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Resumen

Se desarrollaron dos metodologias
reportadas en la literatura para la
extraccion de los posibles taninos presentes
en la planta. Los mejores resultados se
obtuvieron con la utilizacién de una mezcla
de acetona-agua (7:3) (Metodologia #2)
siendo 67.5 el por ciento de extraccion. Se
estudié ademas la actividad hemolitica de
las fracciones de taninos obteniéndose
valores elevados, 25.81 y 3.71 %, resultado
novedoso para estos metabolitos que no
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Summary

There developed two methodologies
reported in the literature for the extraction
of the possible present tannins in the plant.
The best results were obtained by the
utilization of a mixing of acetone - water
(7:3) (Methodology #2) being 67.5 the per
cent of extraction. The hemolytic activity of
the fractions of tannins was studied. High
values being obtained, 25.81 and 3.71 %,
novel result for these components that they
do not have as fundamental characteristic

tienen como caracteristica fundamental
provocar hemodlisis.

provoke hemolisis.
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El término hemolisis se refiere al fendmeno de ruptura o lisis de la membrana del eritrocito que
provoca la liberacién de la hemoglobina. Como consecuencia se produce anemia vy
hemoglobinuria, posteriormente ictericia por exceso de hemoglobina transformada en
pigmentos biliares.

Los taninos no se reconocen como causantes de hemolisis pero en recientes estudios se ha
demostrado que algunos de ellos si presentan propiedades hemoliticas por lo que se hace
necesario la evaluacion de esta actividad en aquellas plantas que los presenten. Tal es el caso
de la Boldoa purpurascens (Nitro blanco), planta perteneciente a la familia de las Nictaginaceas
gue se considera como un poderoso diurético, util en las enfermedades de las vias urinarias; su
eficacia es comparable con la de la sal de nitro, a la que probablemente debe sus nombre.
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El presente trabajo pretende profundizar en la investigacion de la Boldoa purpurascens Cav y
de la actividad de los componentes quimicos responsables de su accion. Para ello nos hemos
propuesto los siguientes objetivos:

1. Aplicar métodos reportados en la literatura para la extraccion de taninos en la planta
seleccionada.
2. Determinar la actividad hemolitica de los posibles taninos extraidos de la planta.

Materiales y Métodos

Esta investigacion se realizd en el Departamento de Farmacia de la UCLV con la colaboracion
del Instituto de Farmacia y Alimentos de la UH y del Instituto Finlay, durante el primer
semestre del afio 2005.

Preparacion del material vegetal.

El material vegetal se recolectd en el suelo carbonatado de la Estacion Experimental Las Antillas
de la Universidad Central en los meses de septiembre a diciembre del afio 2004 durante las
horas tempranas de la mafiana y tomando partes aéreas de la planta.

Secado y Molinado.

Se dividieron las hojas en partes pequefias, se extendieron sobre bandejas metalicas y se
secaron mediante calor artificial en estufa a una temperatura de 40°C durante 72h. Luego se
molié el material vegetal seco en un molino de cuchillas Restch con tamafio de particulas de
0.75mm.

Obtencién del extracto.

A partir del material vegetal seco y pulverizado se obtuvo un extracto acuoso al 10%, utilizando
el método de extraccion por Soxhlet y hasta agotamiento total de la droga. Este extracto se
refriger6 y se protegiéo de la luz para no alterar la composicion de metabolitos y para su
posterior liofilizacion.

Liofilizacion.
Este proceso se realizd utilizando una temperatura de congelacion de - 40°C durante 4h vy
aplicando posteriormente vacio.

Extraccion de taninos.
Para la extraccion de taninos se desarrollaron dos metodologias reportadas en las bibliografias
consultadas.

Metodologia #1.

A partir del liofilizado (20g), se realizé una extraccién en Soxhlet con éter etilico y etanol varias
veces. Posteriormente, el residuo en el dedal se prepard en un nuevo dedal y se fracciond a
través de una columna de silica gel- 60 eluyendo con los solventes adecuados hasta obtener la
solucién de taninos.
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Metodologia #2.

Esta técnica se describe en la literatura como el método mas idéneo para la extraccién de
taninos. A partir de 20g del liofilizado se realizan extracciones sucesivas con una mezcla de
acetona-agua (7:3).

Ensayo de hemodlisis.

Se estudié la actividad hemolitica de la solucidn final de taninos obtenida a partir de la
Metodologia #1 asi como de la fraccion final obtenida a partir de la Metodologia #3 utilizando
como patrones dos compuestos de actividad conocida: la digitonina MERCK y la Quil A
(obtenida a partir de la Quilaja saponaria).

Reactivos.
e Células rojas de sangre de carneros sanos, suministrados por el CENPALAB con el
certificado de salud.
e Solucidn salina fisioldgica (SSF), frascos de 500ml| de IMEFA segun (NC) 26-87-2.
e Solucién de Alsever.

Preparacion de la soluciéon de Alsever.

Se pesan 10.25g de dextrosa, 4g de citrato de sodio dihidratado y 2.1g de cloruro de sodio.
Posteriormente se disuelven en 500ml de agua destilada y se ajusta el pH a 6.1 con acido
citrico 1M.

Extraccion de la sangre.

Se punciona la vena yugular de los carneros con una jeringuilla estéril de 10mL y se vierte la
sangre en un frasco que contenga perlas de vidrio y 15mL de soluciéon de Alsever. Se agita
suavemente durante 15 min. de forma rotatoria. Se trasvasa la sangre a tubos de centrifuga
plasticos vy se centrifuga a 2000rpm durante 10 min. a 4°C. El sobrenadante de la
centrifugacion se desecha y el precipitado que contiene los eritrocitos se resuspende en 300mL
de SSF agitando suavemente y se centrifuga nuevamente. Esta operacion se repite hasta que
el sobrenadante sea traslucido.

Preparacion de la suspension de eritrocitos.

Se mide el volumen de eritrocitos con pipeta y se diluye con solucion salina fisioldgica hasta
obtener una suspension de eritrocitos al 62.5%.

Para calcular la actividad hemolitica se utilizé la férmula:

AH (%) = Am / A (100%) - A (0%) * 100
Siendo:
AH - Actividad hemolitica.
Am - Absorbancia de la muestra.
A (100%) - Absorbancia correspondiente el 100% de hemodlisis.
A (0%) - Absorbancia correspondiente el 0% de hemdlisis.
El 0% de hemdlisis se determina por medio de un blanco con 100 pl de SSF mientras que para
determinar el 100% el blanco utilizado son 100 pl de agua destilada.
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Resultados y Discusion.

Obtencién del extracto acuoso.

Como resultado del proceso extractivo se obtuvo un extracto de color carmelita rojizo intenso,
caracteristica que coincide con lo reportado en estudios previos. El rendimiento del proceso fue
de 63.7%, valor que demuestra las ventajas de la extraccion por Soxhlet en cuanto a eficiencia
y exhaustividad.

Extraccion de taninos.

Después de aplicada las dos metodologias descritas para la extraccidon de los taninos, se
obtuvieron extractos de color carmelita. De acuerdo a los por cientos de extraccién el mejor
resultado se obtuvo para la Metodologia #2, 67.5%, lo que corrobora lo reportado en la
literatura en cuanto a la eficacia de este método para la extracciéon de estos metabolitos. El por
ciento obtenido para la Metodologia #1 fue de 42.7%. Existen otros métodos reportados para
la extraccion de taninos que son muy eficientes pero no se aplicaron por falta de tiempo y de
reactivos por lo que se dejaron propuestos para trabajos posteriores.

Ensayo de hemadlisis.

Al calcular la actividad hemolitica por la férmula propuesta se obtuvo un valor de 25.81% para
la fraccidon F1 (Metodologia #1) y 3.71% para la fraccidon final obtenida a partir de la
Metodologia #2.

Como se puede ver, los valores son bastante elevados lo cual resulta novedoso e interesante en
cuanto a taninos se refiere, pues como se conoce, la actividad hemolitica no es una
caracteristica que distinga a estos compuestos. Sélo se reporta ésta para algunos galotaninos y
sus derivados (como el pirogalol) cuando éstos se encuentran en concentraciones elevadas. Los
resultados obtenidos demuestran un avance en el estudio de estos compuestos tan
ampliamente distribuidos en el reino vegetal.

Conclusiones

1. El método mas idéneo para la extraccidon de los taninos presentes en la planta es el que
utiliza una mezcla de acetona-agua en proporcion 7:3.

2. Los posibles taninos presentes en la planta tienen una elevada actividad hemolitica,
donde el valor mas elevado corresponde a la solucién de taninos obtenida a partir de la
metodologia #1.

Recomendaciones

1. Aislar y purificar los posibles taninos extraidos.

2. Continuar los estudios de caracterizacion de los taninos y de otros metabolitos presentes
en la planta.

Cuantificar los taninos presentes en la planta.

De acuerdo a los resultados obtenidos para los posibles taninos de la planta en el ensayo
de hemodlisis, se debe realizar un estudio de adyuvantes.

W
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