COMPOSICION QUIMICA Y ACTIVIDAD ABORTIVA
DE LAS HOJAS DE ALNUS ACUMINATA

RESUMEN

El anélisis fitoqufmico del extracto alcohélico de las hojas
de Alnus acuminata mostrd la presencia de esteroles, triter-
penos, flavonoides, taninos y compuestos fenolicos. Tanto
las hojas y sus extractos alcohélico y acuoso mostraron un
efecto abortivo alto en cobayas.

SUMMARY

Phytochemical analysis of the alcoholic extract of Alnus
acuminata leaves showed the presence of sterols, triterpe-
nes, flavonoids, tannins and phenolic compounds. The lea-
ves and their aquous and alcoholic extracts have a high abor-
tive effect in guinea pig.

INTRODUCCION

Varias especies del género Alnus mostraron activi-
dad antimicrobiana (1-3), antiinflamatoria (4), espas-
molftica (5) y antitumoral (6). Los estudios qufmicos
demostraron la presencia de esteroles, triterpenos
(7,8,9), taninos (10,11) y flavonoides (12,13). Los po-
cos estudios de A. acuminata muestran el aislamiento
e identificacién de dos fenoles del extracto en hidréxi-
do de Sodio de los nédulos radiculares. Los compues-
tos aislados presentaron gran actividad contra los
hongos Phythium sp. y Fusarium oxysporum (14).

PARTE EXPERIMENTAL
Material Vegetal

Las hojas de la planta se recolectaron en la finca
Manantial de la Sabana de Bogot4, situada en el km
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13 autopista Medellin, Colombia a 2.600 metros so-
bre el nivel del mar y 13°C, en julio de 1985. Un ejem-
plar se encuentra archivado en el Herbario Nacional
Colombiano bajo el nimero Col. 264848.

Andlisis fitoquimico

El anélisis fue realizado segiin el método adoptado
en el Laboratorio de Fitoqufmica del Departamento
de Farmacia, Universidad Nacional de Colombia
(15), con algunas modificaciones. Ademés se realiz6
en duplicado cromatograffa en capa delgada (Ci-
clohexano-acetato de etilo, (80:20) revelando las pla-
cas con vainillina-dcido orto-fosférico y ferricianuro
de potasio - cloruro férrico, de los extractos alcoh6li-
cos y acuosos de las hojas.

Determinacién de Nitratos

El contenido de nitratos en las hojas frescas y secas
fue determinado separadamente por el método de
Kjeldahl (16).

ESTUDIO FARMACOLOGICO
Material Biolégico

Se utilizaron para el desarrollo del trabajo cobayas
de aproximadamente 4 semanas de prefiez con pesos
que oscilaron entre 500 y 700 gr. al inicio del perfodo
de experimentacién. El perfodo de gestacién de estos
animales es de 66 a 72 dfas. Para obtener un buen pro-
ducto de cruzamiento de los animales, se sexaron y
repartieron en grupos con el objeto de eliminar pro-
blemas de consanguinidad. A partir de 5 machos y 25
hembras, se conformaron 5 grupos de S hembras cada
uno, las que se aparean con un macho diferente debi-
damente identificado y marcado. Asf las del grupo
No. 01 se aparean con el macho No. 2 y da el nuevo
grupo No. 3. Las del grupo No. 2 se aparean con el
macho No. 3 y da el nuevo grupo No. 4; las del grupo
No. 3 se aparean con el macho No. 4 y da el nuevo
grupo No. §, etc.

Los animales se mantuvieron alojados en una bio-
terio, en cajas plasticas con cama de viruta de made-
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ra, a una temperatura de ambiente de 18a21°Cy una
humedad relativa de 45 a 55%. En cada caja fueron
colocados un nimero méaximo de 5 animales por faci-
lidades tanto de alojamiento, como de suministro de
alimentos, manipulacién y control en los datos fina-
les. La alimentacién bésica de los animales consistié
en el suministro de zanahoria, pasto y concentrado
para cobayos.

Determinacion del efecto abortivo
Hojas frescas y secas

Una poblacién total de 90 animales se dividieronen
3 grupos cada uno de treinta animales. Al primer gru-
po se le suministr6 ademds de la alimentacién nor-
mal, hojas frescas de A. acuminata en cantidad apro-
ximada de 40 g diarios, por cada cobaya. De igual ma-
nera se alimentaron las cobayas del segundo grupo
pero utilizando hojas secas a cambio de las hojas fres-
cas con la misma cantidad y periodicidad ciclica en el
suministro del alimento. Al tercer grupo le fue sumi-
nistrada solamente la alimentacién normal, por tra-
tarse del grupo de animales control. Las hojas fueron
suministradas durante 45 dias desde el dia 28 de la
preiiez de las cobayas periodo durante el cual se ha-
bian determinado los posibles abortos por un lado y
los nacimientos de las crias de los animales que sostu-
vieron una prefiez normal. Durante todo el tiempo de
experimentacién, a los animales se les aplicaron los
controles de peso y palpaciones. Los resultados se en-
cuentran en la tabla No. 1. Después del tiempo total
de la experimentacién (45 dias) los animales fueron
sacrificados y sus 6rganos mds afectados (higado, tte-
ro y rifiones) fueron sometidos a un estudio histopa-
tolégico.

Determinacién de la concentracién minima abortiva
de los extractos alcohdlico y acuoso

Para garantizar el suministro total diario durante
45 dias desde el dia 28 de la preiiez de las cobayas de
cada uno de los extractos se utiliz6 la via oral, por me-
dio de una sonda con un didmetro adecuado para evi-
tarle posibles molestias al animal, la cual iba conecta-
da a una jeringa que media el volumen del extracto ya
disuelto. El extracto acuoso fue suministrado en for-
ma de solucién acuosa, mientras que el extracto eta-
nélico fue suministrado en una mezcla sin riesgos t6-
xicos de Tween 20: propilen glicol: agua (1:6.5: 2.5).

Se tomaron 10 grupos de 2 cobayos cada uno, con
peso entre 450 y 700 gm. Cinco grupos para el extrac-
to acuoso, 5 grupos para el extracto alcohélico obte-
nidos de las hojas secas de A. acuminata, consideran-
do un grupo en cada caso como control que recibe
unicamente el solvente en el cual fue suministrado el
extracto para los otros grupos. Los extractos fueron
administrados a los correspondientes grupos de ani-
males en concentraciones de 120, 80,40y 20 mgen un
volumen de 2 ml de solvente, diariamente por 45 dias
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desde el dia 28 de la preiiez de las cobayas. De las
concentraciones utilizadas en cada uno de los extrac-
tos se seleccion6 la concentracién que involucrar4 la
menor cantidad de extracto suminisirado y que a la
vez presentard mayor porcentaje de abortos. Con el
fin de unificar la concentracién fue seleccionada la de
80 mg para ambos extractos. Los resultados se mues-
tran en la tabla No. 2.

Efecto abortivo del extracto acuoso

La actividad abortiva fue evaluada suministrando
el extracto por via oral como se mencioné anterior-
mente a 6 grupos de 5 animales cada uno, en una con-
centraciéon de 80 mg en 2 ml de agua diariamente por
45 dias desde el dia 28 de la prefiez. Como animales
de control se tomaron otros 6 grupos de 5 animales
cada uno, que solo se les administr6 2 ml de agua dia-
riamente durante el mismo periodo de tratamiento.
Todos los grupos de animales fueron alimentados y
controlados bajo las condiciones anteriormente men-
cionadas. Los resultados se muestran en la tabla No.
1.

Efecto abortivo del extracto alcohélico

Igualmente la actividad abortiva fue evaluada su-
ministrando el extracto por via oral a 6 grupos de 5 co-
bayas, en concentracién de 80 mg en 2 ml de una mez-
cla de Tween 20-propilenglicol-agua (1:6.5:2.5). 6
grupos de 5 cobayas cada uno fueron utilizados como
control a los cuales se les administraron tinicamente 2
ml de la anterior mezcla de solventes. Todos los ani-
males se mantuvieron bajo las mismas condiciones
anteriormente mencionadas. Los resultados se mues-
tran en la tabla No. 1.

RESULTADOS Y DISCUSION
Andlisis fitoquimico

Debido a que los ensayos farmacolégicos mostra-
ron un efecto abortivo para las hojas y los extractos de
A. acuminata, se procedié a estudiar la composicién
quimica de las hojas de la planta. Los resultados mos-
traron la presencia de esteroles, triterpenos, flavo-
noides, taninos y compuestos fenélicos.

Los esteroles y triterpenos fueron identificados
mediante la reaccién de Liebermann-Burchard y cro-
matografia en capa delgada. Los resultados estdn en
acuerdo con los estudios hechos a diferentes especies
del género Alnus (7,8,9), en los cuales fueron aislados
diferentes compuestos terpénicos. Asi mismo fueron
detectados y aislados varios flavonoides (12,13,17),
taninos y compuestos fenélicos (10,11) de varias es-
pecies del género Alnus.

La determinacién de nitratos mostré un contenido
de 2000 ppm en peso seco y 2.800 ppm en peso hiime-
do.
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Estudio Farmacolégico
Actividad Abortiva

Para determinar si la planta tiene un efecto aborti-
vo, se decidi6 estudiar las hojas, las cuales represen-
tan la mayor parte de la vegetacién con la cual se ali-
menta el ganado.

Hojas frescas y secas

Para confirmar la actividad abortiva que fueron re-
velados por los ensayos preliminares, se escogieron 3
grupos de 30 animales cada uno para las hojas frescas,
secas y control, bajo las mismas condiciones anterior-
mente mencionadas. Los resultados (tabla No.1)
mostraron un efecto abortivo de 90% para las hojas
frescas, 80% para las hojas secas y no mostraron nin-
giin efecto para los controles.

La diferencia de. actividad abortiva entre hojas
frescas y secas, se puede atribuir a que hay mayor pre-
ferencia alimenticia de las hojas frescas por parte de
los animales y a que las hojas secas son muy quebradi-
zas, se fragmentan y se pierden dentro de la viruta de
madera que es utilizada como cama, por lo tanto hay
un menor consumo de las hojas secas y sus constitu-
yentes quimicos que causan el efecto abortivo.

TABLA 1

EFECTO ABORTIVO DE LAS HOJAS
Y EXTRACTOS DE A. acuminata

que produjo aborto del 100% en ambos casos y ya que
ademds de tener un pardmetro de comparacién con
ambos extractos es necesario utilizar igual concentra-
cién en la experimentacién. ¢

TABLA 2

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
MINIMA ABORTIVA DE LOS EXTRACTOS

Sustancias Nimero Némero % Aborto
animales aborto
Hojas frescas 30 27 90
Hojas secas 30 24 80
Controles 30 0 0
Extracto acuoso 30 18 60
Control 30 0 0
Extracto alcohélico 30 22 73
Control 30 0 0

Estracto Acuoso y Etanélico de Hojas Secas.

Despiies de que la alimentaci6n de las cobayas de-
mostré un efecto abortivo claro, se decidié a determi-
narlo para los extractos acuoso y alcohélico. Con base
en los resultados obtenidos de la comparacién por
cromatograffa en capa delgada entre los extractos
acuosos y etan6licos de las hojas frescas y secas, que
mostraron tener la misma composicién qufmica, se
determiné a obtener los extractos de las hojas secas
para mayor facilidad. A lograr un suministro razona-
ble de los extractos se procedi6 a determinar la con-
centraci6n mfnima abortiva de los extractos. De
acuerdo a los resultados (Tabla No. 2) se tom6 como
concentracién mfnima abortiva la de 80 mg para am-
bos extractos puesto que fue la menor concentracién

ACUOSO Y ALCOHOLICO
DE LAS HOJAS SECAS

Extractos Conc. Nimero Nimero %

mg/2ml animales Aborto Aborto
Etanélico 120 2 2 100
Acuoso 120 2 2 100
Etanélico 80 2 2 100
Acuoso 80 2 2 100
Etanélico 40 2 2 100
Acuoso 40 2 1 50
Etanélico 20 2 1 50
Acuoso 20 2 0 0
Control 0 2 0 0
Control 0 2 0 0

Habiendo determinado la concentracién minima
abortiva, los extractos acuoso y etanélicoy sus corres-
pondientes solventes (Control) fueron administrados
alas cobayas. Los resultados (Tabla No. 1) mostraron
un efecto abortivo del 60% para el extracto acuoso,
73% para el extracto etanélico y ningin efecto para
los controles.

El mayor porcentaje de abortos presentado por el
extracto etandlico se debe posiblemente a que el al-
cohol por ser un buen solvente para la mayorfa de los
componentes de la planta causa mayor extraccién de
los sustituyentes, lo cual habfa sido observado en la
cromatoggaffa en capa delgada de los extractos acuo-
so y alcohélico.

Es de anotar que se observé en otros grupos de ani-
males que recibieron los extractos en un estado de
prefiez avanzada, un pequeifio porcentaje de abortos
al compararse con el mayor efecto en los que los reci-
bieron en los primeros dfes de prefiez. Sin embargo al
comparar los resultados histopatolégicos obtenidos
en los dos casos, se encontraron las mismas lesiones
en los mismos 6rganos (hfgado, ttero y rifiones).
También se observé una pérdida de peso de los ani-
males que consumieron hojas o extractos de la planta
©n comparacién con los animales de control.

Descripciones macroscépicas

Los estudios macroscépicos de los titeros de las co-
bayas de experimentacién mostraron metritis (infla-
macién de la pared del itero), hiperplasia (engrosa-
miento de la pared uterina) y un gran nimero de los
tteros observados presentaban estado hemorrégico.
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En los higados se observaba hepatomegalia (aumen-
to en el tamaiio del higado). En los rifiones se presen-
taban cuerpos grasos. En varios casos se detect6 olor
desagradable y en la gran mayoria ascitis (acumula-
ci6én de liquido en la cavidad peritoneal). Ademds se
pudieron observar algunos fetos sin desarrollar. Los
animales de control no mostraron casos anormales.

Descripcién Histopatolégica

Las lesiones histol6gicas observadas en las cobayas
experimentadas varian en severidad de acuerdo con
el tiempo de exposicién y no si la planta se suministra
en forma fresca o seca o en extracto acuoso o etan6li-
co.

Los tejidos examinados fueron higado, rifién y iite-
ro. Los cambios més significativos fueron los siguien-
tes: El rifién presenta en general un proceso degene-
rativo ligero del epitelio de los tubulos contorneados
proximales y distales con presencia ocasional de un
material proteindceo en la luz de los mismos y con
menos frecuencia en los tubulos colectores. En el teji-
do intersticial en algunos casos se encontré infiltra-
cién de células mononucleares. En la mayoria de los
animales experimentales examinados, el glomérulo
no mostr6 cambios especificos. Sin embargo, en algu-
nos de ellos se observé un ligero engrosamiento de la
capa parietal de Bowman.

El contraste con el rifién, en el higado se observé
un mayor mimero de cambios. Estos consistieron en
procesos de degeneracién parenquimatosa indistinta-
mente si el animal recibi6 extracto acuoso o etanélico
de la planta, sin embargo en los casos de extracto eta-
nélico estos cambios fueron un poco mis severos.

Igualmente se observaron cambios de metamorfosis
grasa tanto en las cobayas que recibieron el extracto
acuoso como el extracto etanélico pero este cambio
fue mayor en los que recibieron el extracto etanélico.
Como lesiones indicadoras de un proceso téxico se
destaca la megalocitosis (aumento del tamafio de las
células si se compara con las normales) de los hepato-
citos en la periferia de los lobulillos hepiticos, lo cual
se podria explicar por la accién de las sustancias. téxi-
cas que se absorben en el intestino para ser detoxifica-
dos por las células hepéticas siendo las primeras afec-
tadas las de la periferia. Este cambio fue més frecuen-
te en los animales que recibieron extracto etanélico.
Se encontr6 ademds hiperplasia de conductos biliares
de ligera a moderada sin observarse una diferencia
entre el extracto acuoso o el etandlico. Este tipo de
cambio en el higado se asocia a un proceso de tipo t6-
xico. Es destacable también la hiperplasia de las célu-
las del sistema reticulo endotelial que se encontré en
la mayoria de los animales experimentales.

En el titero no se observaron cambios histolégicos
especificos. En general las estructuras uterinas pre-
sentaban los cambios normales de acuerdo con el ci-
clo astral.

Es importante no olvidar que los nitratos en una
concentracién de 5000 ppm pueden ser t6xicos para el
ganado al reducirse a nitritos en el rumen, que reac-
cionan con la hemoglobina transforméndola en me-
tahemoglobina (18). Sin embargo el an4lisis de nitra-
tos en el Alnus acuminata mostré una concentracién
menor (2000 ppm) y una sintomatologia diferente, lo
cual indica que posiblemente existen otras causas de
aborto.
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