verde) por la accion oxidativa de peroxidasas u oxidasas sobre ABTS o de agentes
oxidantes, como dioxido de manganeso o persulfato de potasio. El radical ABTS™
formado presenta maximos de absorcion a 414 nm y en las proximidades del infrarrojo
(645, 732 y 815 nm), lo que evita interferencias generadas por cromogenos de la
muestra a estudiar. La finalidad del método consiste en observar la decoloracién del

radical ABTS debido a la interaccion con especies antioxidantes.

El radical ABTS™ se produjo utilizando una mezcla de reaccién que contenia
ABTS (7 mM) y persulfato de potasio (2,45 mM) en tampdn fosfato pH 7,0. La mezcla
de reaccion se prepard 12 h antes de su uso y se mantuvo a temperatura ambiente y en
ausencia de luz. Se ajusto la absorbancia de la disolucion de ABTS™ a 0,7 unidades a

732 nm con tampdn fosfato pH 7,0 (Pannala y col., 2001).

La reaccion se inicié por la adicion de 10 pL de diluciones apropiadas de cada
uno de los extractos metandlico (GphMeOH), acetato de etilo (GphAcEt) y
diclorometano (GphDCM) o compuesto de referencia (acido cafeico) a 990 uL de la
disolucién de ABTS™". Tras incubacion a temperatura ambiente y en oscuridad durante

30 min, se ley6 la absorbancia a 732 nm. La actividad antioxidante total se expreso
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como equivalentes (EQ) pg de acido cafeico/g de extracto seco utilizando una curva de
calibracion validada su linealidad mediante analisis de regresion de la grafica

concentracion/respuesta, obtenida de 6 concentraciones diferentes.

3.7.1.2. Analisis por cromatografia en capa delgada (CCD) (Fantinelli y col.,

2005).

El fundamento de esta técnica consiste en la visualizacion de la decoloracion del
radical estable DPPHse, el cual posee un color violeta intenso y disminuye en presencia de
un antioxidante (AO-H) u otro radical (Re). Es posible, por tanto, cuantificar y observar la
capacidad captadora de radicales libres que poseen determinados compuestos mediante la
determinacion del grado de decoloracion que provocan a una disolucién metanodlica de
DPPHe (Brand-Williams y col., 1995).

El andlisis de los extractos de diclorometano (GphDCM) y metanol (GphMeOh)
se realizaron por cromatografia en capa delgada (CCD) sobre Silica gel 60 F254
(Merck®, Germany) usando como fase mévil diclorometano : metanol (95 : 5) y acetato
de etilo: acido férmico: acido acético glacial : agua (100:11:11:26), respectivamente.

Se utilizaron como compuestos de referencia quercetina (Extrasynthese, France),
kaempferol (Extrasynthese, France), rutina (Extrasynthese, France), isoquercetina
(Extrasynthese, France), acido clorogénico (Sigma-Aldrich, USA).

Tras el desarrollo cromatografico, las placas de CCD fueron rociadas con una
disolucion metandlica de DPPHe (0,2 %P/V) y pasados 30 min se procedid a captar una
imagen digital. Los compuestos antioxidantes, con capacidad atrapadora de DPPHe

podran ser apreciados como una banda amarilla sobre un fondo violaceo.
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3.8. ACTIVIDADES FARMACOLOGICAS

3.8.1. Preparaciones Biologicas

Los experimentos fueron realizados segin la Guia para el Uso y Cuidado de
Animales de Laboratorio (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals) publicada
por el United States National Institute of Health (NIH Publication No. 85-23, revisada en
1996). Los protocolos que se realizaran cuentan con la aprobacion del CICUAL de la

Facultad de Ciencias Exactas UNLP (Protocolo No. 015/2015)

3.8.1.1. Intestino aislado de rata

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley de 200-250 g mantenidas en el bioterio de la
catedra de Farmacologia de la Facultad de Ciencias Exactas de UNLP bajo condiciones
controladas de 12 hs luz-12 hs noche, con 24 horas de ayuno y agua ad libitum. Los
animales anestesiados con uretano (0,6 ml de solucién al 25% cada 100 g, 1.5 g
uretano/Kg de animal), via intraperitoneal (Livingstone y Livingstone, 1970) para la
eutanasia (CICUAL Protocolo Nro 015/2015) Inmediatamente se aislaron los duodenos e
ileons, cortados en trozos de 2 a 3 cm de longitud. Estos se colocaron en cubas de doble
camisa termostatizadas a 37°C, conteniendo 20 ml de solucién Tyrode (ver composicion
en apartado 3.8.2.1. Soluciones y drogas empleadas) y burbujeo constante de aire,
determinandose un pH 8.2. (Livingston y Livingstone, 1970; Ragone y col., 2007,
Consolini y col.,, 2011; Blanco y col.,, 2013). Los preparados fueron sujetados
longitudinalmente (Fig. 16) manteniendo el tubo intestinal abierto en sus extremos para

facilitar la circulacion de solucion y la oxigenacion en su interior.
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Figura 16. Foto del montaje del ddno aislado de rata dentro de una cuba termostatizada de doble

camisa, sujeto a un transductor de fuerza y sumergido en solucion Tyrode.

3.8.1.2. Corazones aislados de rata

Se utilizaron ratas Sprague-Dawley de ambos sexos (200 a 250 g de peso)
alimentadas ad libitum se anestesiaron con sobredosis de pentobarbital y se heparinizaron
(CICUAL  Protocolo Nro 015/2015). El corazon fue rapidamente removido por
toracotomia y sumergido en solucion Krebs (ver composicion en apartado 3.8.3.1.
Soluciones y drogas empleadas). Inmediatamente se perfundi6 en forma retrograda
mediante la técnica de Langerdorff con un flujo constante de 6 ml/min/g mediante bomba
peristaltica (Gilson Minipuls, France). Se emple6 la técnica descrita anteriormente por el
grupo de Ponce- Hornos y col. (1995) y que ha sido ampliamente utilizada laboratorio de
la Catedra de Farmacologia de la UNLP. (Ponce-Hornos y col., 1995; Consolini y col.,
2001; Consolini y col., 2004; Consolini y col., 2007). El montaje del corazon se realizd
de la siguiente manera: inicialmente se removieron ambas auriculas y se eliminaron las
contracciones espontaneas mediante pequefias compresiones o cortes en el tabique
interventricular. Posteriormente se introdujo un balon de latex dentro del ventriculo
izquierdo, cerrandolo por medio de una sutura. Seguidamente, se introdujo el corazon

dentro del interior de la cdmara del calorimetro de flujo, al igual que el corazén de rata.
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Una vez que se coloco el corazon dentro de la cdmara, esta se cerrd rapidamente y se
sumergio el calorimetro en un bafio de agua mantenido a temperatura controlada de 37 +
0.01 °C.

Los corazones de rata fueron estabilizados con estimulo eléctrico de 5 V-5 ms

mediante un estimulador eléctrico (Letica 12406), a frecuencia constante de 3 Hz.

Figura 17. Foto del montaje del preparado de corazon aislado.

3.8.1.3. Ratones utilizados para la realizacion de test para evaluar
comportamiento

Se utilizaron ratones Swiss albinos (20-30g) mantenidos bajo condiciones
controladas de 12 hs luz-12 hs noche, con 24 horas de ayuno y agua ad libitum (Ragone y
col,, 2010). Los ratones fueron inyectados intraperitonealmente y mantenidos en
casilleros individuales durante el desarrollo del protocolo en condiciones ambientales de

luz y sonido controladas.

3.8.1.4. Ratas utilizadas para la evaluacion de la presion arterial

Se utilizaron ratas machos normotensas Sprague-Dawley (300-400g), mantenidas
bajo las siguientes condiciones: ciclo de luz oscura de 12 h, 20-25°C, alimentadas y con

acceso a agua ad libitum El dia del experimento las ratas fueron anestesiadas 1.5g de
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uretano por Kg de animal administrado en forma intrapertoneal. Una vez anestesiadas se
colocaron en posicion supina, se realizo un traqueotomia y se procedioé a la canulacion de
la arteria cardtida interna y yugular interna (ver seccion 3.8.5 de Materiales y Métodos)

(Consolini y col., 1999).

3.8.1.5. Ratas utilizadas para la evaluacion de la actividad diurética:

Se utilizaron ratas hembras entre 200 y 250 g de peso (n=6) a las cuales se les
provey6 alimento y agua ad libitum hasta 24 horas previas al ensayo. Luego de este
tiempo fueron privadas de comida pero se les mantuvo el agua de bebida hasta la

administracion de la droga.

3.8.2. Estudio de la actividad antiespasmdédica

La actividad antiespasmodica se evalud en estudios ex vivo mediante curvas
concentracion-respuesta (CCR) del agonista carbacol (Cbl) como agonista muscarinico,
en ausencia y presencia de diversas concentraciones de tintura de Gomphrena perennis
(GphT).

Para evaluar los mecanismos de acciéon de GphT, se efectuaron protocolos de
CCR de calcio en medio despolarizante de alta [K'] (40 mM). Se realizaron las sucesivas

24 . . . .
CCR de Ca” en ausencia y presencia de diversas concentraciones de GphT.

3.8.2.1. Soluciones y drogas empleadas

Solucion Tyrode (concentraciones en mM): 8.0 NaCl, 2.0 KCI, 2,6 MgCl,, 1.0
NaHCOs, 1.3 PO4H;Na, 1.0 C¢H,,0¢, 1.8 CaCl, para intestino (Hamada y col., 1997). El
burbujeo se efectud con aire, la temperatura de 37°C, lo cual determina un pH de 8.2 que
es considerado el Optimo para el intestino aislado (Livingston y Livingston, 1970;
Hamada y col., 1997).
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Tyrode sin Calcio (0-Ca): misma composicion que el Tyrode sin agregado de
CaCl,.

Tyrode 0-Ca 40mM K: con agregado de 0.6 ml de solucién de KCl 10% en cada
cuba de 20 ml de Tyrode 0-Ca.

CCR de Carbacol: se agregaron sucesiva y acumulativamente 0.2 ml de carbacol a
concentraciones 1, 2, 7, 20, 70 y 200 pg/ml en 20 ml de Tyrode (dilucion 1/100 en cuba).

CCR de Calcio: Se agragaron sucesiva y acumulativamente 0,2 ml de Cloruro de
calcio anhidro (Mallinckrodt, USA-Canadd) a concentraciones de 0.882, 1.764, 5.3, 18.5,
53.0, 185.22 y 530 mg/ml en 20 ml de Tyrode 0-Ca 40mM K (dilucion 1/100 en cuba)

Vehiculo etandlico: solucion acuosa con etanol 70° sin el agregado de la parte
aérea de G.perennis. La concentracion de etanol 70° utilizada fue equivalente a la
concentracion utilizada para la preparacion de la mayor concentracion utilizada de tintura

de G. perennis.

3.8.2.1. Protocolos farmacologicos y calculo de parametros

Se registrd la tension desarrollada por los trozos de ileon y duodeno mediante
transductores de fuerza isométricos (WPI Instruments, USA) acoplados a un amplificador
de 4 canales (TBM4M, Instruments, USA) para la adquisicion en computadora mediante
tarjeta A/D Eagle (USA).

Los preparados fueron estabilizados durante al menos 30 minutos, con cambios
periodicos del medio.

Se realizaron los siguientes protocolos:
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3.8.2.1.1. Curvas concentracion - respuesta (CCR) acumulativas con

Carbacol (Cbl):

En cada preparado se realizaron dos CCR con el agregado de 0,2 ml de cada
concentracion sucesiva de la escala de Cbl en ausencia de antagonista hasta obtener el
efecto maximo (Emax: considerado 100%) (CCR control) A continuacion se realizaron
sucesivas CCR en presencia de concentraciones Unicas de GphT en orden creciente (0,01
- 0,03 — 0,1 — 0,2 - 2 mg de planta seca/ml de cuba). GphT fue agregada 5 minutos
previos a la realizacion de la CCR. De igual manera se realizd un control con el previo
agregado de 0,2 ml de vehiculo etandlico previo a realizar las CCR con GphT. Todas las
CCR fueron referidas al 100% del efecto maximo obtenido en la segunda CCR control.
Al finalizar cada CCR se efectuaron tres lavados consecutivos (reemplazos de Tyrode) y

se esperd 10 minutos de estabilizacion.

3.8.2.1.2. Curvas concentracion — respuesta (CCR) acumulativas de calcio

(Ca™) en medio de Tyrode-0-Ca**-40 mM K"

Se realizaron en los preparados estabilizados en medio Tyrode con Ca**, luego se
reemplazd el medio por Tyrode-0-Ca®" y se efectuaron dos CCR control (sin pre-
tratamiento) agregando 0,6 mL de solucion de KC1 10% para llevar la concentracion de
potasio [K'] a 40 mM. Luego se agregaron secuencialmente 0,2 mL de cada
concentracion sucesiva de la escala de Ca’" hasta obtener el efecto maximo (Emax:
considerado 100%). En cada preparado se realizaron dos CCR control, seguidas de
sucesivas CCR en presencia de una concentracion Unica de GphT (agregada 5 minutos
antes), en orden creciente (0,01 — 0,03 — 0,1 — 0,2 —2 y 6 mg de planta seca/ml de cuba).
Las soluciones de diferentes concentraciones de GphT utilizadas en las CCR fueron

preparadas a partir de la tintura madre de G. perennis (GphT) al 20% en solucién
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fisiologica. De igual manera se realizo un control con el previo agregado de 0,2 ml de
vehiculo etandlico previo a realizar las CCR con GphT. Todas las CCR se analizaron
referidas al 100% del efecto méximo (Emax) obtenido en la CCR control-vehiculo. Al
finalizar cada CCR se efectuaron 3 lavados consecutivos con Tyrode-0 Ca®" y se esperd

10 minutos de estabilizacion

3.8.2.2. Tratamiento estadistico de los resultados

Los datos obtenidos fueron analizados usando el programa Graph Pad Prisma
version 4.1. Se utilizo el método estadistico ANOVA de dos vias (variables: tratamiento y
log [agonista]) para comparar las respectivas CCR, seguido de comparaciones pareadas a
posteriori a los respectivas log[agonista] por el test de Bonferroni. Los datos de CI50 se
expresaron como media = ESM a partir de los n datos obtenidos (n= 7). En todas las

comparaciones estadisticas se considerd un nivel de significancia de p< 0,05.

3.8.3. Mediciones mecanico calorimétricas en corazones enteros de rata

perfundidos

Mediante el uso de corazones aislados de rata se evaluaron mecanico
calorimétricamente los efectos de diferentes concentraciones de GphT frente a la injuria
por isquemia reperfusion. La GphT fue perfundida in situ al corazon o administrada via
oral en el agua de bebida a las ratas previo al experimento durante 7 dias previos al

experimento.

3.8.3.1. Soluciones y drogas empleadas

La solucién control de estabilizacion inicial de corazones enteros (Krebs-C) tuvo

la siguiente composicion (en mM): 1 MgCl,, 125 NaCl, 0.5 NaH,PO4, 7 KCI, 25
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NaHCO;3 y 2 mol CaCly,, burbujeado con carbogeno (95% O;:-5% CO,), para alcanzar un
pH de 7.4.
De igual manera que para los protocolos de actividad antiespasmodica, se preparo

un control o blanco de etanol 70° al que llamaremos vehiculo etandlico.

3.8.3.2. Mediciones mecanico-calorimétricas en corazones enteros
perfundidos

En ambas preparaciones de corazén entero el balon intraventricular de volumen
regulable fue conectado mediante una cénula llena con agua a un transductor de presion
(Statham Pb 23 Db) para el registro continuo de la presion intraventricular durante las
contracciones isovolumétricas. El transductor de presion se calibré (en mm Hg) antes de
cada experimento. El volumen del balon se aumentd progresivamente en pequeios pasos
cada 5 minutos, hasta que en dos sucesivos aumentos no se incrementara la maxima
presion desarrollada durante la contraccion (P). Este volumen diastdlico se mantuvo
durante todo el experimento para obtener contracciones isovolumétricas. La senal se
amplifico y se registr6é simultaneamente en poligrafo y computadora con adquisicion A/D
a frecuencias bajas (1Hz) o altas (100 Hz) segin se estuviera respectivamente en un
estado estacionario sin contracciones o durante las contracciones. A partir del registro
continuo de presion intraventricular (LVP) se calcularon la méxima presion desarrollada
en cada contraccion (P) y los cambios en la presion diastolica con respecto a la condicion
preisquémica con solucion Krebs-C (ALVEDP), ambas en mm de Hg. P también fue
expresada como el porcentaje del valor preisquémico durante la estabilizacion en
solucion Krebs-C durante la isquemia y la reperfusion. Simultdneamente, se midid el
flujo de calor total liberado (Ht, calibrado en mW) por el corazén en el interior de la

camara calorimétrica continuamente durante todo el experimento, tanto en presencia
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como en ausencia de perfusion. Dado que los corazones varian su flujo de calor de reposo
(Hr) durante el proceso de I/R, no fue posible calcular el calor activo por latido (Ha).

Las sefiales de flujo de calor (Ht) y presion intraventricular (LVP) fueron
amplificadas (mediante un preamplificador artesanal) y registradas en un poligrafo
Beckman R511A de 4 canales (USA) y digitalizadas mediante plaqueta A/D y software
(National Instruments P-516, USA).

Al finalizar cada experimento se extrajo el corazén del calorimetro, se pesé el
mismo en un recipiente tarado para obtener el peso humedo con el cual se expreso el flujo
de calor (en mW/g) y luego fue llevado a estufa para su secado hasta peso constante. Se
obtuvo un porcentaje de agua de 84.27 % 4.75 (n=28) para los corazones de rata.

Para el célculo de la economia, se reemplazo el clasico calculo de la “economia de
la contraccion” por el célculo de la “economia muscular total”. La primera se define
como la relacion entre P y la energia de un latido (Ha), la cual se calcula por diferencia
entre el Ht y el Hr multiplicada por el tiempo de una contraccién. Sin embargo, no fue
posible estimar el flujo de calor de reposo (Hr) durante la evolucion de la I/R. Por lo
tanto, se calculd un indice de “economia muscular total” a partir de la relacion P/Ht

donde Ht contiene el flujo de energia basal mas el componente activo del corazon.

3.8.3.3. Calibracion y estabilizacion del calorimetro

El calorimetro de flujo utilizado ha sido ampliamente descripto en trabajos
previos del grupo (Ponce-Hornos y col., 1982; Ponce-Hornos y col., 1995; Consolini y
col., 1997; Consolini y col., 2001; Consolini y col., 2007). Est4 constituido por una gran
masa de cobre con una cdmara interna delimitada por dos modulos Peltier de ceramica
paralelos, con 127 unidades termosensibles cada uno (Melchor Thermoelectrics, USA),

que registran las variaciones de temperatura entre el interior de la camara y el bafio
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externo de temperatura constante. Mediante este método puede medirse continuamente el

flujo de calor liberado (Fig. 18).

/

b * Amplificador
Entrada de la perfusion Transductor

de presion Entrada del estimulo

 S—

( Drenaje

Sensor  Anillo )
Electrodos estimuladores

espaciador
Soporte
circular

Figura 18. a) Calorimetro y montado del preparado (parte superior), b) esquema del calorimetro de flujo
(parte inferior, utilizado en esta tesis).

Aproximadamente 24 horas antes de cada experimento se enciende el sistema
termostatizante del bafio del calorimetro regulado a 30 £ 0.01 °C. Esta regulacion se lleva
a cabo por la circulacion de agua entre tres bafios de un volumen mayor a 10 L cada uno:
uno contiene el termorregulador al + 0.01 °C (MGW Lauda, Alemania), el segundo

contiene los matraces con las soluciones a prefundir y a su vez impulsa la circulacion
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mediante bomba (Grundfos) hacia los otros dos bafios, y finalmente el tercer bafo
contiene al calorimetro. Asi se logra una temperatura uniforme en todo el sistema. El dia
del experimento se calibraron los canales destinados a registrar la presion intraventricular
y el flujo de calor liberado.

Antes y después de la colocacion del musculo en la camara se registro el flujo de
calor debido a la perfusion y los cambios producidos por el corte de la misma, los cuales
se utilizaran como lineas de base para el registro producido por el corazén en cada
experimento. La calibracion del calorimetro se realizd al finalizar cada protocolo
experimental, mediante la inyeccion de una potencia constante de 2 mW (a frecuencia de
2.1 kHz y voltaje subumbral de 1 volt) a través del mismo musculo que actia como 8 4
resistencia. Eventualmente se calibrd sobre una resistencia eléctrica equivalente (de 1000
ohm) ubicada y estabilizada en el interior del calorimetro. Asi se obtuvieron en cada
experimento dos factores de calibracion (en mW/V), uno en condiciones de presencia y
otro de ausencia de perfusion. En promedio, el factor de calibracion con perfusion fue el
doble del factor sin perfusion, de acuerdo al comportamiento descripto que indica pérdida

de calor ejercida por la perfusion (Ponce-Hornos y col., 1982).

3.8.3.4. Protocolos farmacologicos

Se utiliz6 un modelo de isquemia reperfusion de atontamiento sin infarto
(isquemia de no flujo 20 min — reperfusion 45 min) cuyos pardmetros mecéanico

contractiles han sido previamente validados (Ragone y col., 2015).
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3.8.3.4.1. Evaluacion de los efectos de la perfusion directa de GphT en
corazones aislados de rata
Luego de un periodo de estabilizacion con solucion Krebs-C durante 20 minutos,
los corazones fueron perfundidos con 0,1, 0,3 y 1 % de GphT durante 15 minutos cada
una. (Fig. 19)
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Figura 19. Protocolos experimentales basicos sin periodo de isquemia realizados en corazones aislados de
rata.

3.8.3.4.2. Evaluacion de los efectos de la perfusion directa de 0,1% de GphT

en corazones aislados de rata expuestos a I/R por atontamiento

Luego de un periodo de estabilizacién con solucion Krebs-C durante 20 minutos,
los corazones fueron perfundidos con 0.1, % de GphT durante 15 minutos y luego fueron
expuestos a 20 minutos de isquemia por corte de flujo y 45 minutos de reperfusion con

solucion Krebs-C. (Fig. 20).

0 20 35 55 100

Figura 20. Protocolos experimentales bdsicos de I/R realizados en corazones aislados de rata.

3.8.3.4.3. Evaluacion de los efectos de la administracion oral GphT en

corazones aislados de rata expuestos a I/R por atontamiento:

A otro grupo de ratas, se le administro6 GphT a una dosis de 2,35mg de planta
seca/ml agua de bebida al dia durante 7 dias previos al experimento. Los corazones
fueron montados en el calorimetro y perfundidos mediante la técnica de Langerdoff como

fue descripto previamente. Luego de un periodo de estabilizacion con solucion Krebs-C
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durante 20 minutos, los corazones fueron expuestos a 20 minutos de isquemia por corte

de flujo y 45 minutos de reperfusion con solucion Krebs-C. (Fig. 21).

0 20 40 85
C Isquemia Reperfusion

Figura 21. Protocolos experimentales bdsicos de I/R realizados en corazones aislados de rata.

3.8.4. Medidas de actividad central
3.8.4.1. Mediciones de la movilidad espontanea en ratones:

3.8.4.1.1. Test de campo abierto en ratones

Se evaluo la locomocion espontanea y la actividad exploratoria de los ratones en
campo abierto, el cudl consistente en una caja blanca de 30 x 50 cm con paredes de 27 cm
de altura dividida en 15 cuadrados de 10 cm” por lineas negras (Fig. 22). La locomocion
espontanea se estimo a partir del nimero de lineas cruzadas por ambas patas delanteras
del animal, mientras que la actividad exploratoria se estimé mediante el nimero de veces
que el raton mantuvo su cuerpo erguido apoyado en sus patas traseras.

Ademas se midié el nimero de acicalaciones como estimacion de emocionalidad,
el numero de defecaciones y micciones. Se colocd en una habitacién con luz tenue dado
que los ratones son animales de habitos nocturnos. Los mismos se dividieron en 5 grupos,
respectivamente para los siguientes tratamientos: solucidn salina (control negativo), 5 mg
/kg diazepam (Roche, Argentina) (control positivo), vehiculo etandlico (ver seccion
3.8.2.1 en materiales y métodos), GphT 400 y 800 mg/kg. Todos los farmacos se
administraron por inyeccion intraperitoneal. Antes de la inyeccion cada animal se coloco

en la misma esquina del campo abierto permitiendo la libre exploracion durante Smin. De
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esta manera se comprobd que todos los animales utilizados tenian el mismo
comportamiento conductual.

Luego de 30 min desde la administracion, cada animal se coloco en la misma
esquina del campo abierto, y durante 5 min se registr6 el nimero de lineas cruzadas en 5
minutos. Simultaneamente se registrd el numero de enderezamientos. (Choleris y col.,
2001; Ragone y col., 2010) El mismo protocolo se repitié a los 60, 90 y 120 minutos

después de la administracion. Se realizaron 6 a 9 determinaciones en cada grupo.

3.8.4.1.1.2. Tratamiento estadistico de los resultados:

Los datos obtenidos fueron analizados usando el programa Graph Pad Prisma
version 4.1. Se utiliz6 el método estadistico ANOVA de dos vias seguido por el test de
Bonferroni. En todas las comparaciones estadisticas se considerd un nivel de significancia

de p<0,05.

Figura 21. Campo abierto usado en la medicion de la movilidad espontanea en ratones.
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3.8.4.1.2. Test de laberinto en cruz elevado:

El test de laberinto en cruz elevado (LCE) es usado para evaluar ansiedad de los
ratones colocados en un recinto que consta de 4 ramas: dos ramas abiertas (30 cm x 6
cm) y dos ramas cerradas (30 cm x 6 cm) cuyas paredes tienen una altura de 20 cm.
Cada una de las ramas converge a un area central de 6 cm por 6 cm (Fig. 23). El
laberinto entero fue elevado a una altura de 50 cm encima del piso. Los procedimientos
experimentales fueron realizados en un ambiente controlado de luz y ruido. Los ratones
fueron inyectados intraperitonealmente con las siguientes concentraciones de tintura
(GphT): 400 y 800 mg/kg o infusion de G. perennis 400 mg/kg, un control positivo
(diazepam 5 mg /kg) o el vehiculo etandlico (ver seccion 3.8.2.1) antes de ser
colocados sobre el laberinto. Previo al tratamiento, los ratones fueron sometidos al
laberinto en cruz durante 5 minutos de forma de evaluar la homogeneidad de los
mismos. Los ratones inyectados intraperitonealmente se colocaron en la plataforma
central del laberinto y durante 5 minutos se observo su comportamiento. Se midieron los
siguientes pardmetros: nimero de entradas a las ramas abiertas, nimero de entradas a
las ramas cerradas, tiempo de permanencia tanto en ramas abiertas como en cerradas. Se
registraron las mediciones en cada raton cada 30 min. Las medidas se expresan como

promedio + ESM.

i

Figura 23. Medicion de las entradas de los ratones a las ramas abiertas en el laberinto en cruz.
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3.8.4.1.2.2. Tratamiento estadistico de los resultados:

Los datos obtenidos fueron analizados usando el programa Graph Pad Prisma
version 4.1. Se utilizé el método estadistico t- test o ANOVA de dos vias seguido por el
test de Bonferroni segin corresponda. En todas las comparaciones estadisticas se

considero6 un nivel de significancia de p< 0,05.
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3.8.5. Medicion de la presion arterial en ratas normotensas:

La presion arterial (PA) se midid directamente a través de una cadnula heparinizada
en la arteria carotida interna conectada a un transductor de presion Bentley 800 acoplado
a un sistema de adquisicion Power Lab conectado a un ordenador y expresado en mm Hg
(Fig. 24). Los pulsos de PA se registraron continuamente. Sin tratamiento, la PA
permanecié constante durante al menos 3 h. Las soluciones correspondientes fueron
infundidos de forma i.v. a través de la vena yugular en volimenes de 0,1 ml separados
por no menos de 15 min. Después de 30 minutos de estabilizacion, se administraron
sucesivamente dosis de 0.5, 2, 5% de GphT. Una vez que se logré estabilizar nuevamente
la presion arterial de la rata (aproximadamente 30 min), se administraron 25 pmol/kg de
L-NAME (Sigma, EE.UU.) previo al agregado de las mismas dosis de GphT. La presion

arterial fue registrado durante un tiempo total de 4 o 5 horas de experimento.

Figura 24. Montaje de la rata canulada para la medida de la presion arterial en ratas.
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3.8.5.1. Tratamiento estadistico de los resultados:

Los resultados obtenidos fueron expresados como promedio £+ ESM y fueron
analizados usando el programa Graph Pad Prisma version 4.1. Se utilizdo el método
estadistico test de Student’s pareado en todas las comparaciones estadisticas se considero
un nivel de significancia de p< 0.05 y test de ANOVA de dos via con test a posteriori de

Bonferroni con nivel de significancia de p<0.05.
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3.8.6. Medidas de la actividad diurética:

Los cuatro pares de ratas fueron tratadas simultdneamente por administracion
intragastrica de vehiculo etanolico, amilorida 1 mg/ml (20 mg/kg) o GphT 0.5%y 2 %
de GhpT (correspondientes a dosis de 100 y 400 mg de GphT/Kg) respectivamente, en
volumenes de aproximadamente 5 ml por rata. Las medidas fueron repetidas en intervalos
de una semana utilizando el mismo grupo de 8 ratas. El tratamiento de cada rata fue
randomizado. Cada par de rata tratada fue mantenida respectivamente en su jaula
metabolica privada de agua y comida (Fig 25), se midié el volumen urinario de cada
grupo cada 30 minutos durante cinco horas y medias totales (Consolini y col., 1999;
Cummings y col., 1960; Rebuelta y col., 1985). Al final del experimento se separé una
fraccion de la orina recogida para realizar la medida del contenido de Na" y K por
espectrofotometria de 1lama los cuales fueron expresados como mEq por Kg de animal. A
partir de estos datos se calculd la excrecion urinaria volumétrica (EUV) como el cociente
entre volumen de orina recogida por kg de animal y el volumen adminnistrado por kg de

animal (Consolini y col., 1999)

Figura 25. Jaula metabdlica utilizada para la medicion de la actividad diurética.
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3.8.6.1. Tratamiento estadistico de los resultados:

Los resultados obtenidos fueron expresados como promedio + ESM y fueron
analizados usando el programa Graph Pad Prisma version 4.1. Se utilizé el método de
analisis de variancia (ANOVA) y un test a posteriori de Bonferroni. En todas las

comparaciones estadisticas se considerd un nivel de significancia de p< 0,05.
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4. Resultados
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4.1. Ensayos fitoquimicos:

4.1.1. Rendimiento de los extractos de G. perennis:

El rendimiento de los extractos hidroalcohdlico (GphT), el extracto metandlico
total (GphMeOHt) y los obtenidos de la extraccion con solventes de polaridad creciente
con diclorometano (GphDCM), acetato de etilo (GphAcOEt) y metanol (GphMeOH)
fueron calculados en porcentaje (g extracto/100g de material vegetal seco). La

preparacion de los extractos se describi6 en el apartado de Materiales y métodos (numeral

3.2)
Tabla 3. Rendimiento de los extractos de G. perennis.
Extracto Extracto Extracto Extracto Extracto
hidro- metanolico DCM Acetato de Metanolico
alcohdlico total (GphDCM) etilo (GphMeOH)
(GphT) (GphMeOHto) (GphAcEt)
Rendimiento 7.1% 10,1% 1,25% 1,05% 9,59%
(%)

4.1.2. Analisis fitoquimico:

Se llevé a cabo un screening fitoquimico aplicando la técnica de cromatografia de
capa delgada detallada por Wagner y Bladt, (1996) en “Plant Drug Analysis” asi como
reacciones generales, para la deteccion preliminar de los diferentes grupos fitoquimicos

presentes en los extractos de la parte aérea de G. perennis detallado a continuacion.
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4.1.2.1. Antraquinonas:

4.1.2.1.1. Cromatografia de capa delgada (CCD) para antraquinonas:

Para determinar la presencia de antraquinonas se realiz6é una CCD de los extractos
hidroalcohodlico (GphT) y metanodlico total (GphMeOHt) de G. perennis utilizando como
fase movil A (Acetato de etilo-metanol-agua 100: 13,5: 10), en presencia de solucion de
referencia de Aloina, como se describi6 en el numeral 3.4 de materiales y métodos. Se
observd al visible después del revelado con hidroxido de potasio (KOH) etandlico al
10%.

La solucion de referencia de aloina evidencié una banda de color amarillo en un
Rf ~ 0.45; mientras que en los extractos no evidenciaron zonas rojas (antraquinonas) ni
amarilla (antronas).

Para confirmar la ausencia en el caso de G. perennis de los derivados antracénicos
se efectud la reaccion de Borntrager con el extracto GphT, que permite la deteccion de
antraquinonas libres (coloracion roja). Mientras que para el reconocimiento de los
heterosidos se sometid el extracto GphDCM previamente a hidrolisis (Borntriger
indirecta).

Tabla 4. Reaccion de Borntrdger de los extractos hidroalcohdlico (GphT) y
diclorometano (GphDCM) de G. perennis

Extracto Prueba de Borntréiger Prueba de Borntréiger (indirecta)
GphT No realizado Negativo
GphDCM Negativo No realizado

La CCD vy los resultados negativos de las reacciones de Borntragger tanto directa

como indirecta confirman la ausencia de antraquinonas en los extractos de G. perennis.
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4.1.2.2. Arbutina:

4.1.2.2.1. Cromatografia de capa delgada (CCD) para arbutina:

Para determinar la presencia de arbutina se realizo una CCD usando la fase
movil A (Acetato de etilo-metanol-agua 100: 13,5: 10), se utilizd como solucién de
referencia arbutina en metanol y se observo a luz UV 254 nm.

La solucion de referencia de arbutina presentd una banda en un Rf ~ 0.4
percibida con luz UV 254 nm que no se evidenci6 en la CCD descartando presencia de

arbutina en los dos extractos.

4.1.2.3. Acidos hidroxamicos y fenoles:
Al agregar dos gotas de solucion acuosa de tricloruro férrico (FeCls) al 1% al
extracto acuoso e hidroalcohdlico de G. perennis se observo una coloracion negra (Fig.

26), indicativo de la presencia de polifenoles con tres oxidrilos (OH") adyacentes

(Tolivia, 2014).

Figura 26. Reaccion del extracto acuoso G. perennis con tricloruro férrico al 1%

4.1.2.4. Taninos:

No se encontraron taninos presentes, ya que el agregado del extracto acuoso de
G. perennis a una solucion de gelatina al 1% no llevo a la formacion de ninglin

precipitado abundante. (Lock, 1994)
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4.1.2.5. Flavonoides:

La deteccion de flavonoides se realizd por medio de la reaccion de Shinoda, las
reacciones de caracterizacion en papel y la técnica de cromatografia de capa delgada.
(descritas

en el apartado de materiales y métodos numeral 3.3.1.2 y 3.4

respectivamente)

4.1.2.5.1. Reaccion de Shinoda:

La reaccion de Shinoda, permite el reconocimiento de flavonoides, al poner en
contacto acido clorhidrico concentrado (HCl¢) con magnesio metdlico (Mg) se genera
hidrégeno naciente (H»), el cual es capaz de reducir el flavonoide dando una coloracién
roja caracteristica en fase amilica por formaciéon de antocianidinas. Si en estas
condiciones se observa la aparicién de coloracion rojiza, violeta o naranja, se considera
positivo para compuestos con el nucleo de la y-benzopirona (flavonas, flavonoles,
flavanonas, flavanonoles) (Markham, 1982). El extracto GphT present6 una coloracion

roja-parda en la parte fase amilica.

4.1.2.5.2. Reacciones de toque sobre papel:
Al poner en contacto los extactos GphT, GhpMeOH y GphDCM de G. perennis
con los siguientes reactivos se obtuvieron los cambios mostrados en la tabla 5.

Tabla 5. Reaccion de toque sobre papel para los extractos hidroalcohdlico (GphT),
metandlico (GphMeOH) y diclorometano (GphDCM) de G. perennis

Reaccion GphT GphMeOHt GphDCM
FeCl3 + + +

NaOH + (Amarilla al visible) | + (Amarilla al visible) | + (Amarilla al visible)
AlCl; + + T

H;BO; + + +
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El tricloruro de hierro dio color negro indicativo de la presencia de polifenoles
con tres oxidrilos (OH") adyacentes. (Tolivia, 2014).

El color amarillo producido por los extractos de G. perennis con hidroxido de
Sodio (NaOH) es indicativo de la presencia de flavonas, flavanonoles e isoflavonas las
cuales forman estructuras resonantes de dicho color. (Lock, 1994)

El 4cido borico (H3;BO;3) por su parte en presencia de flavonas y flavonoles en
medio alcalino forma quelatos con dos hidroxilos fendlicos en posicion relativa en orto,
asi como para flavonoides con un grupo carbonilo en 4 y un oxidrilo en posicion 5
presentando color amarillo con fluorescencia verde, el cual se evidencid en los
extractos. El Cloruro de aluminio (AICl;) forma complejos o lacas de intensa
fluorescencia a la luz de Wood, con hidroxilos en posicion orto hidroxil-cetonas
vecinos, los primeros son labiles ante el aregado de HCI, mientras los tltimos son
estables, se produjo la formacion de dichas lacas observando fluorescencia con los

extractos. (Dominguez, 1973)

4.1.2.5.3. Cromatografia de capa delgada (CCD) para flavonoides:

Se realiz6 CCD sobre cromatofolios de gel de silice 60 F254 de Merck® de los
extractos hidroalcoholico (GphT), metandlico total (GphMeOHt) y metandlico obtenido
con solventes de polaridad de G. perennis (GphMeOH) utilizando la fase movil
(Acetato de etilo-acido formico-acido acético glacial-agua 100: 11: 11: 26) en presencia
de soluciones de referencia de rutina, &cido clorogénico, &cido isoclorogénico,
isoquercetina y vitexina en metanol. Se observé a luz UV 365 nm, después del revelado

con RPN.
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Tabla 6. Cromatografia de capa delgada para flavonoides.

Cromatografia en capa delgada (CCD
Extracto Detecci%’)n : B Rzasultado
Naranja fluorescente
‘ (Rg~0.1y0.28)
Con el reactivo de productqs naturales Naranja (R¢~ 0.22)
(RPN) se presenta una intensa Celeste clara (Re~ 0.15
GphT ﬂuorescenma, UV 365nm, el color Y 0.25)
dependera de la estructura: Amarilla (R;~ 0.34 y
0.42)
Glicosidos Amarilla clara (R¢ ~
de Amarillas |_0:6,0.64,0.75Y 0.9)
quercetina y naranjas. Naranja fluorescente
miricetina (Rf~0.1y0.28)
Flavonoles celeste clara (R¢~ 0.15
GphMeOHt Y 0.25)
Kaempferol, . Amarilla (R~ 0.34 y
isoramnetina  Amarillo 0.42)
}(I}licc')si do:us verdoso. Amarilla clara (R¢ ~
0.6, 0.64, 0.75)
Luteolina y
sus .
. Naranja
Glicoésidos
Amarillas (Ry~ 0,25,
GphMeOH Flavonas o 0.37. 0. 52 v 0.62)
Apigenina 'y Amarillo
sus
Glicosidos ~ VerdOs©

CCD: Revelador: Reactivo de Productos Naturales (RPN), Fase movil: Acetato de etilo-acido formico-
acido acético glacial-agua (100: 11: 11: 26). Sustancias de referencia: rutina (R;~0.4), acido clorogénico
(R¢~0.45), acido isoclorogénico (R ~0.8), isoquercetina (en el rango de R ¢y~ 0.6 - 0.7) y vitexina (R
~0.7),

De acuerdo a los resultados de las CCD mostrados en la tabla 6 se podria

suponer la presencia de Glicésidos de flavonoles,

4.1.2.6. Alcaloides:

La deteccion de alcaloides se llevo a cabo por medio de las reacciones generales
y la técnica de cromatografia en capa delgada (descritas en el numeral 3.3.1.6 y 3.4 del

apartado de Materiales y métodos respectivamente)
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4.1.2.6.1. Reacciones generales de coloracion y precipitacion para

alcaloides:

En los extractos metanolico total (GphMeOHt) e hidroalcohdlico (GphT) se

evidenciaron la formacién de precipitados con los siguientes reactivos generales de

alcaloides:
1. Bouchardat: (+) precipitado floculento marron, naranja que cambia con
el tiempo.
2. Acido tanico: (+) precipitado naranja oscuro.
3. Mayer: (+) precipitado blanco amarillento.
4. Acido picrico: (+) Precipitado amarillo.
5. Dragendorff: (+) precipitado naranja.
6. Blanco

Figura 27. Reacciones de caracterizacion de alcaloides con Extracto metandlico total (a) e

hidroalcohdlico (b) de G. perennis.

4.1.2.6.2. Cromatografia de capa delgada (CCD) para alcaloides:

Se realiz6 CCD sobre cromatofolios de gel de silice 60 F254 de Merck® de los

extractos 2 (preparado como se describido anteriormente en el numeral 3.2.4 de

materiales y métodos) e hidroalcoholico (GphT) tratado con 1 ml de solucién de

amoniaco al 10%; utilizando como fase movil: el sistema de solventes 2 (Tolueno:
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Acetato de etilo: dietilamina 70:20:10) en presencia de las soluciones de referencia
atropina, reserpina y papaverina disueltas en metanol. Se observé a luz UV 254nm y
365nm asi como al visible, después del revelado con Reactivo de Dragendorff y
posterior agregado de acido sulfurico etandlico al 10%.

En el sistema 2 posterior al revelado, el extracto 2 y GphT presentaron una
banda en un Rf ~ 0.09 naranja oscura, ubicada por debajo de atropina (banda marrdn-
violeta clara Rf ~ 0.3), reserpina (banda naranja clara Rf ~ 0.45) y papaverina (banda

naranja intensa Rf ~ 0.6) (Fig. 28)

Extracto 2 G. perennis
GphT

Atropina

Reserpina

Papaverina

[V N VOR N

& I ! ] !
Figura 28. CCD: Revelador: Reactivo de Dragendorff'y posterior agregado de dcido sulfirico etandlico

al 10%. Fase movil: Tolueno: Acetato de etilo: dietilamina (70:20:10). Sustancias de referencia:
Atropina (Ry~0.3), reserpina (Ry~0.45), papaverina (R;~ 0.6)

Tabla 7: Cromatografia de capa delgada Alcaloides con fase movil Tolueno: Acetato
de etilo: dietilamina (70:20:10).

Cromatografia en capa delgada (CCD)
Extracto Deteccion Resultado
Tres sustancias (R¢ ~
Luz UV 254nm 0.04, 0.09 y 0.77)
GphT
Luz UY 365nm: Zonas con Azul clara (Rg~ 0.09)
fluorescencia azul, verde o violeta.
Revelado Dragendorft: Zona . ,
} . . Naranja - marron (Re~
naranja-marron al visible
0.09)
GphMeOHt Seis sustancias (R¢ ~
Luz UV 254nm 0.09, 0,44, 0.55, 0.66,
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0.84y 0.93)

Luz UV 365nm: Zonas con

fluorescencia azul, verde o violeta. Azul clara (Re~ 0.09)

Revelado Dragendorff: Zona

. . . Naranja - marron (Re~
naranja-marrén al visible

0.09)

La CCD evidencio la posible presencia de alcaloides en los dos extractos; que

coinciden con los resultados positivos de las reacciones generales para alcaloides.

4.1.2.7. Esteroides:

En la reaccion de Lieberman-Burchard con GphDCM se observo una coloracion
verde al minuto (Fig. 29a) que se mantuvo después de los 30 minutos (Fig. 29b).
Evidenciando la posible presencia de geninas espirotanicas (Azul-verde) (Bruneton,

1995).

Figura 29. Reaccion de Lieberman Burchard con el extracto DCM de G. perennis. Coloracion después
de un minuto (a) y coloracion pasados treinta minutos (b).
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4.1.2.8. Saponinas:
Para determinar la presencia de saponinas se llevo a cabo las reacciones de
caracterizacion y la técnica de cromatografia en capa delgada (descritas en el numeral

3.3.1.3 y 3.4 del apartado de Materiales y métodos respectivamente)

4.1.2.8.1. Reacciones de caracterizacion para saponinas:

Tabla 8: Reacciones de caracterizacion de saponinas en el extracto acuoso de G.
perennis.

Se evidencié la formacion de
espuma persistente después de 30
minutos y estable ante el agregado
de HCI diluido.

Capacidad afrogena

Se formo una emulsién inestable en

Poder emulgente el tiempo.

Hidréxido de calcio Ca(OH),

Subacetato de plomo Pb(CH3CO0),-Pb(OH), | | ormacion de precipitado.

Reaccion de Fehling indirecta Positivo rojo.

a. rEspuma bl{ C
d.

Precipitado
Figura 30. Reacciones de caracterizacion de saponinas en el extracto acuoso de_G. perennis: capacidad
afrogena (a), Poder emulgente (b y c¢), Ca(OH), (d), Pb(CH3COO),Pb(OH), (e)
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4.1.2.8.2. Cromatografia de capa delgada (CCD) para saponinas:

Para la caracterizacion de saponinas se llevdo a cabo una CCD sobre
cromatofolios de gel de silice 60 F254 de Merck® del extracto 3 (preparado como se
describi6 anteriormente en el numeral 3.2.5 de materiales y métodos) e hidroalcohdlico
(GphT) con fase mévil: Cloroformo, Acido acético glacial, Metanol, Agua (64:32:12:8),
utilizando como sustancia de referencia de Escina, se observé al visible después del
revelado con AS (Anisaldéhido Sulftrico). La disposicion de los extractos y sustancias
de referencia en la placa cromatografica se muestra en la tabla 9.

Tabla 9. Esquema de la CCD para saponinas presentes el extracto hidroalcohdlico
(GphT) y en la fase butanolico del extracto metandlico (Extracto 3) de G. perennis.

Solucion estandar

Fase butanolica extracto
metanolico (Extracto 3)

Extracto hidroalcoholico
(GphT)

Saponina: Banda pardo al
visible
Rf aproximadamente en
0.2.

Banda azul violacea tenue
Rf aproximadamente en
0.2.

Banda azul violacea tenue
Rf aproximadamente en
0.2.

Escina: Banda azul
violacea
Rf aproximadamente en
0,35

Banda azul violacea tenue
Rf aproximadamente en 0,7

Banda azul violacea tenue
Rf aproximadamente en 0.7

La CCD evidenci6 la posible presencia de saponinas en los dos extractos; que

coinciden con los resultados positivos de las reacciones de deteccion para saponinas.

4.1.2.9. Glicésidos cardiotonicos:

El extracto 4 (preparado como se describio anteriormente en el numeral 3.2.6 de

materiales y métodos) se sembro junto con la solucion de referencia de estrofantina,
usando la fase movil 1 (Acetato de etilo: metanol: agua 81: 11: 8). Sin tratamiento
quimico en luz UV 254nm se observa fluorescencia muy débil de todos los glicosidos
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cardiacos mientras que con luz UV 365nm no se observa en lo absoluto fluorescencia.
Después del revelado con tricloruro de antimonio (SbCl;) y posterior calentamiento a
100°C por 8-10min, se observan cambios en la respuesta de fluorescencia si se deja
reposar la placa pulverizada durante un tiempo mas largo. En el visible, las zonas
aparecen principalmente grises, violeta o marron. (Wagner y Bladt, 1996) En la tabla 10

se describen los resultados de la CCD para glicosidos cardiacos.

Tabla 10: Cromatografia de capa delgada para cardiotonicos en G. perennis.

Revelado

uv UV 365nm SbCl;

254nm UV365nm Visible
Extracto 4 Ry ~0.29 | No se observa | Azul

R; ~ 0.39 | fluorescencia en | Amarillo claro

R; ~ 0.48 | ninguna de las | Amarillo Amarillo-naranja

R; ~ 0.68 | bandas. - Marrén palido

R ~0.74 - Rosa

Ry ~0.82 Amarillo Marroén palido

Ry ~0.87 - Rosa
Digitoxina R~ 0.63 Azul Violacea
Estrofantina | Rg~ 0.12 Celeste tenue Rosa

CCD: Revelador: Tricloruro de antimonio (SbCl13) y posterior calentamiento a 100°C por 8-10min. Fase
movil: Tolueno: Acetato de etilo: metanol: agua (81: 11: 8).

Figura 31. Cromatografia de capa delgada para cardiotonicos del extracto 4 de G. perennis (Gp4)
usando como sustancias de referencia Digitoxina (E1) y Estrofantina (E2): Revelado al UV 254nm (a),
con tricloruro de antimonio (SbCI3) y posterior calentamiento a 100°C por 8-10min observando al UV
365nm (b) y al visible (c).
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Como se muestra en la figura 31 se observaron bandas del mismo color que las
sustancias de referencia porsterior al revelado con SbCl; en luz UV365nm (azul) y al

visible (rosa).

4.1.2.10. Terpenos:

El extracto GphDCM (obtenido por extraccion con solvente de polaridad
creciente como se describid en el numeral 3.2.9 de materiales y métodos) se sembro
junto con las soluciones de referencia de 4cido ursolico y oleandlico disueltos en DCM,
utilizando como las fases moviles 5 (DCM: metanol 95: 5) y 6 (Tolueno: Acetato de
etilo 80: 20). Se observo al visible después del revelado con AS.

En la fase movil 5, el extracto GphDCM evidencié dos bandas azules violaceo
en un Rf ~ 0.16 y 0.20 respectivamente, seguidas de dos bandas marrones en un Rf ~
0.27 y 0.32 justo por debajo de la banda azul violaceo del &cido oleanolico en un Rf ~
0.34. Después se pudieron observar una banda azul violaceo en un Rf ~ 0.54 por debajo
de la banda azul violdcea de &cido ursélico en un Rf ~ 0.6, por encima de esta se
observo una banda roja en un Rf ~ 0.72.

Mientras que en la fase movil 6, el extracto GphDCM evidencid dos bandas
azules violaceo al visible en un Rf ~ 0.11 y 0.22, justo por debajo del la banda azul
violaceo del acido oleanolico en un Rf ~ 0.29 y la banda azul violaceo de acido ursélico
en un Rf ~ 0.45. Por encima se observaron en GphDCM tres bandas azules violaceo en
Rf~0.56,0.79 y 0.9.

Si bien se observaron bandas del mismo color que las sustancias de referencia

porsterior al revelado con AS no se puede confirmar correspondencias con las mismas.
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4.1.2.11. Cumarinas:

Se llevé a cabo CCD para los extractos GphDCM (obtenido por extraccion con
solvente de polaridad creciente como se describio en el numeral 3.2.9 de materiales y
métodos) y 5 (preparado como se describid anteriormente en el numeral 3.2.7 de
materiales y métodos), usando como sustancia de referencia escopoletina. Se uso la fase
moévil 7 (Eter etilico-tolueno 1:1; saturado con acido acético 10%) y se observé a luz
UV 365nm antes y después del revelado con KOH etandlico al 10%.

La solucion de referencia de escopoletina evidencid una banda azul que se ubico
en un Rf ~ 0.25, mientras que en los extractos 5 y GphDCM no evidenciaron zonas de
fluorescencia intensa azul o verde-azulado propias de cumarinas simples, ni zonas de
fluorescencia amarilla, marroén, azul o verde azulada para furano y piranocumarinas
(Wagner y Bladt, 1996). Después del revelado con KOH etandlico al 10% fue
intensificada la fluorescencia de la solucion de referencia de escopoletina, sin embargo
en los extractos no se evidenciaron cambios en las bandas, lo que permite suponer la

ausencia de cumarinas en G. perennis.

4.1.2.12. Aceites esenciales:

El método de micro destilacion al vapor da una indicacion preliminar de la
composicion del aceite esencial. (Wagner y Bladt, 1996), sin embargo para G. perennis
no fue posible obtener esencia por este método, asi que las CCD se llevaron a cabo con
el extracto GphDCM (obtenido por extraccidon con solvente de polaridad creciente como
se describio en el numeral 3.2.9 de materiales y métodos) usando como soluciones de
referencia de citral, carvona y timol preparadas en tolueno. Como fase movil se uso el
sistema de solventes B (Tolueno-acetato de etilo 93:7), se observo al visible después del
revelado con VS (Vainillin-sulfarico).
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GphDCM presentd dos banda violacea en un Rf ~ 0.20 y 0,24, una banda rosa en
un Rf ~ 0.22 justo por debajo de la banda azul-violeta del citral (Rf ~ 0.42) y la banda
roja de carvona (Rf ~ 0.46). Inmediatamente después se evidencié una banda celeste en
un Rf ~ 0.58 por debajo de la banda roja-violeta de timol (Rf ~ 0.6). La coloracion de

las bandas observadas en el extracto coinciden con la coloracion de terpenos.

4.1.3. Determinacion de los perfiles cromatograficos:
Los perfiles cromatograficos en capa delgada se realizaron para el extracto polar
metanodlico (GphMeOH) y para el extracto no polar (GphDCM) de G. perennis, en las

fases modviles polares y no polares respectivamente.

4.1.3.1. Perfil cromatografico del extracto metanolico total G. perennis

(GphMeOHY)

Las CCD para describir el perfil de GphMeOHt se realizo en la fase movil 3
(Acetato de etilo-acido férmico-acido acético glacial-agua 100: 11: 11: 26) con la cual
se evidenciaban la mayor cantidad de bandas. Se usaron como sustancias de referencia
Isoquercetina, Rutina, Acido cafeico, Acido clorogénico, Acido isoclorogénico y

Vitexina. Se observo a luz UV 365 nm, después del revelado con RPN.

GphMeOHt

Rutina

Acido clorogénico
[soquercetina
Vitexina

Acido isoclorogénico
Acido cafeico

00 0
C

)
S el

00 000 0

Rf 1 2 3 J L 1!. !

Figura 32. Perfil cromatrogrdfico del extracto de GphMeOHt.
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GphMeOHt evidencio dos bandas naranja fluorescente en un Rf ~ 0.1 y 0.28; asi
como dos bandas celeste claras en un Rf ~ 0.15 Y 0.25; todas las bandas anteriores por
debajo de la banda amarilla fluorescente de rutina (Rf ~ 0.4). A continuacion se
presentaron dos bandas amarillas en un Rf ~ 0,34 y 0,42 respectivamente, por debajo de
la banda celeste fluorescente de acido clorogénico (Rf ~ 0.45). Seguidamente se
presentaron dos bandas amarilla claras en un Rf ~ 0,6 y 0,64 por debajo de la banda
amarilla fluorescente de Isoquercetina (en el rango de Rf 0.6 - 0.7). y de la banda
amarilla de Vitexina (Rf ~ 0,7). Por encima de estas ultimas y por debajo de la banda
celeste fluorescente de acido isoclorogénico (Rf ~ 0.8) y acido cafeico (Rf ~ 0,9) se
visualiz6 una banda amarilla clara en un Rf ~ 0.75. (Fig. 32)

El extracto hidroalcohodlico (GphT) present6 el mismo perfil que el metanolico

(GphMeOH), con algunas bandas de menor intensidad.

4.1.3.2. Perfil cromatografico del extracto DCM G. perennis (GphDCM)

Las CCD para describir el perfil de GphDCM se realizaron en la fase movil
(Tolueno-acetato de etilo 70:30), en presencia de quercetina y carvona como sustancia
de referencia. Se observo al visible después del revelado con VS.

En GphDCM se percibieron dos banda amarillas tenue Rf ~ 0.22 y 0.29, una
banda rosa en Rf ~ 0.47, una banda violacea en un Rf ~ 0.61 y una banda amarilla en Rf
~ 0.64 una banda violacea en Rf ~ 0.71 y dos bandas amarillas en un Rf ~ 0.75 y 0.8
justo por encima de la banda amarilla de quercetina (Rf ~ 0.1) y por debajo de la banda
roja de carvona (Rf ~ 0.74). Por encima de la carvona se evidenci6 una banda amarilla

enun Rf ~0.87. (Fig. 33)
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Figura 33. Perfil cromatrografico del extracto de GphDCM.
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4.1.3.3. Cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion de absorcion

ultravioleta (HPLC-UV)

En los extractos analizados por HPLC, realizado en las condiciones descritas en
el apartado 3.5 de materiales y métodos, se obtuvo el perfil cromatrografico
correspondiente a los mismos. Para los extractos GphT y GphMeOHt se evidencian tres
picos en un tiempo de retencion (Tr) de 13, 26 y 42 minutos respectivamente (Fig. 34 y
35), los cuales no se correspondieron con las sustancias de referencia del estandar triple
acido cafeico (Tr: 11), rutina (Tr: 17) e isoquercetina (Tr: 23) (Fig. 36).

En el espectro de absorcion UV (Fig. 34 y 35) correspondiente a los tres de los
picos observados en el cromatograma en HPLC, se evidenciaron dos bandas dentro del
rango 240nm-280nm para BII y 330nm-350nm para BI, valores que se aproximan al
rango correspondiente para flavonoles: BII (250-280nm) y BI (330-360nm) que
indicaria la presencia de 3-OH sustituidos o BII (250-280nm) y BI (350-385nm) 3-OH

libres. (Markham, 1982)
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Figura 34. Analisis por HPLC-UV del extracto hidroalcoholico de G. perennis (GphT)
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4.2. Cuantificacion de la actividad antioxidante total

Se midio la actividad antioxidante total de los extractos GphDCM, GphAcEt y
GphMeOH de G. perennis cuantificando la actividad atrapadora ABTS™ y el poder
reductor mediante el método de Folin, expresado como contenido de fenoles totales
(Ver secciones 3.6 y 3.7 en Materiales y Métodos)

EL extracto metandlico GphMeOH de G perennis mostro mayor actividad atrapadora
del radical ABTS™ y reductora de reactivo de Folin en comparacién con los extractos de

GphDCM y GphACcEt, estos ultimos no mostraron diferencias entre si. (Tabla 11)

Tabla 11. Contenido de fenoles totales y actividad antioxidante total los extractos
diclorometano, acetato de etilo y metandlico de G perennis

Fenoles totales* ABTS *
GphDCM 12 50
GphACcEt 15 53
GphMeOH 24 134

*Los resultados son expresados en ug EQ de acido cafeico / g extracto

4.2.1. Analisis por cromatografia en capa fina: revelado con DPPH<

Las Figuras 37 y 38 muestran los resultados de la aplicacion de CCD de los
extractos de GphDCM y GphMeOH de G. perennis respectivamente. Este andlisis se
realizd con el fin de caracterizar compuestos fenolicos, en especial flavonoles y
derivados cafeoilquinicos, que se revelaron por su capacidad de decolorar DPPH'. Se
observa que el extracto GphDCM exhibe dos bandas Rf ~0,05 y 0,40. La banda (Rf
~0,40) se encuentra comprendida en el rango de las referencias Kaempferol (Rf ~0,38)
y Quercetina.(Rf ~ 0,21), sin embargo no exiten correspondencia con estos compuestos.

El extracto metandlico (GphMeOHt) mostro un serie de compuetos con
actividad antioxidante en el rango de Rf ~0,27 - 0,9, tampoco se puede confirmar
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correspondencias con las referencia ensayadas Rutina (Rf ~0,4), Acido clorogénico (Rf

~0,45) Isoquercetina (Rf ~0,6)

1. Kaempferol

2. Extracto de diclorometano G. perennis
(GphDCM)
3. Quercetina

Figura 37. Cromatografia en cépa delgada de GphDCM: revelado con radical 2,2-difenil-1-
picrilhidrazilo (DPPH")

. Rutina
. Isoquercetina

. Extracto metandlico G. perennis
(GphMeOH)
. Acido clorogénico

Figura 38. Cromatografia en capa delgada: revelado con radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH')
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4.3. Estudios farmacoldgicos

4.3.1. Estudio de la actividad antiespasmodica de GphT

4.3.1.1. Efectos de GphT sobre las Curvas Concentracion Respuesta (CCR)

de Carbacol (Cbl)

Para el estudio de los efectos gastrointestinales de la tintura de G. perennis
(GphT) al 20% se realizaron curvas concentracion respuesta (CCR) de carbacol (Cbl).
GphT produjo una caida en el efecto maximo de la contraccion inducida por Cbl lo que
muestra una inhibicién no competitiva en la CCR de carbacol (Cbl). Este efecto fue
dependiente de la concentracion en el rango de 0,1 a 2 mg/ml en cuba de GphT (pCE50:
6,2 + 0,1) (Fig. 39a). La concentracion inhibitoria 50 % (CI 50) de GphT fue de 0,07 +
0,02 mg/ml, n = 7 (Fig. 39b). En la figura 39¢ se muestra un registro la inhibicion del
efecto de la CCR-Cbl en presencia de GphT 0,2 mg/ml comparado con la CCR control
(en ausencia de GphT).

En todos los casos se realizdé una CCR de Cbl en presencia de vehiculo etanolico
(n=7). No se encontr6 diferencias significativas en el porcentaje de efecto maximo de
contraccion para las curvas en presencia del vehiculo en comparacion con las curvas en
ausencia del mismo.

Estos resultados obtenidos con la GphT en las CCR de Cbl se compararon con
las CCR de acetilcolina (Ach) en ausencia y en presencia de diferentes concentraciones
de verapamil (vpl, bloqueante de canales de Ca”") realizadas previamente por el Mgc.
Marcos Blanco en nuestro laboratorio (Fig. 40). Se encontré que el comportamiento de
GphT frente al agregado sucesivo y acumulativo de Cbl mostrd un patron similar al

obtenido con Vpl en la CCR de Ach.
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En base a estos resultados surge la hipotesis de que GphT podria ejercer su

. ;g . oy« . . + , .
efecto antiespasmodico por actuar como inhibidor del influjo de Ca*” en musculo liso

gastrointestinal.
a.
100+ pCES0: 6,2+ 0,1
£s
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w a
27T
Log [CbI] (M)
ANOVA 2 vias: por tratamiento: F =50.72 | p < 0,0001
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Figura 39. (a) Efectos del extracto de G perennis sobre la CCR de carbacol (Cbl) en ausencia y
presencia de GphT (n=7) y (b) calculo de la concentracion inhibitoria 50% de la tintura de G. perennis
(CI50= 0,07 + 0,02 mg/ml) frente a Cbl en el intestino de rata aislado.(c) Registro original de CCR de

Cbl en ausencia y en presencia de 0,2mg/ml de GphT
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Figura 40. Curvas concentracion-respuesta contrdctil de acetilcolina (Ach) en ausencia (control) y
presencia de verapamil en concentraciones unicas y crecientes (n=7) (Blanco y col., 2013)

4.3.1.2. Efectos de GphT sobre las Curvas Concentracion Respuesta (CCR)
de Calcio (Ca™)

Para evaluar si los efectos de la tintura de G. Perennis (GphT) son debidos a la
inhibicion de canales de Ca™ se ensay6 su efecto sobre las CCR de Ca™ (pCE50: 2,47 +
0,06). La Fig. 41a muestra que G. Perennis inhibidé no-competitivamente las CCR de
Ca”" con una CI50 de 0,34 + 0,13 mg/ml (n = 7), logrando la méxima inhibicion a una
concentracion de 6 mg de parte aérea/ml en cuba. En la figura 41c se muestra un
registro la inhibicion del efecto de la CCR-Ca*" en presencia de GphT 0,2 mg/ml
comparado con la CCR control (en ausencia de GphT).

En todos los casos se realiz6 una CCR de Ca™ en presencia de vehiculo
etanolico (n=7). No se encontrd diferencias significativas en el porcentaje de efecto
maximo de contraccion obtenido para las curvas en presencia del vehiculo comparado
con las curvas en ausencia del mismo.

Estas curvas también se compararon con las CCR de Ca™ en presencia de

diferentes dosis de verapamil (vpl) encontrdndose un patron similar entre ambas curvas.

(Fig. 42)
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Figura 41. (a) Efectos del extracto de G perennis sobre la CCR de calcio en ausencia y presencia de
GphT (n=7). (b) Curva de inhibicion y cdlculo de la concentracion inhibitoria 50% de la tintura de G.
perennis (CI150): 0,34 + 0,13 mg/ml) frente a calcio en el intestino de rata aislado. c) Registro original de
CCR de Ca'? en ausencia y en presencia de 0,2mg/ml de GphT
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Figura 42. (a) CCR de calcio (Ca’*) en ausencia y presencia de verapamil. (b) Curva de inhibicién para
el calculo de la CI50 del verapamil (n=4) (Blanco y col., 2013)
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4.3.2. Estudio de los efectos de la tintura de Gomphrena perennis (GphT) en
corazones aislados de rata expuestos a un modelo de isquemia reperfusion

por atontamiento:

Cuando los corazones de rata perfundidos con una solucion control Krebs-C a 37
°C y estimulados a una frecuencia constante de 3 Hz dentro de la cdmara calorimétrica
fueron sometidos a un periodo de 20 minutos de corte global de la perfusion (isquemia
de no flujo, I) y luego reperfundidos durante 45 minutos con Krebs-C (restauracion de
flujo= reperfusion= R), se manifestd una disfuncion caracterizada por contractura
diastolica, caida en la recuperacion contractil postisquémica y en la economia muscular
total calculada como el cociente P/Ht (Ragone y col., 2015). Este modelo de
atontamiento por I/R fue adoptado en esta tesis para el estudio de los efectos de distintas
concentraciones de tintura de G. perennis (GphT) tanto por perfusion directa del tejido
como por administracion in vivo en el agua de bebida.

En la figura 43, se muestra un registro tipico de la adquisicion A/D del periodo
de I/R en un corazén aislado de rata en que se registran continuamente las sefales
provenientes de la presion intraventricular (P, mmHg) y el flujo de calor liberado (Ht,
mV), que fueron convertidos a valores absolutos utilizando los métodos de calibracion
descriptos anteriormente (ver seccion 3.8.3.3 en Materiales y Métodos).

Previo a la evaluacién de los efectos cardioprotectores de GphT frente a la
injuria por I/R, se estudio el efecto cardiaco de la perfusion directa de distintas dosis de

la tintura de G. perennis.
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Figura 43. Registro experimental (adquisicion digital) de las sefiales de P (LVP, parte superior) y Ht
(parte inferior) del corazon de rata aislado expuesto a 20 min de isquemia por corte total de flujo y 45
minutos de reperfusion (se muestran solo los primeros 15 minutos de R)

4.3.2.1. Efectos de la perfusion de tintura de Gomphrena perennis L. (GphT)
en corazones de rata
Para evaluar el efecto de la tintura de G. perennis (GphT) en la funcion contractil y
energética, los corazones perfundidos con solucion Krebs-C mediante la técnica de
Langerdoff, fueron perfundidos durante 15 minutos con la siguientes soluciones:
vehiculo etandlico (ver seccion 3.8.2.1 en materiales y métodos), GphT 0,1%; 0,3 % y
0,5 % respectivamente.
Previo a los tratamientos, los ventriculos de rata utilizados en todos los protocolos
desarrollaron un a méxima presion intraventricular en la contraccion (P) de 70,7 + 20,1
mm de Hg y un flujo de calor total liberado (Ht) de 12,3 £+ 3,2 (n=6). La perfusion

cardiaca directa durante 15 minutos de GphT mostré un leve efecto inotrépico positivo
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previo a la isquemia tanto para las dosis de 0,1% como para la de 0,3% de tintura (P=
n=6), sin embargo este efecto no resultd significativo estadisticamente. Ni el vehiculo ni
la perfusion con tintura de GphT 0,5% presenté cambios con respecto al control. En la
figura 44 se muestran los valores de P como % del valor con Krebs-C (100%) a los 15
minutos de cada uno de los tratamientos. Ni el vehiculo, ni las distintas concentraciones

de GphT utilizadas produjeron cambios en el flujo de calor liberado.

150-
BB Krebs-C

@8 Vehiculo

O 100- Bl GphT0,1%
® Bl GphT0,3%
QZ B GphT0,5%
o 501

0-

Figura 44: P (como % del control, Krebs-C) producido por la perfusion directa de tintura de Gomphrena
perennis L. a dosis de 0,1, 0,3 y 0,5%. ANOVA de una via: P=0.035, F=3.196. Test a posteriori:
Dunnetts NS vs Krebs-C, n=5.

4.3.2.2. Efectos de la perfusion de tintura de Gomphrena perennis (GphT) al

0,1% frente a la injuria por isquemia reperfusion en corazones aislados de

rata:

Un grupo de corazones sin pretratamiento fue expuesto a 20 minutos de
isquemia y 45 minutos de reperfusion. Durante la isquemia, el Ht se redujo hasta un
valor de 2,6 = 0,7 mW/g (desde 22,9 + 1,6 mW/g del valor pre isquémico) mientras que
la contractilidad desaparecio a los 2 o 3 minutos a partir del corte de flujo. Ademas la
presion diastolica de los corazones (LVEDP) cay6 durante todo el periodo isquémico
(Fig 46). Durante la reperfusion, se obtuvo una recuperacion contractil de hasta 69,4 +

5,7 % de la P preisquémica (P basal = 95,4+6,6 mmHg) a los 45 minutos de R (Fig

127



45a). Simultaneamente, el Ht fue incrementando hasta un valor del 90,4 + 6,8 % del
valor pre-isquémico en R en comparacion a su valor pre isquémico de 12,9 + 1,6 mW/g
(Fig 45b).

Para evaluar los efectos de la GphT 0,1% en la injuria isquémica en este modelo
de I/R por atontamiento, se pretratdé un grupo de corazones de rata durante 15 minutos
con solucion 0,1% de GphT y luego se expusieron a 20 minutos de isquemia global
seguidos de 45 minutos de reperfusion como se describid previamente.

El pretratamiento con GphT 0,1% indujo un aumento no significativo de la
contractilidad (82,2 + 21,8 vs 70,7+20,5 mmHg en la condicion Krebs-C, NS, n=5), sin
cambio en el Ht (11,3 +£3,2 vs 12,3 + 3,2 mW/g en Krebs-C, NS, n=5) (Fig 45 ay b).
Durante la isquemia, GphT 0,1% no modificé ni el tono diastélico ni la caida en el Ht
con respecto a los corazones sin pretratamiento (Fig 46).

Durante la reperfusion, la recuperacion contractil post-isquémica de los
corazones pretratados con GphT oscild entre un 22,8 + 13 % de la P preisquémica (de
70,7+ 20,5 mmHg, n=6) a los 5 minutos y un 41,8 £ 11,7 % de la P a los 45 minutos de
R (Fig 45a). La recuperacion contractil (%) resultd ser significativamente menor que la
de los corazones sin pretratamiento con GphT. Ademds, durante la reperfusion se
obtuvo una recuperacion del Ht desde 91,5 + 8,0 % del Ht preisquémico (12.3 + 3.2
mW/g) a los 5 minutos hasta 95,5 £8,1 % del Ht a los 45 minutos de reperfusion (Fig
45b). Los cambios en el %Ht de los corazones pretratados con la tintura no fueron
significativamente diferentes a aquellos obtenidos en corazones controles sin
pretratamiento. De acuerdo con lo anterior, en aquellos corazones pretratados con
GphT, la economia muscular total (P/Ht) cayé desde 10,8 =+ 5,0 mmHg.g/mW en el

pretratamiento hasta 3,1 2,0 mmHg.g/mW a los 45 minutos de reperfusion (31,6 & 8,0
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% del valor con Krebs-C) (Fig 44c). El tono diastdlico fue significativamente mayor con

GphT que en los corazones sin pretratamiento con la tintura durante todo el periodo de

reperfusion (Fig 46).
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Figura 45: Recuperacion porcentual de la presion desarrollada (P, % del valor pre 1) (a); del calor
liberado (Ht: % del valor pre 1) (b) y de la Economia muscular total (P/Ht: % del valor pre 1) en
corazones de rata en ausencia (n=7) y en presencia de tintura de Gomphrena perennis (GphT) al 0,1%
(n=6). El test de Bonferroni a posteriori del ANOVA mostrado en la tabla 12 dio * p< 0.05vs Cen (a)y

en (c)
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Figura 46: Cambios en la presion diastolica (ALVED, en mmHg) con respecto al valor preisquémico
(Krebs-C) obtenidos al comienzo y al final de la isquemia (I) y de la reperfusion (R) para corazones de
rata con y sin pretratamiento con tintura de Gomphrena perennis al 0,1%. *p<0.05 vs cero (test t de

Student)

Tabla 12: Resultados estadisticos del ANOVA de dos vias aplicados a los valores de
%P, % Ht y % P/Ht en corazones de rata con y sin pretratamiento con tintura de
Gomphrena perennis al 0,1%. Los test a posteriori para comparaciones pareadas son
mostrados en la leyenda de la figura 44.

Variables del | %P %Ht %P/Ht

ANOVA

Tratamiento F=120.53 F=0.83 F=65.94
DFn=1 DFn=1 DFn=1
P<0,0001 P=0.3628 P<0,0001

Tiempo F=61.55 F=87.73 F=38.76
DFn= 25 DFn= 25 DFn= 25
P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001

Interaccion F=7.41 F=3.12 F=6.13
DFn= 25 DFn= 25 DFn= 25
P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001

DF residual 286 286 286
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4.3.2.3. Efectos de la administracion oral de tintura de Gomphrena perennis
L. (GphT) en corazones de ratas expuestos a un modelo de isquemia reperfusion
con atontamiento moderado:

Para evaluar los efectos de la administracion oral de GphT, se les administro
2,35mg de planta seca/ml agua de bebida al dia a un grupo de ratas Wistar (250-300 g
de peso; n=4) durante 7 dias. Al finalizar el tratamiento las ratas fueron sacrificadas y su
corazon canulado mediante la técnica de Langerdoff y expuesto al modelo de I/R por
atontamiento moderado (Ver Materiales y Métodos seccion 3.8.3.4.3.)

Previo a la isquemia, los corazones de ratas tratadas con GphT no mostraron
cambios significativos ni en la contractilidad (P basal= 107,44 + 10,3 mmHg, n=4) ni en
el Ht (12,14 = 0,5 mW/g, n=4) cuando fueron perfundidas con solucion Krebs-C con
respecto a los corazones control (P basal= 95,4 + 6,6 mmHg; Ht=12,9+ 1,6 mW/g, n=7)

Durante la isquemia, GphT no modifico ni el tono diastolico ni la caida en el Ht
con respecto a los corazones de las ratas sin tratamiento.

Durante la reperfusion, la recuperacion contractil post-isquémica de los
corazones de ratas tratadas con GphT alcanzé un 90,6 + 6,1 % de la P preisquémica (de
107,4 = 10,3 mmHg, n=4) a los 45 minutos de R, siendo este valor significativamente
mayor que el obtenido en las ratas no tratadas (69,4 £ 5,7 % de la P pre isquémica).
Ademéas, durante la reperfusion se obtuvo una recuperacion del Ht desde 94,7 + 2,4 %
del Ht preisquémico (12.1 = 0.5 mW/g) a los 5 minutos hasta 84.4 = 5.0% del Ht a los
45 minutos de reperfusion. Estos valores no resultaros significativamente diferentes a
los obtenidos en corazones de rata no tratadas. La economia muscular total (P/Ht) se
recuperd al 90.6 £ 6.1 % del valor pre isquémico (P/Ht basal= 8.8 + 0.6 mmHg.g/mW)

a los 45 minutos de reperfusion (NS vs C). Tampoco hubo diferencias en el tono
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diastolico durante R entre los corazones de ratas tratadas con GphT oral y las que no

fueron tratadas.
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Figura 47: Recuperacion porcentual de la presion desarrollada (P, % del valor pre I) (a); del calor
liberado (Ht: % del valor pre 1) (b) vy de la Economia muscular total (P/Ht: % del valor pre I) en
corazones de rata tratadas con tintura de Gomphrena perennis L (n=4) y sin tratar (C, n=7). El test de
Bonferroni a posteriori del ANOVA mostrado en la tabla 13 dio * p< 0.05 vs C en( a)
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Tabla 13: Resultados estadisticos del ANOVA de dos vias aplicados a los valores de
%P, % Ht y % P/Ht en corazones de rata con y sin pretratamiento GphT al 0,1%. Los
test a posteriori para comparaciones pareadas son mostrados en la leyenda de la figura

44.
Variables del | %P %Ht %P/Ht
ANOVA
Tratamiento F=14.84 F=14.32 F=0.96
DFn=1 DFn=1 DFn=1
P=0,0002 P=0.0002 P=0.3292
Tiempo F=143.92 F=68.11 F=88
DFn= 24 DFn=24 DFn= 24
P<0,0001 P<0,0001 P<0,0001
Interaccion F=2.41 F=1.6 F=1.48
DFn= 24 DFn=24 DFn= 24
P=0.0004 P=0,0402 P=0.0757
DF residual 225 250 286
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Figura 48: Cambios en la presion diastolica (ALVEDP, en mmHg) con respecto al valor preisquémico
obtenidos al comienzo y al final de la isquemia (I) y de la reperfusion (R) para corazones de rata con y
sin tratamiento con tintura de Gomphrena perennis L. en el agua de bebida. *p<0.05 vs cero (test t de

Student)
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4.3.3. Efectos de GphT sobre la presion arterial de ratas:

Para evaluar los efectos de la tintura de G. perennis (GphT) sobre la presion
arterial en ratas, se administré de forma intravenosa distintas concentraciones de GphT
y se registrd los cambios en PA mediante una cénula en la arteria cardtida interna tal
como se describid en el numeral 3.8.5. (Materiales y Métodos)

La presion arterial (PA basal) de las ratas normotensas fue de 70.2 + 15.2 mm
Hg (n=4). La administracion intravenosa de GphT indujo hipotension a las tres dosis
ensayadas. A las dosis de 0.5 % y 2 % el efecto hipotensor fue estadisticamente
significativo y mostr6 un efecto dosis dependiente (APA diastélica: -13.6 + 2.9 y -28.2
+ 11.6 mmHg respectivamente para 0.5% y 2% GphT, n=4, figura 49).

Para evaluar si el efecto hipotensor de la tintura de G. perennis (GphT) es debido
a la liberacioén de 6xido nitrico, se administré 25 pmol/kg L-NAME previo al agregado
de las dosis de GphT. L-NAME es un conocido inhibidor de la NO sintasa, enzima que
cataliza la formacion de 6xido nitrico a partir del aminoacido esencial L-arginina (Rees
y col,, 1990).

APA diastdlica fue significativamente revertida con el pre tratamiento con L-
NAME (fig. 49). La frecuencia cardiaca no fue modifica por ninguna dosis de GphT ni

por la administracion de L-NAME

60- #
| | B GphT0,5%

o 407 Bl GphT 2%
S @l GphT 5%
;g 20 @B GphT 0,5% (L-Name)
% Bl GphT 2% (L-Name)
< 01 GphT 5% (L-Name)
< 20] 7

-40- "

Figura 49. Cambios en la presion arterial (APA distolica, en mm Hg) producido por la administracion
i.v. de tintura de G. perennis a dosis de 0.5, 2 y 5% en ratas normotensas con y sin pre tratamiento con
30 umol/kg L-NAME. Test t de Student : * p < 0.05 vs. Cero. ANOVA: P=0.0018; F=6.293. Test a
posteriori de Bonferroni: *p<0.05 vs GphT 0.5%.
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4.3.4. Estudios de los efectos diuréticos de GphT en ratas:

Para evaluar si la tintura de GphT tiene efecto diurético, se les administr6 GphT
al 0,5 y al 2 % a ratas Wistar tal como se describi6 en la seccion 3.8.6 (Ver Materiales y
M¢étodos) y se midi6 el volumen de orina recogido cada media hora durante 5,5 horas y
media. Ademas, se tratdé un grupo de ratas con amilorida Img/ ml como diurético testigo
y otro grupo con vehiculo etanolico (solucién de etanol 70°). Como se muestra en la
figura 50 encontramos que luego de 5,5 horas de monitoreo, el volumen urinario
estandarizado por el peso del animal en las ratas tratadas con GphT a ambas dosis no
fue diferente al obtenido con las ratas tratadas con vehiculo. La amilorida utilizada
como droga de referencia en la dosis de 10 mg/kg presentd un aumento significativo del
volumen urinario comparado con el grupo control (vehiculo) a partir de la primera hora,
manteniéndose durante las 5 horas y media posteriores. Estos resultados sugieren que
GphT no posee efecto diurético a las dosis administradas. En concordancia con esto, los
valores de excrecion urinaria volumétrica obtenidos para el grupo de ratas tratado con
GphT 0,5%, GphT 2 % y vehiculo etandlico no son diferentes a 100, mientras que para

amilorida se obtuvo una EUV significativamente mayor al 100%. (Tabla 14)

5-
- =@ Amilorida 1 mg/ml
oot *
E 4 -l Vehiculo etandlico
c
g —&— GphT 0.5%
=4 31 -%- GphT 2%
£ 2
]
S 11
E
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0 100 200 300 400
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Figura 50: Volumen urinario acumulativo en un modelo de simple dosis. Los valores son expresados
como la media + S.E.M. Test ANOVA de dos vias, Por tratamiento: F=140,58;, DFn =3, p<0,0001; Por
tiempo: F=83,35, DFn=11, P<0,0001; Ambos DFd=114. Bonferroni postest: # p<0.05 vs Vehiculo y
GphT 2%, * p<0.05vs todos los tratamientos.
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Tabla 14: Valores de excrecion urinaria volumétrica

EUV Amilorida EUV Vehiculo EUV GphT 0.5% EUV GphT 2%
(n=8) etanodlico (n=8) (n=8) (n=8)
193,86* +£15,49 94,82*% + 12,17 98,06* + 3,18 103,5*+ 9,80

Test t : *p<0.05 vs Amilorida, # p< 0.05 vs 100.

Ademas de la medicion del volumen total de orina por grupo tratado, se midio la
concentracion urinaria total de iones Na y K por fotometria de llama. Los resultados
muestran que no hubo diferencias significativas en los contenidos de iones urinarios de
GphT tanto al 0.5 como al 2% con respecto al vehiculo (figura 51). Por su parte,
amilorida (diurético ahorrador de potasio) indujo un incremento en la excrecién de Na"
con respecto al vehiculo y a ambas dosis de GphT (1.20 £0.06 vs. 0.71% 0.22 mEq/kg
en el vehiculo o 0.61+ 0.17 mEg/kg en GphT 0,5% o 0.63%= 0.12 en GphT 2%,
*p<0.05 Test a posteriori Bonferroni de ANOVA de una via P=0.0246; F=4.497) y una
caida en la excrecion de K" con respecto a los demas tratamiento, siendo esta ultima
estadisticamente no significativa (0.21 +£0.04 vs. 0.51% 0.15 mEq/kg en el vehiculo o
0.62+ 0.14 mEq/kg en GphT 0,5% o 0.49+ 0.04 en GphT 2%, NS Test a posteriori

Bonferroni de ANOVA de una via)
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Figura 51: Contenido de iones en orina (mEq/kg) de dos concentraciones de tintura de Gomphrena
perennis L., amilorida y vehiculo etandlico luego de 5.5 h de diuresis en 4 experimentos (n total de
animales= 8). * p<0.05 vs amilorida, test a posteriori Bonferroni de ANOVA de una via.

137



4.3.5. Estudio de los efectos de GphT sobre la actividad central en ratones:

4.3.5.1. Efectos de GphT en la movilidad espontianea y enderezamientos en

ratones:

4.3.5.1.2. Test de campo abierto en ratones:

Para evaluar la locomocion espontanea y la actividad exploratoria de los ratones
en el test de campo abierto, se administraron en forma intraperitoneal distintas dosis de
GphT (400, o 800 mg/kg) y se registraron las mediciones en cada raton cada 30 min
como se describid en la seccion 3.7.4.1.1 (Materiales y métodos)

En el campo abierto, GphT no modificé significativamente el nimero de lineas
cruzadas durante 5 minutos como medida de la locomocion (Fig 52) en el tiempo total
del experimento en comparacion con valores obtenidos de ambos parametros para los
ratones tratados con vehiculo (solucion etandlica) o con solucion fisiologica (control
negativo).

En la medida de movilidad espontanea encontramos que los ratones tratados con
diazepam 5 mg/kg disminuyeron el niimero de lineas cruzadas durante 5 minutos en las
mediciones realizadas a los 30 y 60 minutos. Este resultado valida al diazepam como
control positivo del test realizado.

Por otra parte, mientras que la GphT a las dosis de 400 mg/kg no produjo
cambios estadisticamente significativos en el nimero de enderezamientos, GphT 800
mg/kg redujo significativamente este pardmetro a los 30, 60 y 120 minutos frente a
solucion fisiologica. Ademds, el numero de enderezamientos del grupo de ratones
tratados con solucion fisioldgica fue significativamente mayor que el encontrado tanto

para el grupo de ratones tratados con diazepam 5 mg/kg como para el grupo tratado con
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vehiculo a los 60 y 120 minutos del experimento. Sin embargo, ni GphT 400 mg/kg ni

GphT 800 mg/kg fue significativamente diferente al vehiculo en estas condiciones

(Figura 53).
Movilidad espontanea

£
£ -=- Sol fisiolégica
‘2 2004 =+ Vehiculo etandlico
3, -+ Diazepam 5mg/kg
-(-‘: -~ GphT 400mg/kg
N GphT 800mg/kg
G
[72]
1]
(V]
S
z 0 ' '

0 50 100

tiempo (min)

Figura 52. Efecto de GphT sobre la movilidad espontinea de ratones (n = 6 - 9). Los valores son
expresados como la media £ S.E.M. Test ANOVA de una via. Por tratamiento:F=47,82;P<0.0001;por
tiempo: F=5.52; P=0.0003. Test a posteriori: Bonferroni *p<0.05 vs diazepam.

Enderezamientos

- Sol fisiologica

=+~ Vehiculo etandlico
= Diazepam 0.3 mg/kg
=&~ GphT 400mg/kg

GphT 800mg/kg

N° de enderezamientos en 5 min

0 L] L] 1
0 50 100 150
tiempo (min)

Figura 53. Efecto de GphT sobre la exploracion en ratones (n = 6 - 9). Los valores son expresados como
la media + S.E.M. Test ANOVA de una via. Por tratamiento:F=10.98,P<0.0001;por tiempo: F=36.93;
P=0.0003. Test a posteriori: Bonferroni *p<0.05 vs diazepam.# p<0.05 vs vehiculo etandlico, &p<0.05
vs GphT 800 mg/kg.
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4.3.5.1.2. Test de laberinto en cruz elevado (LCE):

Con el objetivo de evaluar la actividad ansiolitica de GphT se utilizo el test de
LCE. Para ello se administraron en forma intraperitoneal dos dosis diferentes de GphT
(400 y 800 mg/kg) y se realizaron las mediciones correspondientes cada 30 min como se
describi6 en el inciso 3.8.4.1.2 de la seccion Materiales y métodos de esta tesis.

Previo a la realizacion de la experiencia los ratones fueron sometidos al test durante 5
minutos donde se evaluaron todos los parametros a medir. En esa experiencia previa se
mostro que los ratones no mostraban comportamiento diferente entre ellos, con lo cual
fueron sometidos al test en grupos formados aleatoriamente.

En la figura 54 se muestran el nimero de ramas abiertas y el tiempo de permanencia en
ellas para los grupos de ratones tratados con solucion fisiologica y con diazepam (0.3
mg/kg, control positivo). Ambos pardmetros son significativamente mayores para el
grupo de ratones tratados con el ansiolitico (diazepam) lo que valida el test a utilizar.

GphT 400 mg/ml disminuy6 significativamente el niimero de entradas a las
ramas abiertas a los 30 minutos del ensayo comparado con el grupo de diazepam 0.3
mg/ml (control positivo) (Fig 55a). Este efecto no fue mantenido en el transcurso de
experimento. Ademas no modifico el tiempo de permanencia en las ramas abiertas en
ningun tiempo de medida (Fig 55b).

Por otra parte, GphT 800 mg/ml no modific6 con respecto al control positivo el
nimero de entradas a las ramas abiertas (Fig 55a). Sin embargo disminuy¢ el tiempo de
permanencia en las mismas en comparacion con el grupo tratado con diazepam, siendo
este efecto estadisticamente significativo s6lo a los 60 minutos del experimento (Fig

55b).
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Figura 54: Numero de ramas abiertas (a) y tiempo de permanencia en ramas abiertas (b) en funcion del

tiempo de ratones tratados con solucion fisiologica (n=10) y diazepam 0.3 mg/ml (n=14) expuestos al
test de laberinto en cruz elevado. (*p<0.05, test t)

Ni GphT 400 mg/ml ni GphT 800 mg/ml mostraron diferencias significativa en
ambos parametros (numero de entradas y tiempo de permanencia en las ramas abiertas)
cuando las comparamos con el vehiculo etandlico, el cudl tiene efecto a nivel del
sistema nervioso central especificamente en el comportamiento (Clayman y col, 2017),
probamos el efecto de la infusién de G. perennis en un grupo de ratones que fueron
expuestos al test del laberinto en cruz elevado. Sin embargo, la infusién no mostrd
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cambios en los parametros medidos comparados con diazepam a lo largo de todo el

experimento (Fig 55a y b)
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*p<0.05 vs Diazepam 0.3 mg/ml Test a posteriori de Bonferroni; ANOVA de dos vias: Por
tratamiento: F=3.38, DFn=4, P=0.0109; Por tiempo: F=2.39,Dfn=3,P=0.0.0706 .
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*p<0.05 vs Diazepam 0.3 mg/ml Test a posteriori de Bonferroni; ANOVA de dos vias: Por
tratamiento: F=0.55, DFn=12, P=0.8779; Por tiempo: F=0.97,Dfn=3,P=0.4094 .

Figura 55: Numero de ramas abiertas (a) y tiempo de permanencia en ramas abiertas (b) en funcion del
tiempo de ratones tratados con vehiculo etandlico (n=8, diazepam 0.3 mg/ml (n=14), GphT 400mg/kg
m=10, GphT 800 mg/kg (n=9) y Ghp decoccion 400 mg/ml (n=7) y expuestos al test de laberinto en cruz
elevado. (*p<0.05, test t)
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5. DISCUSION
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En la presente tesis se llevd a cabo un screening de las actividades de la tintura
de Gomphrena perennis L (GphT) en distintos sistemas bioldgicos mediante el estudio
farmacologico en diferentes modelos experimentales. Entre las actividades evaluadas se
validaron los usos en medicina popular de G. perennis como antiespasmoédico intestinal
e hipotensor y se evaluaron también los efectos sedantes, ansioliticos, diuréticos,
cardiacos.

Ademés se realizd el estudio fitoquimico de G. perennis como un primer paso
para la caracterizacion de los metabolitos secundarios que podrian ser los responsables

de su uso tradicional.

5.1. Estudio fitiquimico:

Salvo la presencia de 20-hidroxiecdisona, los protoalcaloides betaina y colina
reportados por Buschi y Pomilio, (1983); se desconocen la mayoria de los grupos
fitoquimicos presentes en G. perennis, razon por la cudl esta tesis aborda el estudio de
los mismos, utilizando estandares de referencia y metodologia propuestos en “Plant
Drug Analysis” (Wagner y Bladt, 1996). La discusion de los resultados obtenidos en el
estudio fitoquimico de G. perennis sera llevada a cabo presentando las caracteristicas
generales de cada grupo fitquimico del cual se pudo determinar su presencia en dicha

especie.

5.1.1. Flavonoides:

Los flavonoides son uno de los grupos de constituyentes naturales mas
numerosos y ampliamente distribuidos en los vegetales. Se carecterizan por una
configuracion comun C6-C3-C6, en la que dos anillos bencenicos A y B esta unidos por

un elemento C; diferente segin la naturaleza de cada grupo estructural, el primero se
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denomina anillo o agrupacion benzoilo y es B cinamilo. Tanto en un anillo como otro
aparecen grupos OH libres, metilados o unidos a restos de azucares sencillo o
complejos, pero la principal diferencia entre uno y otro flavonoide radica en el estado de
oxidacion de la unidad Cs, apareciendo grupos con caracteristicas bien diferenciadas.
(Lock, 1994) Los flavonoides se hallan presentes en todas las partes de las plantas,
siendo mas comunes las flavonas y flavonoles, y mas restringidas en su ocurrencia las
isoflavonas, chalconas y auronas. (Luckner, 1990)

Se caracterizan de forma general por su solubilidad en agua y etanol, su caracter
fendlico y su intensa absorcion en la region UV y visible del espectro, debido a la
presencia de sistemas aromaticos y cojungados. Una clasificacion preliminar del tipo de
flavonoides en un extracto de la planta puede hacerse basandose en el estudio de sus
propiedades de solubilidad y de comportamiento ante reacciones de coloracion. A
continuacion se realiza un examen cromatografico de dicho extracto. (Lock, 1994)

La revision bibliografica de G. perennis no aportd datos sobre la presencia de
flavonoides en esta especie, pero si en el genero Gomphrena revelando predominancia
de flavonoles y flavonas en este grupo fitoquimico. (Bouillant y col., 1978; Chong y
col., 1981; Buschi y Pomilio, 1982, 1983)

La reaccion de Shinoda positiva en GphT, es indicativo de la posible presencia
de flavonoides (excepto del tipo isoflavonas, chalconas y auronas). Los resultados
positivos de las reacciones de toque sobre papel con: Hidroxido de Sodio (NaOH)
indico la posible presencia de flavonas y/o flavanonoles debido a la coloracion
presentada por formacion de estructuras resonantes de color amarillo en los extractos de
G. perennis. El Acido Bérico (H3;BO;) en presencia de flavonas y flavonoles en medio

alcalino forma quelatos con dos hidroxilos fenolicos en posicidon relativa en orto, asi
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como para flavonoides con un grupo carbonilo en 4 y un oxidrilo en posicion 5,
presentando color amarillo con fluorescencia verde, el cual se evidencid en los
extractos. El Cloruro de Aluminio (AICl;) forma complejos o lacas de intensa
fluorescencia a la luz de Wood, con hidroxilos en posicion orto hidroxil-cetonas
vecinos, los primeros son labiles ante el agregado de solucion HCI al 20% mientras los
ultimos son estables, en los extractos de G. perennis se produjo la formacién de dichas
lacas obsevando fluorescencia verde-amarillenta. (Lock, 1994; Dominguez, 1973)

La presencia de numerosas bandas amarillas en los extractos metanolico e
hidroalcoholico de G. perennis determinadas por CCD en diferentes Rf descrita en la
tabla 6 llevaria suponer la presencia de Glicosidos de flavonoles en G. perennis
coincidiendo con los resultados de las reacciones de caracterizacion de flavonoides
anteriormente descriptas.

Uno de los métodos mas usuales para analisis preliminar de la estructura de un
flavonoide, es la absorcion UV-Vis, el cual es usado para identificar el tipo de
flavonoide como el modelo de oxigenacion, puede ser mejor definido con el uso de
reactivos que provocan desplazamiento de las bandas de absorcion proporcionando
informacion adicional Util para la identificacion del flavonoide (Lock, 1994) este ultimo
procedimiento no fue realizado para esta tesis.

Los espectros de los flavonoides son determinados generalmente en soluciones
alcoholicas, presentando alta intensidad de absorcion en tres bandas del espectro
comprendidas entre 200-400nm. La intensidad de cada una de ellas varia con las
contribuciones relativas a la resonancia total de la molécula de las formas benzoilo,
cinamoilo y anillo de pirona, a los efectos de identificacion resultan significativas

especialmente las modificaciones que puedan producirse en las dos primeras. El
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espectro tipicamente consiste en dos maximos de absorcion en los rangos 240-280nm
(Banda II, BII) y 350-550nm (Banda I, BI). En el espectro de absorcion UV de los
extractos GphT y GphMeOH de G. perennis (Ver figura 34 y 35) correspondiente a los
tres de los picos observados en el cromatograma en HPLC, se evidenciaron dos bandas
dentro del rango 240nm-280nm para BII y 330nm-350nm para BI, valores que se
aproximan al rango correspondiente para flavonoles: BII (250-280nm) y BI (330-
360nm) que indicaria la presencia de 3-OH sustituidos o BII (250-280nm) y BI (350-
385nm) para 3-OH libres. (Markham, 1982)

De todo lo anterior se podria suponer la presencia de flavonoides del tipo de
glicésidos de flavonoles en G. perennis, los cuales han sido aislados de otras especies
del mismo género como Gomphrena martiana, Gomphrena globosa y Gomphrena

boliviana (Ver tabla 1)

5.1.2. Alcaloides:

Los alcaloides son sustancias organicas nitrogenadas con caracter basico y
mayoritariamente de origen vegetal. Tienen una estructura compleja y son capaces de
precipitar con ciertos reactivos caracteristicos. En las reacciones generales los alcaloides
forman sales dobles con los compuestos de mercurio, oro, platino, bismuto, etc. Estas
sales dobles suelen obtenerse como precipitados y muchas son caracteristicas desde el
punto de vista cristalografico. Se considera la posible presencia de alcaloides si se
obtienen resultados positivos de por lo menos cuatro de los reactivos utilizados. Sin
embargo, cabe aclarar que los precipitados también pueden ser causados por proteinas,
betainas, cumarinas, hidroxiflavonas, y algunos lignanos. (Kuklinski, 2000)

La formacion de precipitados con todos los reactivos utilizados para la deteccion
de alcaloides, asi como la CCD descripta en la tabla 7 evidenciaria la presencia de
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alcaloides en los extractos GphT y GphMeOHt de G. perennis. La presencia de los
protoalcaloides como betaina y colina en G. perennis, (tabla 1) fue reportada por Buschi

y Pomilio (1983) lo cual esta en concordancia con los resultados obtenidos.

5.1.3. Saponinas:

Las saponinas son heterosidos que se caracterizan por su capacidad para
producir espuma cuando se agita una solucidon acuosa que las contiene. Las saponinas
puedes ser (Kuklinski, 2000):

e Triterpénicas: procedentes de la ruta del 4&cido mevalonico las cuales a si vez se
subdividen en saponinas triterpénicas pentaciclicas (Derivadas del oleano o del
ursano) y saponinas triterpénicas tetraciclicas que conservan la estructura bésica
del dammarano con tres ciclos de 6 miembros y un ciclo de 5 miembros.

e Esteroidicas: También sintetizadas por la ruta del acido mevalonico y en general
menos frecuentes que las saponinas triterpénicas pentaciclicas.

Los resultados positivos de las reacciones generales para saponinas y de la CCD
evidencian la posible presencia de saponinas en G. perennis, que aunque no habian sido
reportadas para esta especie, si han sido aislados compuestos de este tipo (tabla 1) en

otras especies como Gomphrena crocephala (Youngy col., 1997)

5.1.4. Triterpenos y esteroides:

Los triterpenos y esteroides son compuestos de C3p procedentes de la ciclacién
del escualeno, los triterpenos poseen una estructura siempre policiclica, normalmente
tetra o pentaciclica. No existe una diferencia fundamental entre los triterpenos y los
esteroides, considerandose estos ultimos triterpenos tetraciclicos que han perdido, como

minimo tres metilos. (Bruneton, 1995).
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El desarrollo de una coloracion verde permanente en la reaccion de Lieberman-
Burchard nos llevaria a confirmar la presencia de compuestos con nucleo esteroide
detectadas en G. perennis, (Dominguez, 1973) numerosos esteroides han sido aislados
previamente del genero Gomphrena (tabla 1), siendo el eicosanoide 20-hidroxiecdisona
uno de los esteroides presentes en G. perennis. (Savchenko y col., 1998; Sarker y col.,
1996; Young y col., 1992; Barneji y col., 1971; Buschi y pomilio, 1983)

El perfil del extracto no polar (GphDCM) mostré bandas que al ser reveladas
con VS tomaron coloracién azul violacéa caracteristica de triterpenos, con lo cual
coincidiria como en otras especies como Gomphrena meyeniana de la cual se han

aislado estroides y triterpenos. (Buschi y pomilio, 1981, 1982a, 1983)

5.1.5. Glicosidos cardiotonicos:

Los Glicosidos cardiotonicos son compuestos formados por una parte
glucocidica constituida por una o varias unidades de azuicar y un aglicon con un nucleo
esteroidico (C27, tetraciclico) unido a un anillo lactonico insaturado. Se clasifican en
cardenolidos y bufadiendlidos. (Kuklinski, 2000)

En la CCD se observaron bandas del mismo color que los cardiotonicos usados
como sustancias de referencia posterior al revelado con el reactivo de tricloruro de
antimonio (SbCls) por encima y por debajo de estas ultimas (Rf descritos en la tabla 10),
sin embargo, ya que el revelado con dicho reactivo también detecta sapogeninas (Lock,
1994), cuya presencia se confirmo para G. perennis, no se puede confirmar la presencia

de glicosidos cardiotonicos.
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5.1.6. Grupos fitoquimicos ausentes en G. perennis

En los estudios preliminares de G. perennis se comprobo la ausencia de los
siguientes grupos fitoquimicos: taninos, cumarinas y esencias. Para el caso de las
esencias, la presencia de numerosos tricomas simple uniseriados-pluricelulares y no
glandulares, asi como la ausencia de glandulas y células oleiferas en la descripcion
microscopica de G. perennis (Carbone, 2015), llevaria a suponer la ausencia de este tipo
de compuestos en esta especie explicando las dificultades presentadas en esta tesis para

su obtencion.

5.1.7. Perfiles cromatograficos:

El primer paso a seguir en el conocimiento fitoquimico de una especie es definir
cuales grupos de sustancias pueden estar presentes, para de esta manera lograr la
identificacion de la planta y de aquellas sustancias capaces de ejercer las actividades
farmacologicas. No siempre se conoce la constitucién quimica de la planta por lo cual
es indispensable realizar el perfil cromatografico del o de los extractos en condiciones
definidas de analisis lo que lleva a formar un disefio caracteristico debido a la migracion
diferencial de sus constituyentes llamado huella digital “finger print” de la planta.
(Sharapin, 2000).

La técnica de HPLC es una herramienta versatil y de gran utilidad para la
investigacion analitica de los constituyentes extractos vegetales (Hostettman y col.,
1997), en la presente tesis se uso la técnica de HPLC con el fin de obtener un perfil
cromatografico de los extractos polares de G. perennis, asi como confirmar la presencia
de algunos grupos fitoquimicos, especificamente flavonoides, cuya presencia se suponia

por reacciones caracterizacion y CCD discutidos anteriormente en la seccion 5.1.1.1.
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Los cromatogramas HPLC, del extracto metanolico total (GphMeOHt) e
hidroalcohdlico (GphT) evidenciarion tres picos predominantes con Tr = 13, 26 y 42
minutos respectivamente, similares para los dos extractos (Fig. 34 y 35). Como ya se
menciono anteriormente en la seccion 5.1.1.1 de la presente discusion, los espectros de
absorcion UV dichos picos evidenciaron bandas dentro del rango 240nm-280nm para
BII y 330nm-350nm para BI, que permitiria suponer que las tres sustancias
evidenciadas en el cromatograma de HPLC son similares para ambos extractos, lo que
estaria de acuerdo con los perfiles cromatograficos obtenidos por CCD los cuales fueron
similares para GphT y GphMeOH variando en la intensidad las bandas al observar a luz
UV 365 nm, después del revelado con RPN.

Sin embargo, para definir la identidad de las sustancias evidenciadas en cada uno
de los picos en el cromatograma de HPLC, su proporcion y su completa similitud en los
dos extractos se tendrian que utilizar otros métodos diferentes como andlisis en
cromatografia de alto rendimiento acoplada a espectrometria de masa (HPLC-ESI-MS)
0 a resonancia magnética nuclear (RMN).

La determinacion de los perfiles cromatograficos por CCD para los extractos
polar (GphMeOH) y no polar (GphDCM), asi como la determinacion del perfil de los
extractos GphT y GphMeOH por HPLC permiten una caracterizacion inicial de los
grupos de sustancias presentes en G. perennis, que puedan llegar a justificar su uso

tradicional.
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5.2. Estudio de la actividad antioxidante total de Gomphrena perennis L.

Debido a que existen reportes bibliograficos de la actividad antioxidante para
especies del género Gomphrena (Hamiduzzaman y Azam, 2012; Andrade y col., 2012)
se evalud la actividad en los extractos de diclorometano (GphDCM), acetato de etilo
(GphACcEt) y metandlico (GphMeOH) de G. perennis, mediante la cuantificacion de la
actividad atrapadora ABTS™" y el poder reductor. Los resultados evidenciaron actividad
antioxidante in vitro en los extractos de G. perennis, como atrapadores del radical
ABTS™ y reductores del reactivo de Folin, siendo mayor la actividad en GphMeOH
respecto a la de GphAcEt y GphDCM, los cuales no mostraron diferencias entre si
(Tabla 11). De igual forma, se observa que los valores de actividad atrapadora de radical
ABTS™ se corresponde proporcionalmente con su contenido en fenoles totales, lo que
estaria de acuerdo con la correlacion reportada por otros autores entre la actividad
antioxidante de un extracto vegetal y su contenido en fenoles totales (Babbar y col.,
2011 y Floegel y col., 2011).

Con el fin de caracterizar compuestos fenolicos, en especial flavonoles, se
analizaron por CCD los extractos GphMeOH y GphDCM. La CCD permitié la
observacion en GphMeOH y GphDCM de bandas comprendidas en el rango de las
sustancias de referencia, con capacidad de decolrar DPPH’, sin embargo no se puede
confirmar correspondencia con ninguna de estas.

La actividad antioxidante de los metabolitos presentes en los extractos de G.
perennis no seria atribuible a las sustancias de referencia como rutina, isoquercetina,
quercetina, kaempferol, acido cafeico, acido clorogénico o acido isoclorogénico,
reconocidos por su actividad antioxidante y presentes en muchas especies vegetales

(Prior y col., 2005; Rice-Evans y col., 1997; Pietta, 2000; Cos y col., 2000; Pannala y
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col., 2001; Brewer, 2011) dado que no se evidencid correspondencia con estas por las
técnicas de CCD y HPLC (ver seccion 4.2 en resultados). Con lo cual la actividad
antioxidante se deberia a otras sustancias diferentes a las ya mencionadas, que no se

han logrado identificadar en esta tesis.
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5.3. Actividades bioldgicas

5.3.1. Estudio del efecto antiespasmodico de la tintura de Gomphrena

perennis L.

Muchas especies de plantas en Argentina son usadas desde hace afos para el
tratamiento de desodrdenes digestivos ocasionados por la ingesta excesiva de alimentos.
Existen documentos que datan del siglo XVIII donde se hace alusion a diferentes
especies vegetales para el uso en trastornos gastrointestinales tales como el comunmente
denominado “empacho”, donde el uso de la medicina popular es frecuente. Entre estas
especies encontramos Alternanthera pungens (Kunth) que pertenece a la familia
Amaranthaceae como G. perennis (Campos-Navarro y Scarpa, 2013). De alli y de los
antecedentes etnobotanicos reportados por Orfila y D’Alfonso (1999) para G. perennis
surge el interés de evaluar los efectos gastrointestinales de la GhpT. Este estudio se
realizod tal como se describié anteriormente mediante el uso de curvas concentracion
respuesta en duodeno e ileon aislado de rata.

En estos experimentos encontramos que la tintura de G. perennis (GphT)
demostrd tener actividad antiespasmodica intestinal.

Otros autores encontraron también un efecto antiespasmodico en los extractos
etanolicos de Alternanthera sessilis, un especie originaria de Pakistan perteneciente
también a la familia de las Amaranthaceae. Alternanthera sessilis mostrd efecto
espasmolitico concentracion dependiente en yeyuno aislado de conejo. Ademas produjo
la relajacion de las contracciones tonicas inducidas por alto K (80mM) (Sagib y Janbaz,
2016).

En los experimentos realizados en esta tesis se muestra que la GphT actia como
antagonista no competitivo de la contraccidon colinérgica dado que disminuyo6 el efecto
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maximo de la contraccion inducida por carbacol en modo dependiente de la
concentracion. El carbacol es un fairmaco con accion muscarinica, por lo que el efecto
no competitivo encontrado sugiere que las propiedades antiespasmodicas de la tintura
no son debidas a una accion antimuscarinicas.

Para dilucidar el mecanismo causante del bloqueo no competitivo de la tintura
en las CCR de carbacol, se evalud la capacidad de afectar el influjo de calcio en el
musculo liso intestinal. GphT mostr6 también actividad antagonista competitiva frente
al influjo de Ca®" en dicho musculo liso gastrointestinal.

Blanco y col. (2013) evaluaron el efecto del verapamil, un conocido bloqueante
de los canales de Ca® encontrando una comportamiento como antagonista no-
competitivo de la Ach (Figura 40) con un pD’2 de verapamil frente a acetilcolina de
6,22 + 0,16. Por otra parte encontraron que verapamil se comporté como un antagonista
no-competitivo de las CCR de Ca”" en medio despolarizante de alta [K'] a pesar de ser
un conocido bloqueante de los canales de Ca*". (Figura 42). Los autores sugieren que
este comportamiento puede asociarse a su modo de interaccion con los canales, que
ocurre desde el interior de la célula en un sitio diferente al de unién del Ca** (Blanco y
col., 2013)

Cuando se compararon el patron de las CCR de Cbl y Ca™ obtenido en presencia
de GphT con el obtenido en presencia de verapamil (Blanco y col., 2013) se encontrd
una importante similitud entre ambas respuestas. Este efecto es tipico de la presencia de
flavonoides, los cuales fueron detectados en G. perennis esta planta y se conoce su
capacidad de bloquear canales de Ca™.(Vasconcelos y col., 2015; Zhang y col., 2017)
Los resultados de GphT estdn de acuerdo con los encontrados por otros autores en el

extracto etanolico de Alternanthera sessilis donde mostraron que éstos extractos reflejan
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. + . .
la presencia de componentes que bloquean los canales de Ca™ siendo los mismos

responsables de su accidon antiespasmodica. (Sagib y Janbaz, 2016).

5.3.2. Estudio de los efectos sobre la conducta de la tintura y decoccion de

Gomphrena perennis L.

Varios extractos de plantas usados cominmente como antiespasmodicos tienen
ademas propiedades sedantes, siendo este efecto benéfico en el tratamiento de los
desérdenes gastrointestinales. Dado que otros autores han reportado efectos
tranquilizantes de las partes aéreas de Gomphrena perennis L. (Basualdo y col. 2004),
evaluamos preclinicamente las propiedades sobre la conducta de la tintura de G.
perennis (GphT).

Los test empleados para evaluar las actividades antes mencionadas han sido
previamente validados y utilizados en el laboratorio de la Catedra de Farmacologia de la
UNLP donde se realiz¢ esta tesis (Consolini y col, 2006; Ragone y col, 2007).

Los resultados obtenidos en el test de campo abierto muestran que la GphT no
modificod la movilidad espontanea a las dosis ensayadas en comparacién con aquellos
ratones tratados con solucidon fisioldgica (control negativo). El vehiculo etandlico
tampoco modificé la movilidad espontdnea con respecto a la solucion fisiologica,
mientras que diazepam la redujo. Estos resultados sugieren que G. perennis no modifica
la locomocion en ratones a las dosis ensayadas. Por otra parte, el vehiculo indujo una
caida estadisticamente significativa en el nimero de exploraciones con respecto al
grupo de ratones tratados con solucion fisiologica a los 60 y 120 min. Sin embargo estos
resultados no fueron significativamente diferentes a los encontrados con GphT. Estos
resultados sugieren que G. perennis no modifica la locomocion en ratones a las dosis
ensayadas.
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De igual manera, GphT 400 mg/Kg tampoco mostrd cambios significativos en el
numero de enderezamientos. Por el contrario, GphT 800 mg/Kg disminuyo
significativamente éste parametro a los 30, 60 y 120 minutos frente a solucion
fisiologica. Si bien, el vehiculo mostré el mismo comportamiento a los 60 y a los 120
minutos, el efecto es diferente a los 30 minutos del experimento donde GphT 800 mg/kg
muestra un valor significativamente menor a la solucion fisioldgica y no asi el vehiculo.
Dado que las sustancias con accion ansiolitica tienden a reducir el numero de
exploraciones (Willner P, 1991), estos datos sugieren que GphT 800 mg/kg podria tener
un efecto ansiolitico siendo este efecto maximo a los 30 minutos de la administracion
intraperitoneal.

A partir de estos resultados, se ensayaron ambas dosis de GphT en el test del
laberinto en cruz elevado (LCE) para evaluar el efecto ansiolitico de las mismas. En este
test encontramos que GphT 400 mg/Kg mostré efecto ansiogénico a los 30 minutos
disminuyendo el numero de entradas a las ramas abiertas mientras que GphT 800
mg/Kg mostrd igual efecto disminuyendo el tiempo de permanencia a los 60 minutos
del test versus diazepam. Este comportamiento muestra un leve efecto ansiogénico para
GphT a ambas dosis de GphT que no fue evidenciado en el campo abierto.

Sin embargo, es posible que este efecto ansiogénico evidenciado en el LCE s6lo
en un tiempo y para un solo parametro en cada dosis esté influenciado por la menor
sensibilidad de este test para evaluar agentes ansioliticos con mecanismos de accion
diferentes a la modulaciéon alostérica GABA descripta por otros autores (Cardenas y
Navarro, 2002). En este aspecto es sabido que el etanol no s6lo posee accion sobre los
receptores GABA, sino también sobre los receptores NMDA y receptores

dopaminégicos a nivel del sistema nervioso central (Bassareo y col., 2017; Xu y Kang,
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2017). Ademas, otros autores han encontrado efectos ansiogénicos cuando evaluaron la
administracion crénica e intermitente de alcohol en ratas adultas que fueron sometidos
al test de laberinto en cruz elevado (Van Skike y col., 2015), con lo cual la
administracion de G. perennis en un vehiculo etandlico (como tintura) podria
enmascarar o distorsionar los efectos conductuales especificos de esta especie vegetal.
En base a esto, resulté de interés evaluar los efectos de la G. perennis en una
vehiculo acuoso. En estos experimentos se encontrd que el cocimiento de G. perennis
no mostro efectos ansioliticos en el laberinto en cruz elevado (LCE) a la concentracion

evaluada.

5.3.3. Estudio de los efectos cardiacos de la tintura de Gomphrena perennis

L. (GphT)

Existen en bibliografia varios estudios preclinicos y clinicos que reportan las
acciones benéficas de extractos de plantas medicinales o productos bioldgicos obtenidos
de ellas en el tratamiento tanto de arritmias como de otras patologias cardiacas. En ellos
se ha encontrado que drogas de origen natural o los componentes purificados a partir de
ellas no so6lo han sido eficientes en el tratamiento de las patologias antes mencionadas
sino también que su toxicidad y efectos adversos son muy bajos (Brenyo y Aktas, 2014;
Wang y col., 2016; Chuang y col., 2016). Como ejemplo de esto podemos citar plantas
como el Crataegus o el Ginkgo biloba. En el primer caso, se ha demostrado que
extractos de flores y frutos de Crataegus pueden ser utilizados para el tratamiento de
arritmias, hipertension, angina de pecho o falla cardiaca (Schiissler y col, 1995),

mientras que por su parte los gingdlidos extraidos del Ginkgo biloba previenen las
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arritmias por isquemia por acortar la duracion del potencial de accion cardiaco e inhibir
las corrientes de Ca™ (Zaho y col., 2013).

Dado que las patologias cardiacas son una de las mayores causas de muertes en
el mundo actual y los farmacos utilizados en clinica para el tratamiento de estas
afecciones poseen alta incidencia de efectos adversos, es de interés el estudio de los
efectos cardioprotectores de plantas con potenciales acciones terapéuticas. Por otro lado,
acciones cardiacas directas de extractos de plantas utilizadas con otro fin pueden oficiar
de posibles efectos adversos o contraindicaciones para el uso de las mismas. (Alonso y
Desmarchelier, 2005)

En esta tesis se describio los efectos directos de la tintura de G. perennis
(GphT) en un modelo de atontamiento cardiaco moderado en corazones aislados de
ratas. El estudio se realizd desde un enfoque mecéanico energético donde se midio
durante el periodo de isquemia y reperfusion (I/R) tanto la contractilidad miocéardica
como el comportamiento energético de los corazones.

En trabajos previos realizados en el laboratorio de la Catedra de Farmacologia
de la UNLP, se ha encontrado que en corazones de rata expuestos a un periodo de
isquemia por corte de flujo, muestran una reduccion en economia muscular durante la
reperfusion debido a una caida en la contractilidad asociada a un aumento en la
liberacion de calor y a un aumento en el tono diastolico (Consolini y col., 2007).
Teniendo en cuenta estos antecedentes, en esta tesis se analizo el efecto de la perfusion
directa de GphT. Las concentraciones utilizadas fueron elegidas en base a los resultados
obtenidos en los ensayos “ex vivo” realizados en intestino de rata, en los cuales se

demostro el efecto antiespasmoédico de esta tintura.
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Los resultados muestran que la perfusion directa de distintas dosis de GhpT
poseen un leve efecto inotropico positivo, el cual resultdé no ser estadisticamente
significativo comparado con el control (Krebs-C) o con el vehiculo (Krebs- etanol). Es
conocido que los glicésidos cardiotonicos producen efecto inotropico positivo en el
corazdn, si bien hay indicios de ellos en esta planta ain no se ha confirmado su
presencia. Por otra parte, el leve efecto cardiotonico podria ser debido al menos en parte
a la presencia de flavonoides en la tintura de G. perennis (GphT), estos ultimos
encontrados en esta tesis. Varios autores han mostrado que los flavonoides disminuyen
el riesgo de enfermedad cardiaca por mejorar la funcion cardiaca y la circulacion del
musculo cardiaco. En ellos se encontr6 que el flavonoide quercetina en mayor medida y
genisteina y lutelina en menor proporcion han sido los responsables de esta actividad
cardioténica (Hertog y col., 1995; Yochum y col., 1999). Sin embargo, no hay evidencia
concluyente acerca de los efectos de estos flavonoides en la cardioproteccion frente a la
injuria por isquemia reperfusion cardiaca.

En un estudio mecanico calorimétrico de corazones de rata perfundidos con 20
umol/L. de genisteina y expuestos a un modelo de isquemia reperfusion por
atontamiento leve a 37 °C se encontrd que el pretratamiento con este fitoestrogeno no
mostrd cambios en la recuperacion contractil pos isquémica mientras que si incremento
la velocidad de relajacion de los corazones (Colareda y col., 2016). Sin embargo, en los
experimentos con GphT, cuando los corazones de rata fueron pretratados por perfusion
directa con GphT 0.1%, expuestos a 20 minutos de isquemia y 45 minutos de
reperfusion, disminuyeron drdsticamente su recuperacion contractil postiquémica con
un mayor gasto energético, evaluado como economia muscular total. Estos resultados

muestran que la GphT tiene efectos deletéreos en corazones expuestos a I/R.
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Dado que el uso etnofarmacologico de la GphT es por administracion oral, un
grupo de ratas fueron tratadas con 2,35mg de planta seca/ml de agua de bebida por 7
dias consecutivos previos al sacrificio. Una vez extraido, el corazén fue sometido al
mismo modelo de isquemia reperfusion por atontamiento leve. La dosis de GphT
utilizada fue elegida a partir de los datos obtenidos en los experimentos de medicion de
presion arterial en los cuales la administracion intravenosa de 0,5% de GphT resulto
tener propiedades hipotensoras e hipotetizando una biodisponibilidad del 100% de la via
oral.

En estos experimentos se encontrd que el tratamiento con GphT en el agua de
bebida mejord la recuperacion contractil postisquémica sin cambios en la economia
muscular, mostrando un efecto levemente cardioprotector en los minutos finales de la
reperfusion (40 y 45 min). Resultados similares se obtuvieron en el laboratorio de la
Cétedra de Farmacologia cuando se administré infusion de Melissa officinalis en el agua
de bebida a ratas cuyos corazones fueron expuestos al mismo modelo de I/R (Lazarte y
col., 2016).

Dado que existen muchos estudios que evidencian el efecto cardioprotector de
los flavonoides frente a la injuria miocardica por isquemia reperfusion (Chen y col.,
2013; Wang y col., 2013; Dong y col., 2014. Ozbek y col., 2015; Agrawal y col., 2014)
y que en la presente tesis se encontraron flavonoides en los extractos de G. perennis,
¢éste grupo de compuestos podria ser el responsable al menos en parte de la accioén
cardioprotectora de la tintura (GphT) en el modelo de I/R cuando es administrada en el
agua de bebida.

Ademas de los flavonoides, existen otros grupos fitoquimicos como las

saponinas de los cuales se ha mostrado actividad cardioprotectora en la isquemia
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reperfusion cardiaca. En esta linea se ha demostrado que saponinas extraidas de Panax
Jjaponic protegen al miocardio de la injuria por isquemia cuando se administra en forma
oral a ratas en el agua de bebida durante 7 dias. Este efecto benéfico fue asociado a la
capacidad antioxidante de las mismas (He y col., 2011). En el mismo sentido saponinas
extraidas de Aralia taibaiensis han mostrado ser cardioprotectora tanto en
cardiomiocitos aislados como en corazones enteros de rata expuestos a I/R cuando se
administré6 de forma oral. Los autores sugieren que la proteccion ejercida por estas
saponinas estd mediada por activacion de la via de la proteina quinasa activada por
AMP (Yan y col.,, 2015). Dado que en G. perennis se encontraron saponinas, la
proteccion frente a I/R encontrada cuando la tintura fue administrada de forma oral
podria deberse en parte a la accion de este grupo fitoquimico en concordancia con lo
encontrado en bibliografia para otras especies vegetales. (Young y col., 1997)

Es conocido que las saponinas tienen un amplio espectro de actividad biologica,
entre las cuales se destaca su potencial hemolitico. Si bien esta propiedad ha sido
fundamental en el desarrollo de diferentes potenciales terapéuticos, también es la
causante del amedrentamiento del uso de muchos productos naturales que contienen
saponinas. (Wang y col., 2007). La diferencia entre el efecto protector cuando GphT fue
administrado en forma oral en contrapunto con el efecto deletéreo encontrado cuando la
tintura fue perfundida in situ al tejido miocardico, también podria ser explicado por la
presencia de saponinas en el extracto de esta especie vegetal. En este aspecto, es
conocido que cuando las saponinas son administradas por via oral, la toxicidad de las
mismas disminuye al ser biotransformadas por el higado en formas menos toxicas

favoreciendo la desintoxicacion (Forturbel, 2003).
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5.3.4. Estudio del efecto hipotensor de la tintura de Gomphrena perennis L.

(GphT)

Tal como se discuti6 en el apartado anterior, los desérdenes cardiovascualres son
muy frecuentes en la poblacion actual, es por ello que el uso de la fitomedicina ha
cobrado mucha relevancia en los ultimos afios por ser efectiva y presentar baja
incidencia de efectos adversos. Ademas, datos bibliograficos de especies del mismo
genero como Gomphrena globosa, mostraron que el extracto etandlico de las hojas de
dicha especie preparado por maceracion, promueve la actividad hipotensora. (Arcanjo y
col., 2011)

Con el objetivo de evaluar los efectos sobre la presion arterial de la tintura de G.
perennis, (GphT) se administraron distintas dosis de tintura por via intravenosa a ratas
normotensas y se midio la presion arterial. GphT mostré actividad hipotensora dosis
dependiente. Dado que la presion arterial estd determinada en gran medida por la
resistencia periférica total y que el efecto hipotensor mostrado por GphT fue revertido
rapidamente en el tiempo, se hipotetizé que dicho efecto podria estar mediado por la
liberacion de 6xido nitrico (NO) en los vasos. Para evaluar esta hipdtesis se realizd un
tratamiento con 25 uM de L-NAME (un bloqueante competitivo de la NO- sintasa)
previo al agregado de las distintas dosis de tintura. En esta condicion, L-NAME revirtio
los efectos hipotensores de GphT en ratas normotensas. Este resultado sugiere que el
efecto hipotensor de la tintura de G. perennis estd mediado por la produccion de NO en
los vasos, el cual produce vasodilatacion por activacion de la guanilato ciclasa, que

activa vias relajantes dependientes de GMPc (Fig. 56)
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Figura 56: Esquema grdfico de la relajacion del musculo liso vascular mediada por oxido nitrico.

La presencia de polifenoles en los extractos de G. peremnis, los cuales se
caracterizan por poseer efectos antioxidantes que contribuyen al mantenimiento de los
niveles de oxido nitrico (Kim, 2003) podrian ser los responsables de los efectos
hipotensores de la GphT en ratas normotensas. De igual manera los flavonoides
(agrupados dentro del grupo de los polifenoles) encontrados en GphT podrian contribuir
a la vasodilatacion por disminuir el influjo de calcio.

Es importante destacar que aunque la excrecion renal sea un determinante
importante de la presion arterial, esta actividad no puede ser responsable del efecto del
hipotensor encontrado por la administracion intravenosa de GphT sobre ratas
normotensas anestesiadas, dado que en este modelo de animal no tiene diuresis

simultanea.
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5.3.5. Estudio de los efectos diuréticos de la tintura de Gomphrena perennis

L. (GphT)

Puesto que varias especies de Gomphrena son usadas tradicionalmente por sus
efectos diuréticos (Vieira y col., 1994) fue de interés estudiar este efecto en la tintura de
G. perennis (GphT).

Como se describié en el apartado anterior, se evidencid la presencia de
polifenoles en los extractos de G. perennis y ya que estos contribuyen a mantener los
niveles de NO, compuesto juega un rol importante en la regulacion del tono vascular de
las arteriolas renales aferentes promoviendo su vasodilatacion e incrementando asi la
filtracion glomerular (Chappell, 2012), es posible que los polifenoles presentes en GphT
contribuyan a promover la diuresis. Por otra parte, es conocido el efecto vasodilatador
de los flavonoides debido a su capacidad de inhibir los canales de Ca®, lo que
favoreceria también la diuresis (Vasconcelos y col., 2015). Sin embargo, GphT no
mostro actividad diurética en las dosis ensayadas en los experimentos. Tampoco se
evidencio cambios en las concentraciones de iones Na" y K excretados con respecto al
vehiculo etandlico.

Ante este resultado cabe preguntarse si las dosis empleadas de GphT fueron
suficientes como para evidenciar un posible efecto diurético. La administracion oral de
0.5%y 2 % de GhpT a una dosis de 100 y 400 mg de GphT/Kg de rata correspondiente
a 1,4 y 5,63g de planta seca por Kg de rata respectivamente y considerando la
extrapolacion humano rata como una 1/10 entre especies (Kau y col 1984), la dosis
administrada es claramente superior a las dosis normalmente utilizadas en el consumo
humano de una especie vegetal ya sea como tintura o como infusion (rango entre 3 a 10

gramos de planta seca diario (Debenedetii y col., 2000). Por lo tanto, consideramos que

165



a las dosis utilizadas para consumo humano la tintura de GphT no posee efecto

diurético.
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6. CONCLUSIONES
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Esta tesis intenta validar cientificamente los efectos etnofarmacoldgicos de los
extractos de Gomphrena perennis L (G. perennis) y estudiar otras propiedades
farmacologicas que pudieran ser tutiles terapéuticamente o como efecto adverso, asi
como contribuir al conocimiento de los grupos fitoquimicos presentes en esta especie
que pudieran llegar a explicar las actividades farmacologicas. Mediante las técnicas
CCD, HPLC, reacciones generales de caracterizacion y el estudio farmacoldgico en
distintos sistemas biologicos, hemos demostrado que:

e Se detecto la presencia en G. perennis de flavonoles y saponinas no citados en la
bibliografia hasta el momento para esta especie.

e Se confirmo la presencia del nucleo esteroidal y de alcaloides reportados
previamente por Buschi y Pomilio, (1983).

e No fue detectada la presencia de los siguientes grupos fitoquimicos: taninos,
cumarinas y esencias para G. perennis.

e Los extractos metanolico (GphMeOH), diclorometano (GphDCM) y acetato de
etilo (GphAcEt) de G perennis presentan actividad antioxidante, siendo esta
mayor en GphMeOH en comparacion con GphDCM y GphAcEt, los cuéles no
mostraron diferencias entre si.

e La actividad antioxidante presente en los extractos metandlico (GphMeOH) y
diclorometano (GphDCM) de G perennis seria atribuida a otras sustancias
diferentes a los reconocidos compuestos fenolicos antioxidantes usados como
sustancias de referencia.

e La tintura de G. perennis (GphT) tiene actividad antiespasmoddica actuando
como antagonista no competitivo de la contraccidon colinérgica y del influjo de

Ca®" en el miisculo liso gastrointestinal. Este patron es similar al de verapamil, y
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es tipico de la presencia de flavonoides, los cuales fueron detectados en esta
planta.

GphT no produjo cambios en la locomocion ni en la exploraciéon a dosis de 400
mg/kg, mientras que disminuy6 la exploracion a 800 mg/kg. Por otra parte
ambas dosis mostraron un leve efecto ansiogénico en el LCE. La decocciéon de
G. perennis no mostr6 efectos en la conducta de los ratones tratados y evaluados
mediante el test de LCE.

La administracion intravenosa de GphT produjo hipotension en ratas
normotensas, siendo la liberacion de 6xido nitrico en los vasos el responsable, al
menos en parte, de éste efecto ocasionado por GphT.

La perfusion directa de GphT produce un leve aumento de la fuerza de
contraccion del corazédn pero es deletérea cuando estos corazones son sometidos
a un proceso de isquemia reperfusion de atontamiento moderado. Sin embargo la
administracion de tintura de GphT en el agua de bebida 7 dias previos al
sacrificio protegen al corazén frente a la injuria por I/R en un modelo de
atontamiento.

GphT no posee efectos diuréticos a las dosis administradas.
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7. PUBLICACIONES Y A FUTURO....
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Congresos:

Los resultados parciales de los estudios llevados a cabo para esta tesis fueron
presentados en la 4ta Reunion Internacional de Ciencias Farmacéuticas (RICiFa):
e “Spasmolytic effect on gastrointestinal smooth muscle of rats and on mice
behavior of leaves from Gomphrena perennis L
Bonilla, Adriana M.; Matera Soledad I.; Consolini Alicia E.

Rosario, Argentina. 2016

Los siguientes trabajos se encuentran aprobados para su presentacién en
el XXVI Congreso SILAE y el El IX COCOCRO:

e “Morpho-anatomical, phytochemical and chromatographic characterization of
Gomphrena perennis var. perennis L. "paper flower" (Amaranthaceae)”.
Bonilla A.M., del Valle M.E., Carbone, A’, Playuk, J., Ruiz E., Rosella M.A
Cartagena, Colombia. 25 al 29 Septiembre 2017

e “Cardiovascular and cardioprotective effects of Gomphrena perennis L.
(Amaranthaceae) tincture in rats”
Bonilla Bonilla, A.M.; Bayley, M.; Ragone, M.1.; Consolini, A.E.

Cartagena, Colombia. 25 al 29 Septiembre 2017
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A futuro....

En virtud de los resultados obtenidos en el screeming fitoquimico y

farmacologico de Gomphrena perennis L se propone la continuacion de los estudios de

esta especie que permitan ampliar aun mas el conocimiento de la Flora nativa de

Argentina. Para elld se desea en futuro ahondar en:

El fraccionamiento bioguiado del extracto hidroalcohdlico que permita la
identificacion de los flavonoides, saponinas y demas metabolitos que pudieran
ser responsables de las activididades biologicas probadas en esta tesis.

El estudio de otras dosis y formas de preparacion, asi como en el mecanismo de
acccion de los efectos encontrados.

Los mecanismos responsables de la hipotension producida por la tintura de G.
perennis, mediante protocolos de curvas dosis respuesta de aorta aislada de rata.
Los efectos cardiacos de la administracion G. perennis en el agua de bebida en
un modelo de isquemia reperfusion severa sin infarto (isquemia 30 min-
reperfusion 45 min).

Ya que en bibliografia se ha reportado el efecto inhibitorio moderado del
extracto metanolico y su fraccion butanolica de G. perennis sobre la actividad de
la 5-lipoxigenasa (Matsunaga y col., 2000) se sugiere el estudio de actividad
antiinflamatoria in vivo utilizando el test de edema plantar en rata inducido

por carragenina.
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