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1. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS







1 Justificacion y objetivos

Especies del género Plantago han sido objeto de diferentes estudios encaminados a justificar

Sus numerosos usos terapéuticos, entre ellos, el tratamiento del cancer.

En 1963, se investigan las propiedades citotoxicas de P. major L. y su efectividad en el
carcinoma de Ehrlich, Styril y en sarcomas. Karpilovskaia, en el mismo afio, pone de manifiesto como
el complejo polifendlico de P. major inhibe el efecto carcinogénico de la nitrosodimetilamina,
sintetizada de forma enddgena. Linthander, en 1992, detecta la potente accidon profilactica de extractos

de P. major L. en el desarrollo experimental de neoplasias de mama.

La actividad antitumoral de P. lanceolata L. comenz6 a estudiarse en 1974. Paper, en 2003, ha

demostrado su accion inhibidora de la angiogénesis.

Recientemente ha sido publicado que compuestos fendlicos aislados de diversas especies
vegetales, han mostrado ejercer actividad de manera especifica sobre los mecanismos de control del

ciclo celular y, por tanto, sobre la capacidad de la célula por dividirse.

Los fenoles pueden interferir en todas las etapas del proceso carcinogénico, resultando
potencialmente activos en la reduccion de riesgo de cancer. Una variedad de mecanismos moleculares
que contribuyen a estos efectos beneficiosos de los fenoles han sido descritos en diferentes sistemas
celulares. Asi, los fenoles pueden prevenir el dafio en el ADN mediante una captura directa del
carcindégeno debido, fundamentalmente, a su actividad antioxidante, asi como estimulando la excrecion
de carcinégenos mediante la activacion de los sistemas enzimaticos de fase I y II, involucrados en la
eliminacion de compuestos del organismo. Sin embargo, la induccion de enzimas de fase I puede
conducir a la activacion de precarcindgenos. Diferentes fenoles han mostrado su capacidad para inhibir

enzimas de fase [ y por tanto, su actividad anticarcinogénica.

Por otra parte, las células tumorales pueden “destruirse” por apoptosis, y los fenoles han sido
descritos como estimuladores de apoptosis. Pero, cuando una célula escapa de la apoptosis, se puede
evitar la proliferacion de estas células danadas mediante el bloqueo de su replicacion. Esta puede ser
otra linea importante de defensa frente a la formacioén de tumores. Los fenoles pueden estar implicados
en mecanismos que previenen la proliferacion del tumor: inactivacion o disminucion de la expresion de
enzimas prooxidantes. Varios fenoles son eficaces inhibiendo las enzimas oxidativas xantina oxidasa,
ciclooxigenasas, o lipooxigenasas. Las protein-kinasas juegan un papel importante en la transduccion
de senales intracelulares. Estas kinasas median la regulacion de la proliferacion, diferenciacion y
transformacion celular. La inhibicién (o mejor dicho, la regulacién) de estas kinasas puede revertir o
suprimir el proceso carcinogénico. Los flavonoides han sido descritos como inhibidores eficaces de

protein-tirosina kinasa, o protein-kinasa dependiente de AMPc o PKC.

Vil



L Justificacion y objetivos.

La ultima etapa del proceso carcinogénico involucra el crecimiento del tumor con la
destruccion de tejidos colindantes, incrementandose la formacién de nuevos vasos sanguineos para
proporcionar nutrientes a las células tumorales e invasion de otros tejidos. Hay evidencias que, los
fenoles pueden jugar un papel beneficioso en estas etapas. Los polifenoles del té han mostrado inhibir

la angiogénesis, por ejemplo.

Finalmente, los fenoles pueden modular los niveles de hormonas esteroides en el organismo, y

este efecto puede ser clave para la prevencion de tumores dependientes de hormonas.

Con estos antecedentes, y dado que desde hace varios afios, nuestro grupo investiga sobre la

actividad antitumoral de especies vegetales, los objetivos que nos hemos planteado son los siguientes:
¢ Validar el uso popular de algunas especies de Plantago como antitumorales.
¢ Aislar los compuestos activos mayoritarios de los extractos obtenidos de Plantago spp.

o Investigar mecanismos implicados en la posible actividad antitumoral: actividad
antioxidante, induccidon de enzimas detoxificantes, inhibicidon de la transformacion

tumoral...
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La constancia es la virud mediante la cual, el resto dan su fruto.
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11.Revision bibliografica. Especies vegetales en estudio

II.1. ESPECIES VEGETALES EN ESTUDIO.

Situacion taxonémica' [Segin Rahn (1996)]:
Division: Magnoliophyta (Angiospermeae).
Subdivision: Magnoliophytina
Clase: Magnolidpsida (Dicotyledones)
Sublclase: Asteridae
Superorden: Lamianae
Orden: Lamiales
Familia: Plantaginaceae
Género: Plantago
Especies: Plantago afra L. (sinon.. P. psyllium L.)

Plantago bellardii All.
Plantago coronopus L.
Plantago lagopus L.
Plantago lanceolata L.
Plantago serraria L.

Se cree que la familia Plantaginaceae surge en la era Terciaria en Europa, al haberse
encontrado polen fosilizado perteneciente al Mioceno, y que desde este continente, por mano del
hombre, se dispers6 mundialmente. Los indios norteamericanos, denominaban a los plantagos como
“la huella del hombre blanco”, ya que los plantagos se encontraban en cualquier lugar donde llegaban

los europeos (Jonsson, 1983).

Desde el siglo XIX el estudio de la familia Plantaginaceae ha estado rodeado de confusion, al
haber multitud de opiniones en cuanto a la situacion taxondémica de ésta, algunos autores la

consideraban como una familia independiente, otros, como Hallier (1903) la incluian dentro de la

' En la nomenclatura botdnica se ha seguido las recomendaciones del articulo 16 del Cédigo Internacional de Nomenclatura
Botanica. Para cada familia, género y especie, las indicadas por E.R. Farr, J.A. Leussink y F.A. Stafleu en Index nominum
Genericorum (plantarum),1979 Ultrech & the Hague. Para las abreviaturas de autor, las recogidas en el apéndice I del vol.5
de Flora Europeae.
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familia Scrophulariaceae. La corriente seguida actualmente es considerar que se trata de un grupo

monofilético, tras analizar las diferentes caracteristicas que comparten todas las especies que integran

la familia.

Desde el punto de vista evolutivo, el orden en el que se incluye Plantaginaceae esta

filogenéticamente en la zona mas elevada. Cronquist (1981), la sitlia entre Lamiales y Scrophulariales,

Thorne (1983) incluye la familia en Scrophulariales y Dahlgren (1989), la admite en Lamiales.

Familia Orden Superorden Subclase
: Asteranae \
! Cornanae
i ' Ericanae
Gentiananae
Hippuridaceae I Hippuridales I I
Hydrostachyaceae ' Hydrostachyales ' '
Acanthaceae
Bignoniaceae
Buddlejaceae
Callitrichaceae
Gesneriaceae ! ! '
Globulariaceae
Lamiaceae Lamianae
Lentibulariaceae i (=Lamiiflorae)
Martyniaceae > Lamiales E !
Myoporaceae ' ' '
Pedaliaceae
Plantaginaceae
Retziaceae
Scrophulariaceac’
Stilbaceae
Trapellaceae . . .
Verbenaceae ' j ' '
i Loasanae
Solananae /

Tal y como se observa en el esquema, el superorden Lamianae

b

segun Dahlgren (1989) esta

formado por tres ordenes, Hippuridales, Hydrostachyales y Laminales. Dentro de este ultimo se

incluyen 17 familias, entre ellas, Plantaginaceae.

2 En Scrophulariaceae se incluyen las familias Orobanchaceae y Selaginaceae.
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La caracteristica quimiotaxondmica destacable en el

Rj
superorden Lamianae es la capacidad por la mayoria de las 3 Descarboxilacion AN
en C-1
familias que lo componen, de biosintetizar iridoides, mediante \
o « . =
la ruta que denomind Jensen (1991) como “ruta /la seguida de R, H R4

descarboxilacion en C-117. Este tipo de iridoides, ademas de

en Lamianae, se encuentra en tres 6rdenes mas, Eucommiaceae, Garryaceae y Aucubaceae (Rahn,
1996). Es de destacar también, junto a los iridoides, la presencia en todas las familias, (con excepcion
de especies del género Acanthaceae 'y Schrophulariaceae) de un fenilpropanoide, el verbascosido, que
fuera del superorden Lamianae, sélo se encuentra en los géneros FEchinacea (Asteraceae) y
Plocosperma (Loganiaceae) y especies aisladas de Icacinaceae, Cucurbitaceae y Magnoliaceae (Jensen,

1992).

Las caracteristicas que comparten todas las especies que integran la familia son (Rahn, 1996):

— Raiz anual apomorfica, desarrollada como adaptacion a la sequia y raices adventicias

como adaptaciones a condiciones de humedad.
— Elongacion del tallo.

— Hojas paralelinervias y lobuladas. Los nervios de las hojas muertas permanecen en la

planta como “barbas”. Pelos en la axila de las hojas.

— Polinizacion de tipo anemofila. Ello ha llevado a diversas adaptaciones morfo y

fisiologicas de las especies para favorecer la accion del viento, como son:

o Flores protdginas, de esta forma, se evita la autopolinizacion, al

alcanzar el gineceo su madurez sexual antes que los estambres,.
« Corola escariosa’.

o Estilo largo, seco, papiloso, desarrollado a partir de la uniéon de los

bordes de dos estigmas.

— Todas las especies necesitan alta intensidad luminica, aunque los requerimientos de
agua son variables, pudiendo crecer en lagos y zonas pantanosas o hasta incluso en

desiertos.

3 Escarioso: Apliquese a los érganos de naturaleza foliar que tienen consistencia membranosa y son mds o menos tiesos y
secos, generalmente translicidos (Font Quer, 1993).
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Unificando todas estas caracteristicas, podriamos describir a las Plantaginaceas como plantas
de porte variado, unas anuales, otras vivaces o perennes, bien sin tallo y con las hojas enteras,
paralelinervias, sin estipulas, formando una roseta basal (de ahi su nombre en latin “planta” =pie), o
bien con tallo, a veces lefioso y con las hojas opuestas o esparcidas. Las flores son tetrameras y
actinomorfas®, muy poco vistosas, y se agrupan en inflorescencias en forma de espiga. Cada flor se
compone de un céliz de cuatro sépalos herbaceos y de una corola de cuatro pétalos membranosos,
todos unidos en una sola pieza tubulosa y con cuatro 16bulos cruzados, cuatro estambres, con las
anteras oscilantes en el extremo de prolongados filamentos, muy delgados y flexuosos, que se sueldan
con la corola. Del centro de ésta sale el estilo, largo y papiloso, que surge antes que los estambres. El

fruto es en pixidio5 , con dos o0 mas semillas (Font Quer, 1976; Silvestre, 1987).

Actualmente se considera que la familia Plantaginaceae esta constituida por un solo género,

Plantago (Rahn, 1996).

GENERO Plantago.

A pesar de toda la controversia que rodea a la ubicacién taxondémica del orden y la familia,
todas las clasificaciones defienden que el género Plantago pertenece a la familia Plantaginaceae, al

compartir las caracteristicas botanicas y, ademas, la biosintesis de verbascosido e iridoides.

Segun Dioscorides, el género estd constituido por mas de 450 especies, pero, autores mas
recientes defienden que Plantago retine 265 especies (Willis, 1980). De acuerdo con Pilger (1937), el
género se divide en dos subgéneros: Plantago (o Euplantago) y Psyllium. Mas tarde, Rahn (1978),
introdujo un tercero, Coronopus. Finalmente, el mismo autor, (1996), propuso un nuevo y original
esquema taxonomico del género, conteniendo 6 subgéneros: Albicans, Bougueria, Coronopus,

Littorella, Plantago y Psyllium.

Los primeros estudios botanicos del género Plantago describen sus caracteristicas
macromorfoldgicas (Decaisne, 1852; Harms y Reiche 1895; Pilger, 1937), y los ultimos trabajos,
caracteres embriologicos (Misra, 1964), morfologia del polen (Saad, 1996), estructura de las semillas
(Rezk, 1980), numero de cromosomas, y caracteres quimicos. Como marcadores quimiotaxondmicos,

se han utilizado azucares (Gorenflot y Bourdu 1962), 4cidos fenilcarboxilicos, heterdsidos

* Actinomorfo: Dicese de cualquier vegetal o de cualquiera de sus partes que tienen por lo menos dos planos de simetria
(Font-Quer, 1993).

’ Pixidio: Fruto sincdrpico capsular con dehiscencia transversal; la parte superior del mismo se separa toda en una pieza,
que se llama opérculo, y deja al descubierto la porcion inferior seminifera, la urna (Font Quer, 1993).




11.Revision bibliografica. Especies vegetales en estudio

feniletanoides (Andary et al., 1988a; 1988b; Ronsted et al., 2000), flavonoides (Toméas-Barberan et al.,
1988; Kawashty et al., 1994), e iridoides (Taskova et al., 2002).

De los subgéneros en los que Rahn (1996) divide el género Plantago, en base a sus
caracteristicas macro y micromorfoldgicas, asi como en distribucion general, mencionaremos

exclusivamente aquellos en los que estan localizadas nuestras especies objeto de estudio.

Subgénero Seccidén Especie
Hymenospsyllium P. bellardii All.
Albicans g P. lagopus L.
Lanceifolia P. lanceolata L.
Coronopus sernatia L
Psyllium P. afra L.

(sinon. P. psyllium L.)

A continuacién comparamos las diferencias entre estos subgéneros.
Subgénero Albicans Rahn

— Posee dos tipos de pelos, tectores y glandulosos. Los primeros,
que unifican a este subgénero, son muy largos, pluricelulares,
uniseriados, articulados, con paredes refractantes y lumen
estrecho, y se encuentran, sobre todo, encima de los nervios y a

lo largo del borde de la hoja. También, aunque mas raramente,

posee pelos articulados con una segunda o mas células que
sobresalen a la anterior, en forma de articulacion o garra.
También estan presentes pelos glandulosos, de 35-40 um de

largo, con pie unicelular y la cabeza constituida por varias filas

de pequenas células.
— El polen posee un opérculo® sélido.

— La raiz puede ser como en subgénero Psyllium, gruesa y anual, o bien, no gruesa, rigida y

perenne, no carnosa.

— El iridoide catalpol esta presente en todas las especies de la seccion Lanceifolia, pero

ausentes en el resto de las plantagindceas, segiin Andrzejewska-Golec y Swiatek (1984a).

% Opéreulo: En el caso del polen, es la porcion de extexina que estd aislada del resto por una estrecha zona en la cual falta
totalmente o esta muy reducida, cubre un pro o un surco.
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— Este subgénero se ha adaptado a habitat seco, y crece en Asia, Europa, Africa y América,

estando ausente en Nueva Guinea, Australia y Nueva Zelanda.

Subgénero Coronopus (Lam & D.C) Rahn.

— La caracteristica fundamental de este subgénero es la corola tubular cubierta por

pelos cortos, que la diferencia del resto de los plantagos, donde es glabra.

— En toda la planta se pueden encontrar pequefios pelos glandulares conicos.

— Los sépalos poseen una afilada quilla o ala.
— Las especies estan distribuidas a lo largo del Mediterraneo (Moore et al., 1972).

— Especies pertenecientes a este grupo han sido objeto de diversos estudios botanicos debido
a la capacidad de supervivencia en condiciones extremas, como habitats desérticos o zonas
proximas al mar, con alto nivel de salinidad (Piotrwska, 1989; Gutterman et al., 1998).
Uno de los métodos de supervivencia se conoce con claridad, las inflorescencias se
lignifican al comienzo de las elevadas temperaturas, protegiendo las semillas. Las
inflorescencias caen al suelo durante todo el verano. Con las lluvias, estas estructuras se

hinchan y quedan libres las semillas (Evenari et al., 1982; Gutterman, 1997).

Subgénero Psyllium Juss.

— Las especies de este subgénero han sido confundidas entre si desde Linneo, y aun estan en

revision taxonomica.

— La caracteristica fundamental que lo diferencia del resto de los subgéneros es la existencia

de tallos con internudos alargados, ya que el resto de las Plantaginiceas son escaposas’.
— Las hojas son opuestas o en grupos de tres en forma de espiral.

— Los pelos pueden ser tectores, sencillos y uniseriados o glandulosos, de forma
larga y afilada. En el tallo también se encuentran pelos tectores marcados, no

antrorsos® (Rahn, 1992; Andrzejewska-Golec, 2003).

7 Escapo: Tallo que, arrancado de un rizoma, bulbo, etc., estd desprovisto de hojas y trae las flores en el dpice. (vulg.
bohordo). (Font Quer, 1993).

8 Antrorso: Dicese de aquellos elementos que se dirigen hacia delante o arriba. (Font Quer, 1993)
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— Todas las especies de este subgénero contienen los iridoides aucubina (sinon. aucubosido)
y bartsiosido, este ultimo, ausente en el resto de las plantaginiceas (Andrzejewska-Golec

etal., 1993).

— Este subgénero es originario del area mediterranea y Macaronesia. Crece en hébitat seco.

A continuacion, en las tablas I, I y III, se describen las principales caracteristicas botanicas de

cada una de las especies objeto de nuestro estudio (Silvestre, 1987).
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P. afra P. bellardii P. coronopus P. lagopus P. lanceolata P. serraria
Anual Anual Anual
Edad Anual Anual Bienal Perenne
Perenne Perenne
Perenne
EizﬁE(S)S/ Tallos Escapos Escapos Escapos Escapos Escapos
Dimensiones 45 cm 3,5-8 cm 5-56 cm 10-37 cm 18-50 cm 12-35 cm
) Erectos Indumento’ pardo-
_3}' A veces amarillento
5: ramificados Pelos
Morfologia | {* desdelabase | patentes
Pubescente- | cortosy
glandulosos. largos
(>1mm)
Hoias Opuestas/ espiral 1 roseta 1 0 mas rosetas 1 0 mas rosetas 1 0 mas rosetas 1 0 mas rosetas
) p P basales basales basales basales
Dimensiones | 1,5-6,2x0,2-0.5cm| 3-9x0,2-0,6cm | 1,5-2,2x0,1-1,5 cm 5-13x I-5cm 5-19x 1,3-4 cm 8-26x 1,4-3,5 cm
Linear-lanceoladas Estrechamente Lincares- Oblanceoladas
oblanceoladas
Enteras o oblanceoladas . , 10 Enteras Oblanceoladas
. . Pinnatifidas™ o Oblanceoladas .
Morfologia denticuladas Enteras .. , Rara vez Simétricamente
. bipinnatifidas Enteras
Dientes agudos Rara vez ) remotamente serrado-dentadas
. . Lébulos enteros o
distantes denticuladas dentadas
dentados
Nerviacion 3 nervios Pinnada o bipinnada 3-7 nervios 3-6 nervios 3-8 nervios
Pelos Vilosas, pelos Glabras o velutinas''| Pubérulas'?- pilosas . Subglabras- 13 | Subglabras-velutinas
patentes vilosotomentosas
Espigas | Dimensiones 2-20 cm 2-6 cm 1,4-6 cm 5-12cm
Morfolosia Ovoideas Ovoideas Cilindricas Subglobosas- Cilindricas Cilindricas
g Pedunculadas Densas Densas Cilindricas Densas Densas

Tabla I: Caracteristicas botanicas de diferentes especies de Plantago. (Silvestre, 1987)

? Indumento: Conjunto de pelos, glandulas, escamas, etc., que recubre la superficie de los diversos érganos de una planta.(Font Quer, 1993)
% Pinnatifida: Aplicase a la hoja o a cualquier érgano folidceo de nervadura pinnada cuando tiene el margen hendido de tal manera que las divisiones llegan a lo sumo hasta
la mitad del semilimbo.
! Velutino: Finamente aterciopelado.

2 Pubérula: Ligeramente pubescente o con pelitos muy finos, cortos y escasos.

3 Tomentoso: Dicese de la planta u 6rgano que estin cubiertos por pelos generalmente ramificados, cortos y dispuestos muy densamente.
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P. afra P. bellardii P. coronopus P. lagopus P. lanceolata P. serraria
Bracteas | Dimensiones 3-6 mm 3-7 mm 2,3-4 mm 3-4,5 mm 3-6 mm 2,3-4,2 mm
Ovado-lanceoladas Ovadas Ovado-lanceoladas Ovadas
Agudas Ovado-lanceoladas
Largamente Ovado-lanceoadas a Largamente Largamente
. Pubescentes Largamente . . .
Morfologia . acuminadas lanceoladas acuminadas acuminadas
Glandulares acuminadas . o . .
. . Margen escarioso y Apice viloso Margen escarioso, | Margen escarioso y
Margen escari0so Vilosas i 1 Tiad
acuminado' ciliado glabras o pilosas ciliado
3-3,2 mm 4-5 mm | )
{ j Oblongo- ahis Ovado- ; / " Pelosos'® Ny Glabros'” Pilosos
“ i, lanceolados |-\L-  lanceolados \/ Margen Q\\{, 2 _ 0 Margen
Sépalos | Morfologia |1 / Asimétricos | [I1/ Margen lfy  escariosos A R J'{ subglabros escarioso
-_ Pubescente-| ¥7 escarioso b/ asimétrico \ % ‘ asimétrico
glanduloso Viloso' \j
Margen escarioso
N Tubo Tubo glabro Tubo . Tubo glabro Tubo glabro | | Tubo
Corol s glabro v { pubescente | L & WY J j pubescente
orola T o ? ;
o "
h’ Y Bilocular A ) Bilocular
- [ ny
Capsula ¢ A *"E@ Trilocular U Bilocular “.,;
\y 7 L '
2 naviculares' O 2 n‘aviculares 3-4 elipsoideas
Semillas plano-convexas 2 naviculares 2 naviculares 2-3 naviculares

Tabla I1:Caracteristicas botdnicas de diferentes especies de Plantago (cont.)

" Acuminado: Terminado en acumen. (Punta con la que terminan algunos érganos vegetales).(Font Quer, 1993)
5 Viloso: Con pelo largo.
'S Peloso: Que tiene pelo en general. Si es muy fino y suave al tacto, el 6rgano es pubescente; si es rigido y dspero, se emplea el término de hirsuto o hispido.
7 Glabro: Desprovisto absolutamente de pelo o vello. (Font Quer, 1993)
8 Navicular: Dicese de cualquier drgano vegetal con forma parecida a una barquita o navicula.
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P. afra P. bellardii P. coronopus P. lagopus P. lanceolata P. serraria
Floracion Febrero-Junio Abril-Junio Febrero-Junio Marzo-Mayo Abril-Junio Abril-Junio
onas secas de los .
Z del
. . . L. Pastizales
. , pastizales litorales o Pastizales Suelos basicos, Praderas
Indiferente edafico, . Cunetas
1 del interior degradados textura arenosa Cunetas .
Habitat preferentemente . § Bordes caminos
Suelos Cunetas cunetas, pastizales y| Suelos humedos .
ruderal y arvense , . . . Suelos basicos, a
preferentemente Margenes cultivos cultivos neutros o basicos
g veces salobres
acidos
Eurasia excepto
S Europa Europa excepto P
Co S Europa . extremo N
Ny E Africa . extremo N Region Lo
‘ . NO Asia . . N Africa S Europa
Areas SO Asia hasta . Macaronesia mediterranea, . C
s Gran Canaria . . Macaronesia NO Africa
Paquistan . . SO Asia Macaronesia L.
. (introducida) (o N América
Macaronesia N Africa . .
(introducida)

--—:_{/ l,(b,m

Tabla III: Caracteristicas botanicas de diferentes especies de Plantago. (cont. y final)
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Plantago afra o P. psyllium L.

a) Usos en medicina popular.

Nombres comunes: zaragatona, psilio, zaracatona, zargatona (todos estos de
origen arabe). También es conocida como “semilla de pulga” por la morfologia de sus
semillas, elipticas, pequenas, de color rojizo y con una superficie muy lustrosa, de ahi
que también se llame a esta especie pulchion y pulquion (pulch, pulga.) (Dr. Asin de

Palacios en Umdat al-Tabib) (Font Quer, 1976).

Psyllium se ha confundido a lo largo del tiempo con P. ovata y P. arenaria,
!] , pero, se pueden diferenciar gracias a las semillas. Las de P. ovata son naviculares, y de
color gris claro mientras que las de P. arenaria, son pardo-negruzcas (Consejo General de Colegios

Oficiales de Farmacéuticos, 2001).

La planta se conoce desde muy antiguo, y Dioscorides ya nos habla de ella en el capitulo 71
del libro IV de su Materia Médica. Segun el intérprete, Andrés Laguna, “P. psyllium tiene fuerza de
resfriar y de restrifiir. Aplicado en forma de emplasto, es util a los dolores de las juncturas, a las
apostemillas que se hacen tras los oidos, a los durujoncillos, a las hinchazones y a los miembros
desconcertados. Aplicase con aceite rosado, o con vinagre o con agua contra el dolor de cabeza.
Mezclado con vinagre y puesto, sana las quebraduras de los muchachos y reprime los ombligos
salidos a fuera. Conviene tomar un acetibulo de psylio majado, y dejarlo en remojo dentro de un
sextario de agua, y después aplicarle, en siendo tornada de la dicha agua espesa, porque refria
notablemente. Echado el psylio en agua hirviente, la entibia. Tiene grande eficacia contra el fuego de
Sant Anton. Dicese que en la casa a donde estuviere esta hierba verde, no se engendraran jamds
pulgas. Majada con unto de puerco, mundifica las llagas sucias y las de mala natura. Su zumo,
instilado con miel, es util a los manantios oidos y a aquellos en los cuales se crian gusanos”. En
Espaiia, el mismo autor nos menciona “Echada en remojo la simiente, se deshace luego en ciertas
babazas utiles en extremo para quitar el amargor de la boca, ablandar las asperezas de la lengua en

>

los febricitantes y sana las quemaduras del fuego.’

En el caso de su accion laxante (aunque su empleo como laxante mecanico es relativamente
moderno, debido a la tendencia inicial de utilizar métodos mas enérgicos y potentes), sobre todo contra
el estrefiimiento pertinaz, Font Quer recomienda “una dosis de 0,5 a 1,5 onzas de simientes que se
revuelven con el agua necesaria y se tragan juntas, pero sin dejarlas en maceracion, antes de
acostarse. Otros aconsejan macerara previamente las semillas en agua, por ejemplo, en una taza

grande de la misma, y colar el mucilago cuando, pasadas unas horas, se han hinchado totalmente.

13
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Este mucilago colado y limpio de semillas, se propina por la maiiana, en ayunas. La misma babaza
sirve para darla en enemas, en caso de inflamaciones intestinales o anales, hemorroides, etc. como

emoliente.” (Font Quer, 1976).

Uso tradicional Parte de la planta Pais Referencia

Metabolismo

= Hipocolesterolemiante Semillas (en agua) Europa  (Roberts y Bencke 1994)

= Diabetes Semillas (en agua) (Frati-Munari et al., 1989)
Piel

= Alisar pelo Semillas (Rivera Nufiez y Obon de

Castro 1991)
= Antiséptico Semillas Jordania (Lev y Amar 2002)
= Astringente y emoliente Sumidad (infusion y bafios) (Rivera Nuifiez y Obon de

Castro 1991)
Sistema digestivo

= Alteraciones en el intestino Semillas Jordania (Lev y Amar 2002)

= Enfermedad inflamatoria intestinal Semillas y cuticulas (en agua) (Mills y Bone 2000)

= Estrefiimiento Semillas (Ext°. acuoso caliente)  Espafia  (Darias et al., 1989; Mills
y Bone 2000)

= Obesidad Semillas y cuticulas (en agua) (Mills y Bone 2000)

b) Ensayos biologicos realizados.

Tal y como hemos mencionado anteriormente, durante mucho tiempo se han confundido las
semillas de P. psyllium con P. ovata. Tanto es asi, que la farmacopea americana, a diferencia de la
Europea, incluye dentro de la misma monografia “Semillas de plantago” a P. ovata y P. psyllium.
(Bruneton, 1999). Revisando los ensayos bioldgicos realizados empleando las dos especies, hemos
encontrado que, generalmente, se emplea P. ovata, al estar mas extendido su uso. Los ensayos
farmacolégicos sobre P. psyllium, estin orientados hacia el efecto de las semillas sobre el
estrefiimiento y a nivel metabdlico. El mucilago de las semillas, al unirse a los acidos biliares y
colesterol, induce un aumento de la eliminacion fecal de éstos, disminuyendo su reabsorcion intestinal.
También se ha postulado que, como los mucilagos son una clase de polisacaridos relacionados con la
fibra soluble, la flora intestinal en el intestino grueso, podria metabolizar la fibra soluble formando
acidos grasos de cadena corta. Algunos de estos acidos grasos, se transportarian hasta el higado por la
vena porta, donde, ejercerian su efecto inhibiendo parcialmente la biosintesis de colesterol (Mills y

Bone 2000).

Ensayos clinicos a doble ciego, han demostrado que el consumo diario de psyllium reduce los

niveles de colesterol total, LDL y triglicéridos (Kris-Etherton et al., 2002), de glucemia (Frati-Munari
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981

¥
0 Ve

N\
W

et al., 1989; Munari et al., 1998), mientras que los niveles de HDL se elevan de forma significativa |

(Rodriguez-Moran et al., 1998). Estos estudios se han realizado en personas sanas y enfermos

diabéticos tipo II. Ademas se ha descrito un efecto hepatoprotector del extracto hidroalcohodlico a la

dosis de 100 mg/kg (Kalantari, 1998), y efectos beneficiosos en pacientes con encefalopatia hepatica y

diabetes mellitus tipo II cuando se asocia el consumo de semillas de P. afra con proteina de origen

vegetal (Uribe ef al., 1985). Otros trabajos mencionan su utilizaciéon en casos de colon irritable, aunque

parece, no obstante, que, en esta sintomatologia, su efecto apenas se diferencia del de un placebo.

Ademas, el extracto metandlico y hexanico de la sumidad ha demostrado ser activo como

insecticida, repelente de insectos y larvas a la dosis de 2 mg/mL (Pascual-Villalobos y Robledo 1998).

c¢) Componentes quimicos.

Se han identificado los siguientes compuestos:

Tipo Compuesto Parte de la planta Referencia
Alcaloides (Martin-Guerrero, 1983)
monoterpénicos
Indicaina Semillas
Indicainina Semillas
Plantagonina Semillas
Enzimas (Font Quer, 1976)
Emulsina Sumidad
Invertina Sumidad
Esteroles (Bruneton, 1999)
Fenilpropanoides
Plantamésido Hoja (Andary et al., 1988a; 1988b)
Verbascoésido Hoja (Andary et al., 1988a; 1988b; Ronsted et
al., 2000)
Flavonoides (Kawashty et al., 1994)
Apigenin-7-glucosido Sumidad
Apigenin-6,8-di-C-glucdsido Sumidad
Chrisoeriol-7-gentiobidsido Sumidad
Chrisoeriol-7-glucésido Sumidad
Luteolin-7-glucdsido Sumidad
Tricina Sumidad
Tricin-7-glucurénido Sumidad
Iridoides
monoterpénicos
Aucubina Sumidad (Font Quer, 1976; Andrzejewska-Golec
y Swiatek 1984a)
Semillas (Andrzejewska-Golec y Swiatek 1984a)
Plantarenalésido Sumidad (Popov et al., 1981; Andrzejewska-
Golec y Swiatek 1984a)
Bartsiosido Sumidad (Andrzejewska-Golec y Swiatek 1984a;

Andrzejewska-Golec et al., 1993)
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Tipo (cont.) Compuesto (cont.) Parte de la planta Referencia
Glicidos (Bruneton, 1999)
(mucilago)

Arabinoxilosano, hidrélisis : Semillas
D-xilosa (70%) (epidermis
L-arabinosa (10%) tegumento
o-D-galacturonil (1-4)- seminal)
L-xilosa o D-galactosa
Lipidos (Bruneton, 1999)
Acidos grasos insaturados
Proteinas (Bruneton, 1999)

d) Indicaciones en Fitoterapia.

Segun la Comision E de Plantas Medicinales'” y la Farmacopea Europea, la droga esta
constituida por las semillas maduras desecadas o los tegumentos seminales, con un indice de
hinchamiento de, al menos, 10 por gramo de droga (Blumenthal et al., 1998). En Espafia P. afra se
incluye dentro del grupo PA06 de la clasificacion terapéutica de plantas medicinales, (grupo de plantas
medicinales laxantes), y se indica su uso para estreflimiento cronico e irritacion intestinal (Cafiigueral

et al., 1998; Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos, 2001).
Indicaciones:

Debido al elevado indice de hinchamiento de las semillas en contacto con liquido, se emplea
como laxante formador de volumen. El mucilago de las semillas se hincha, causando la distension de la
pared intestinal, estimulando el peristaltismo intestinal y por tanto, provocando la evacuacion. Ademas,
la masa mucilaginosa forma un estrato lubrificante que facilita el transporte del contenido intestinal. El
mucilago no se degrada a nivel del intestino delgado, solamente se va a hidrolizar de forma parcial por
las bacterias coldnicas. Su efecto laxante se manifiesta después de las 24 h de su administracion. A este

efecto, contribuyen, ademas del mucilago, el aceite que contienen las semillas.

En el caso de diarrea y colitis espasmodica, el mucilago puede actuar como regulador
intestinal, al poder absorber el exceso de liquido de las asas intestinales, aumentando su viscosidad, y

por tanto, disminuyendo la velocidad de transito.

Visto los resultados en ensayos clinicos, P. afra asociada a un régimen alimenticio pobre en
grasas saturadas y en colesterol, puede ser util en casos de elevacion moderada de la colesterolemia,

aunque el interés clinico a largo plazo continta, en este caso, pendiente de confirmacion.

" Comision E: Guia terapéutica de las hierbas medicinales desarrollado por un comité especial de expertos del instituto
aleman para fuentes medicinales y medicamentos.
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Y por ultimo, también esta admitido su empleo como saciante, administrado con grandes

cantidades de agua, disminuyendo la sensacion de apetito.

La zaragatona no provoca efectos secundarios importantes, pero ocasionalmente, en casos de
individuos especialmente sensibles, a altas dosis, o en aquellos que hagan un uso incorrecto, puede
producir reacciones digestivas, (<1%), flatulencia, distension abdominal, obstrucciéon esofagica o
intestinal y reacciones alérgicas o dermatoldgicas: reacciones de hipersensibilidad con rinitis, espasmo
bronquial y urticaria e incluso anafilaxia tanto en consumidores como en manipuladores, especialmente

en drogas pulverizadas.

En Espaiia, esta droga se comercializa como simple o el mucilago extraido de las semillas y
también interviene en algunas mezclas laxantes. Lo mismo sucede en Francia, Italia, Suiza y Estados

Unidos. Sin embargo, en Alemania, se sustituye esta planta por la semilla de ispagula (P. ovata).

Se debe acompaiiar de un volumen adecuado de agua (150 ml cada 5 g, segin la monografia de
la comision E alemana), ademas de asegurar un aporte de liquido de al menos 2 litros diarios para
evitar la aparicion de obstrucciones intestinales. EI mucilago como tal (hemicelulosa de la semilla de
zaragatona), en polvo o en granulos (no se debe masticar) se debe tomar también con una cantidad
suficiente de liquido. Generalmente se utiliza solo, o a veces, se incluye en asociaciones con sorbitol,

citrato o aceite de parafina.

Las dosis diarias recomendadas son (Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos,

2001):
Droga pulverizada: 4-12 g /8h (adulto)
Droga pulverizada:2 g/8 h (nifios de 6-12 afios)
Ext°. fluido: 1:1 (g/ml): 2-5 ml/24 h

Si la ingesta de agua no es la adecuada, puede empeorar casos de afecciones estenosantes de
piloro, obstruccion esofagica, ileo espastico y oclusion intestinal. Al alterar la motilidad intestinal, han
de utilizarse con prudencia en el caso de megacolon. También esta contraindicado en dolor abdominal
de origen desconocido, apendicitis y nifios menores de 2 afios, debido a la ausencia de datos que avalen

su seguridad y personas encamadas (para evitar el estacionamiento del producto en el es6fago).

La Comision E no recomienda el uso de la zaragatona, en caso de diarrea, durante un periodo
de més de 3 o 4 dias sin consultar a un médico. En el caso de los ancianos, debe prescribirse con
precaucion, debido a que puede exacerbar estados de debilidad, hipotension e incoordinacion

psicomotriz. Los ancianos deben comenzar el tratamiento con la mitad de la dosis normal.
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Se ha estudiado que, al reducir el tiempo de transito intestinal, puede dismimuir la absorcidon de
nitrofurantoina. También puede verse afectada la biodisponibilidad oral de otros farmacos, como
digitalicos, acido acetilsalicilico o estrogenos. En el caso de este ultimo, se ha estudiado como el
consumo de las semillas en tratamientos de adelgazamiento o estrefiimiento, disminuye la velocidad de
absorcion, aunque aumenta ligeramente la concencentracion de estradiol absorbido (Garcia et al.,
2000). Por el contrario, puede potenciar los efectos de antidiabéticos orales e insulina, al poder
producir P. afra per sé una disminucion de la glucemia, por lo que, en caso de coadmininstracion,

deberan reajustarse las dosis.

En caso de embarazo, la FDA incluye este medicamento en la categoria A, es decir, su uso es
seguro durante el embarazo, y en la lactancia se ignora si los componentes de la zaragatona son

excretados en cantidades significativas con la leche materna, y si ello pudiese afectar al nifio.

-Presentaciones (Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos, 2001):
Reduccher Zaragatona®
Roha-Med coadyuvantee en el control de peso®

Zaragatona®
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Plantago bellardii All.

a) Usos en medicina popular.

No se han encontrado datos acerca de su empleo en medicina popular

hasta el momento.

b) Ensayos biologicos realizados.

Tampoco se han realizado hasta el momento ensayos de actividad

biologica a extractos obtenidos a partir de P. bellardii.

¢) Componentes quimicos.

Los componentes identificados mediante cromatografia en capa fina en P. bellardii, son los

siguientes:
Tipo Compuesto Parte de la planta Referencia
Fenilpropanoides (Ronsted et al., 2000)
Acido clorogénico Sumidad
Verbascosido Sumidad
Iridoides
monoterpénicos
(Ronsted et al., 2000)
Acido geniposidico Sumidad
Asperulésido Sumidad
(Andrzejewska-Golec y Swiatek 1984a)
Aucubina Sumidad
Semilla

d) Indicaciones en Fitoterapia

No se han descrito.
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Plantago coronopus L.

a) Usos en medicina popular

Nombres vulgares: Estrellamar, coronopo, hierba de la estrella, hierba

estrella, estrella, cuerno de ciervo, corniciervo, pie cervino, hierba cervina.

Su nombre se debe a que las hojas son hendidas. También, ha recibido
el nombre de pedem corvinum, que quiere decir pie de cuervo. Teophrasto
puso esta planta en la lista de las espinosas, mirando s6lamente a la fraccion de

las hojas que son en si puntiagudas.

Dioscorides trata de esta planta en el capitulo 119 del libro II de la
Materia Médica, y segun Andrés de Laguna, “el corondpode se puede cocer para comerla en
ensaladas. La raiz es util frente a los flujos estomacales, ademds, se la considera altamente diurética y
facilita la eliminacion de arenillas. La raiz seca en Espana, bebida con vino es valeroso remedio

contra las mordeduras de viboras” (Font Quer, 1976).

Otros autores corroboran estos usos, como Jarava en el siglo XVI, que menciona como esta
planta se cultivaba en los huertos para comerlo en ensaladas, en Francia también se la considera
comestible y en el Norte de Africa, las semillas son molidas o machacadas y se utilizan para hacer

papillas (Rivera Nufiez y Obon de Castro 1991).

Uso tradicional Parte de la planta Pais Referencia

Aparato genitourinario
= Diurético Sumidad (cocimiento, 30 g/L) Grecia (Emmanuel y Papavasilion
1920)

Sumidad (cocimiento) Irén (Zagari, 1992)

« Litolisis™ Sumidad (cocimiento) Espafia (Darias et al., 1989)
Aparato respiratorio

= Asma Sumidad (cocimiento) Iran (Zagari, 1992)

= Dolor garganta Hojas (infusion) Madeira (Rivera'y Obon 1995)
Organos sensoriales (Zagari, 1992)

= Dolor dental y otalgia Sumidad (cocimiento) Iran

= Inflamacion ocular Semillas (mucilago, colirio) Irén
Piel (Darias et al., 1986; 1989;

Zagari, 1992)

= Analgésico Sumidad (infusion) Espana

= Astringente Raiz desecada Iran

= Calmante (externo) Sumidad (cocimiento) Iran

= Cicatrizante heridas Hojas frescas Iran

= Demulcente Sumidad (infusion) Espafia

20 . Py . .7 . . . . 3 .
Litolisis:disolucion de calculos por medio de sustancias litotripsicas.
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AN Vg 5
A=
Uso tradicional (cont.) Parte de la planta (cont.) Pais Referencia
Piel (cont.)
= Emoliente Sumidad (cocimiento) Iran

Sistema circulatorio

= “Rectificador” de sangre Sumidad (cocimiento) Iran (Zagari, 1992)
Sistema digestivo (Zagari, 1992)

= Catartico Sumidad (cocimiento) Iran

= Estomatitis Sumidad (cocimiento) Iran

= Diarrea Sumidad (cocimiento) Iran

b) Ensayos biologicos realizados.

P. coronopus ha sido incluido en ensayos utilizados en medicina popular en infecciones

bacterianas y fingicas de la piel o en el tratamiento de desérdenes gastrointestinales.

Actividad Tipo extracto Resultado Referencia
Antibacteriana
Etandlico 95% (sumidad) (Donrberger y Lich 1982)
Agrobacter aerogenes Negativo®!
Bacillus globifer Negativo
Bacillus globifer resistente a Negativo
eritromicina
Bacillus globifer resistente a Negativo
tetraciclina
Bacillus mycoides Negativo
Bacillus subtilis Negativo
Escherichia coli Negativo
Escherichia coli resistente a Negativo
estreptomicina
Micobacterium phlei Negativo
Micobacterium smegmatis Negativo
Proteus morganii Negativo
Proteus vulgaris Negativo
Pseudomonas aeruginosa Negativo
Serratia marcescens Negativo
Staphylococcus aureus Negativo
Staphylococcus aureus Acuoso (sumidad) Negativo (Caldes et al., 1975)
Staphylococcus faecium Negativo (Caldes et al., 1975)
Antifiingica-antilevadura
Etandlico 95% (sumidad) (Donrberger y Lich 1982)
Fusarium culmorum Negativo
Fusarium solani Negativo
Kloeckera brevis Negativo
Penicillium notatum Negativo
Saccharomyces cerevisiae Negativo
Scopulariopsis spp. Negativo

2l Negativo significa que el halo inhibitorio mediante la técnica de dispersion en disco fue <6-8 mm.
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Actividad (cont.) Tipo extracto Resultado Referencia
Antimalarica
Plasmodium berghei (en raton) Acuoso (sumidad) Inactivo (Caldes et al., 1975)
Antitumoral
Inhibicion de induccion fagos Etanolico 95% (sumidad) Inactivo ~ (Donrberger y Lich 1982)
Leucemia- P388 en raton via ip Acuoso (sumidad) Inactivo (Caldes et al., 1975)

¢) Componentes quimicos.

Tipo Compuesto Parte de la planta Referencia
Alcaloides
monoterpénicos
Indicaina Semillas (Balbaa et al., 1971)
Escapos (Rizk et al., 1986)
Plantagonina Semillas (Balbaa et al,, 1971)
Enzimas (Font Quer, 1976)
Emulsina Sumidad
Invertina Sumidad
Esteroles y
triterpenos
(Font Quer, 1976)
Acido coronépico Sumidad
Acido plantaginico Sumidad
(Balbaa et al., 1971)
o~ amirina Semillas
- amirina Semillas
Campesterol Semillas (Balbaa et al., 1971; Rizk et al.,
1986)
Estigmasterol Semillas (Balbaa et al., 1971)
Reseno Sumidad (Font Quer, 1976)
[-sitosterol Semillas (Balbaa et al., 1971)
Fenilpropanoides
Plantamésido Hojas (Andary et al., 1988a; 1988Db)
Salidrésido Sumidad (Ronsted et al., 2000)
Verbascoésido Hojas (Andary et al., 1988a; 1988b)
Flavonoides (Kawashty et al., 1994)
Apigenin-6,8-di-C-glucosido Sumidad
Luteolina Sumidad
Luteolin-7-glucésido Sumidad
Luteolin-7-glucurénido Sumidad (Kawashty et al., 1994; Velazquez-
Fiz et al., 2000b)
Luteolin-7-glucurénido-3- Sumidad (Kawashty et al., 1994)
glucoésido
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Tipo Compuesto Parte de la planta Referencia
Iridoides
monoterpénicos
Acido geniposidico Sumidad (Taskova et al., 2002)
Aucubina Semillas (Andrzejewska-Golec y Swiatek
1984a)
Sumidad (Taskova et al., 2002)
Plantarenalésido Sumidad (Ronsted et al., 2000)
Sales minerales
CINa Sumidad (Emmanuel y Papavasilion 1920)
Saponinas Escapos (Rizk et al., 1986)
Taninos Escapos (Rizk et al., 1986)
Glucidos (Balbaa et al., 1971)
Fructosa Semillas
Glucosa Semillas
Planteosa Semillas
Sucrosa Semillas
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Plantago lagopus L.

a) Usos en medicina popular.

Nombres comunes: gallito, lengua de oveja, zarragananes.

Uso tradicional Parte de la planta Pais Referencia
Aparato respiratorio (Alkofahi et al., 1996)
= Brongquitis Sumidad Jordania
= Resfriados Sumidad Jordania
Sistema digestivo (Alkofahi et al., 1996)
= Antidiarreico Escapos (infusion con zarzamora)  Espafa (Gonzélez-Tejero et al.,
1995)
= Antiséptico intestinal Sumidad (cocimiento) Espafia (Darias et al., 1989)
= Purgante Sumidad Jordania (Alkofahi et al., 1996)

b) Ensayos biologicos realizados.

Actividad Tipo de extracto Resultado Referencia
Antibacteriana
Etanoélico 100% (Alkofahi et al., 1996)
(sumidad)
Escherichia coli Negativo (2,5 mg/mL)
Proteus mirabilis Negativo
Pseudomonas aeruginosa Negativo
Staphylococcus aureus Negativo
Staphylococcus epidermidis Negativo
Antifangica-antilevadura (Al-Shamma y Mitscher
1979; Alkofahi et al.,
1996)
Candida albicans Etanolico 80% Negativo (1mg/mL)
(sumidad)
Etanolico 100% Negativo (2,5 mg/mL)
(sumidad)
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Actividad (cont.) Tipo de extracto Resultado Referencia
Antiparasitaria (Martin et al., 1998)
Leishmania infantum Cloroférmico Débil actividad™.

(sumidad)
Metandlico 80% Débil actividad™.
(sumidad)
Trichomonas vaginalis Cloroformico Débil actividad™.
(sumidad)
Metanolico 80% Débil actividad®.
(sumidad)

Antitumoral

Artemia salina

Citotoxicidad en A549
Citotoxicidad en HT-29
Citotoxicidad en MCF-7
Mutagénica

Salmonella typhimurium T153

Etandlico 100%
(sumidad)

.2
Inactivo®
Inactivo®
.2
Inactivo®

Activo a 195 pg/ml

(Alkofahi et al., 1996)

Inactivo, (se considerd
toxico si CLse>1000pg/ml)

i
#4-

T
P
e

¢) Componentes quimicos.

Ausencia de alcaloides en sumidad.(Al-Shamma y Mitscher 1979) Se han detectado y/o aislado

los siguientes compuestos.

Tipo Compuesto Parte de la planta Referencia
Fenilpropanoides
(Fiz et al., 2000)
Acido clorogénico Sumidad
Acido rosmarinico Sumidad
Plantamajosido Sumidad
Verbascoésido Hojas (Andary et al., 1988a; 1988b)
Flavonoides
(Kawashty et al., 1994)
Apigenina Sumidad
Apigenin-7-glucésido Sumidad
Apigenin-7-glucurénido Sumidad
Apigenin-7-rutinésido Sumidad
Cinar6sido Sumidad (Fiz et al., 2000)
Luteolina Hoja (Harborne y Williams 1971;
Kawashty ef al., 1994)
(Kawashty et al., 1994)
Luteolin-7-glucésido Sumidad
Luteolin-7-glucurénido Sumidad
Luteolin-7-glucogalactésido Sumidad
22 DL19o>250 pg/mL

¥ Se consideré activo si Clsy< 10ug/mL.
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Tipo

Compuesto

Parte de la planta Referencia

Flavonoides (cont.)

Luteolin-7-neohesperiddsido Sumidad (Kawashty et al., 1994)
Luteolin-7-rutindsido Sumidad (Kawashty et al., 1994)
Iridoides
monoterpénicos

Asperuldsido Sumidad (Afifi et al., 1990)

Aucubina Sumidad (Andrzejewska-Golec y Swiatek
1984b; Afifi et al., 1990;
Velazquez-Fiz et al., 2000a)

Semillas (Raszejam y Gill 1973;

Andrzejewska-Golec y Swiatek
1984b)

Catalpol Sumidad (Andrzejewska-Golec y Swiatek
1984b; Afifi et al., 1990;
Velazquez-Fiz et al., 2000a)

Semillas (Raszejam y Gill 1973;

Andrzejewska-Golec y Swiatek
1984b)

10-benzoil-catalpol Sumidad (Velazquez-Fiz et al., 2000a)

10-cinamoil-catalpol Sumidad (Taskova et al., 2002)

6-a-hidroxi-geniposido Sumidad (Velazquez-Fiz et al., 2000a)

Harpagosido Sumidad (Velazquez-Fiz et al., 2000a)

Plantarenalésido Sumidad (Afifi et al., 1990)

d) Indicaciones en Fitoterapia.

No se han descrito.
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Plantago lanceolata L.
> a) Usos en medicina popular.

Nombres comunes: llantén menor, llantén de cinco nervios, llantén

lanceolado.

Esta planta se ha utilizado desde la antigiiedad por las propiedades
ligeramente astringentes, emolientes y cicatrizantes de las hojas (Coon,
1963; Krochmal y Krochmal 1973), destinando su uso para lavados bucales
(cocimiento de hojas solo o con dcido bdrico) y antiinflamatorio. Via oral, se

empleaba como anticatarral y para inflamaciones del tracto respiratorio.

Ademads, no s6lo se ha utilizado a nivel medicinal, sino también en la
alimentacion, asi, las semillas eran utiles para espesar sopas, las hojas, se tomaban en ensaladas y
ademas, tienen la capacidad de cuajar la leche, por un “jugo acido que contienen” (Font Quer, 1976).

Incluso también aparece en la literatura, en obras de Shakesperare.

P. lanceolata siempre ha estado vinculada con componentes supersticiosos y magicos, en
muchos lugares de Europa, las personas que tenian que atravesar lugares infestados de viboras se
colocaban las inflorescencias atadas a las piernas, porque creian que estas plantas les protegerian de las
serpientes y durante el siglo XVIII se colocaba en el interior de las diligencias como talisman para los
viajes (Rivera Nufiez y Obdn de Castro 1991). Los llantenes en el arte cristiano medieval eran simbolo

de las muchedumbres que buscaban a Cristo (Rivera Nufiez y Obon de Castro 1991).

Diversas tribus de indios americanos han utilizado también diferentes especies del género
Plantago. La tribu Cherokee (sureste de América del Norte) utilizaba las hojas pulverizadas de P.
lanceolata como analgésico, aplicada como emplasto para los dolores de cabeza; el zumo de la planta,
para ulceras y dolores oculares; las infusiones de raices se tomaban como antidiarreico, frente a la
disenteria, y la planta en general era utilizada como antidoto frente a mordeduras de serpientes y
picaduras de insectos. Las hojas, hervidas, se aplicaban sobre quemaduras. Infusiones de hojas se
utilizaban para hematuria, molestias intestinales, espasmos intestinales y a los nifios se les administraba

oralmente como energético cuando comenzaban a caminar.

La tribu Kawaiisu empleaba infusiones de hojas para otalgias. Los Iroquis (noreste de América
del Norte), utilizaron algunas especies de Plantago como analgésico, la decoccion de la sumidad se
tomaba para dolores de pecho y estobmago, y la planta pulverizada en caliente se aplicaba a heridas o
para el dolor. El cocimiento de las raices se utilizaba para vomitos, diarrea y calambres, asi como

antirreumatico y analgésico general. Las hojas trituradas se aplicaban de forma tdpica para aliviar el
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prurito de mordeduras de arafias y en ulceras. La raiz en infusiébn como antitérmico, problemas

cardiacos, hemostatico, problemas en articulaciones y también se incluia dentro de las plantas

empleadas para regular el ciclo menstrual y para la esterilidad femenina; también se utilizaba por su

efecto diurético, como suplemento energético y como sedante (Moerman y Ford 1986).

Uso tradicional

Parte de la planta

Pais

Referencia

Antiparasitario
= Antiparasitario en veterinaria

Antitumoral

= Cancer cerebral

= Carcinoma hepatico
= Cancer de mama

= Cancer utero

Aparato genitourinario
= Cdlculos renales

= Cistitis
= Disuria
= Diurético

Aparato respiratorio
= Amigdalitis
= Antiasmatico

= Bronquitis
= Enfisema pulmonar
= Faringitis

= Infecciones

= Inflamacion generalizada vias
respiratorias

= Obstruccion nasal

= Rinitis y sinusitis

= Tos irritativa cronica

Articulaciones y sistema éseo
= Artralgia
= Gota

Inflamacion

Hojas (zumo) (v.o0.)

Hojas (cruda/cocimiento)

Hojas (cruda/cocimiento)

Hojas (cruda/cocimiento)
Hojas (cocimiento)

Hojas frescas
(cocimiento 70 g hojas/L.)
Sumidad (infusién)
Hojas
Hojas (infusion)

Raiz desecada
Hojas (cocimiento)
Hojas (infusion)
Hojas (cocimiento, 70 g/L)
Hojas
Hojas (sirope)
Hojas y zumo
Hojas
Hojas

Hojas (cocimiento+ vino)
Hojas
Hojas
Hojas (cocimiento con
Mentha suaveolens)

Hojas frescas (v.t.)
Hojas (cocimiento) (v.0.)

Hojas (infusién) (v.0.)
Hojas (cocimiento) (v.o0.)

Turquia

Espafia
Espafia
Espafia
Turquia

Italia
Francia
Japon
Etiopia
Turquia
Japon
Italia

Italia
Espafia

Alemania

Espafia

Espafa

Alemania

Italia

Italia
Islas

Rodriguez

Japon
Espafia

(Tabata et al., 1994)

(Jaén, 1992)

(Tabata et al., 1994)

(De Feo y Senatore 1993)

(Novaretti y Lemordant 1990)
(Mills y Bone 2000)
(Murai et al., 1995b)

(Desta, 1993)
(Yazicioglu y Tuzlaci 1996)
(Murai et al., 1995b)
(De Feo y Senatore 1993)
(Mills y Bone 2000)
(Lokar y Poldini 1988)
(Jaen, 1993)
(Wegener y Kraft 1999)
(Jaen, 1993)

(Jaen, 1993)
(Mills y Bone 2000)
(Wegener y Kraft 1999)
(De Feo et al., 1992)

(Leporatti y Pavesi 1990)
(Gurib-Fakim et al., 1996)

(Murai et al., 1995b)
(Rios et al., 1987)
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Uso tradicional (cont.)

Parte de la planta

Pais

Referencia

Organos sensoriales
= Conjuntivitis

= Molestias oculares
= Otitis media
= “Sordera”

Piel
= Abscesos

= Alivio de dermatitis ocasionada

por hiedra venenosa
= Antiacneico
= Antidoto venenos
= Antiinflamatorio

= Antiséptico
= Astringente

= Cicatrizante

= Dermatitis por picaduras de
insectos

= Detoxificante

= Eccemas

= Emoliente

= Forunculosis

= Heridas, ulceras, llagas y
hematomas

= Lavado de ulceras abiertas
= Quemaduras
= Vulnerario

Hojas (cocimiento)

Hojas (emplasto)
Hojas (zumo)
Hojas
Hojas (cocimiento + vino)

Hoja fresca (v.t.)
Hojas (v.t.)

Hojas (con aceite de semillas
de Papaver somniferum)
Hoja fesca (v.t.)

Hoja fresca triturada (v.t.)

Hojas
Hojas
Sumidad (infusion)
Hojas (cocimiento)
Hojas (infusion) (v.t.)
Hojas (infusion) (v.t.)
Sumidad (cocimiento) (v.t.)
Sumidad (cocimiento)

Hojas con sal machacadas
(v.t)

Hojas
Emplasto-cataplasma de
hojas
Hojas (cocimiento) (v.t.)
Hojas frescas (v.t.)
Hojas frescas pulverizadas o
machacadas
Sumidad (v.t.)

Hojas secas (emplasto)
Hojas frescas (zumo)
Hojas (cocimiento) (v.t.)

Sumidad (cocimiento)
Hojas (v.t.)
Zumo hojas frescas

Cocimento hojs secas (v.t.)
Hoja fresca (v.t.)
Hojas (cocimiento)
Hojas (cocimiento)
Hojas desecadas
Hojas (zumo)

Madeira
Guatemala
Italia
Francia

Espania

Grecia
Turquia
Turquia

Turquia
E.E.U.U.

Turquia
Francia
Francia
Italia
Cuba
Cuba
Pert
Francia

Turquia

Francia
Italia

Espana
Italia
Turquia

Italia

Italia
Turquia
Islas
Rodriguez
Pera
Madeira
Turquia

Turquia
Grecia
Guatemala
Madeira
Turquia
Francia

(Rivera y Obon 1995)
(Céaceres et al., 1987)
(Lokar y Poldini 1988)
(Novaretti y Lemordant 1990)
(Mills y Bone 2000)
(Jaen, 1993)

(Malamas y Marselos 1992)
(Fujita et al., 1998)
(Yesilada et al., 1995)

(Tabata et al., 1994)
(Duckett, 1980)
(Brown y Dattner 1998)
(Fujita et al., 1998)
(Novaretti y Lemordant 1990)
(Novaretti y Lemordant 1990)
(Mascolo et al., 1987)
(Ruiz et al., 1996)
(Ruiz et al., 1996)
(Ramirez ef al., 1988)
(Novaretti y Lemordant 1990)

(Tabata et al., 1994)

(Novaretti y Lemordant 1990)
(Lokar y Poldini 1988)

(Rios et al., 1987)
De Feo y Senatore 1993
y
(Tabata et al., 1994)

(De Feo y Senatore 1993)
(Brown y Dattner 1998)
(Lokar y Poldini 1988)
(Yazicioglu y Tuzlaci 1996)
(Gurib-Fakim et al., 1996)

(Ramirez et al., 1988)
(Rivera y Obon 1995)
(Yazicioglu y Tuzlaci 1996)

(Yazicioglu y Tuzlaci 1996)
(Malamas y Marselos 1992)
(Caceres et al., 1987)
(Rivera y Obon 1995)
(Yazicioglu y Tuzlaci 1996)
(Novaretti y Lemordant 1990)
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Uso tradicional (cont.)

Parte de la planta

Pais

Referencia

Sistema circulatorio
= Antihemorradgico
= Depurativo

= Hemorroides (alivio picor)

= Hemostatico

= Hemostatico en heridas y varices

= Varices

Sistema digestivo
= Antidiarreico

= Colagogo
= Colicos

= Colitis

= Disenteria

= Dispepsia e hiperacidez

= Enteritis

= Gastritis

= lleitis

= Molestias estomacales

= Reflujo esofagico
= Ulcera péptica

Sistema inmunologico
= Anticatarral

= Antigripal

= Antiinfeccioso

Suplemento alimenticio
(veterinaria)

Hojas frescas (v.t.)
Hojas (sirope)
Hojas (cocimiento, 70 g/L)
Sumidad (cocimiento)

Hojas frescas (v.t.)
Hojas (cocimiento, 70 g/L)

Sumidad (cocimiento)

Hojas (infusion)
Hojas (cocimiento con
Sambucus nigra)
Hojas (cocimiento, 70 g/L)
Hojas (infusion)
Hojas
Hojas (cocimiento, 70 g/L)
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas
Hojas frescas (v.0.)

Hojas
Hojas

Hojas (infusion)
Hojas (infusion)

Hojas (sirope)
Hojas (cocimiento)

Hojas

Italia

Italia

Italia
Francia

Italia
Italia

Francia

Espana
Italia

Italia
Espafia

Italia

Turquia

Islas del Este
(Pacifico Sur)
Islas del Este
(Pacifico Sur)
Italia
Espafia

(De Feo y Senatore 1993)
(Lokar y Poldini 1988)
(De Feo y Senatore 1993)
(Novaretti y Lemordant
1990)

(De Feo y Senatore 1993)

(Novaretti y Lemordant
1990)
(Jaen, 1993)
(De Feo et al., 1992)

(De Feo y Senatore 1993)
(Jaen, 1993)
(Mills y Bone 2000)
(De Feo y Senatore 1993)
(Mills y Bone 2000)

(Tabata et al., 1994)
(Mills y Bone 2000)

(Holdsworth, 1992)

(Lokar y Poldini 1988)
(Rios et al., 1987)

(Grela, 2000)
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b) Ensayos biologicos realizados.

Actividad

Tipo extracto

Resultado

Referencia

Alergénica

Analgésica

Antibacteriana

Anticonvulsivante y
espasmolitica
Anticonvulsivante

Espasmolitica (tipo
inespecifico)

Antifiingica
Aspergillus niger
Candida albicans

Criptococcus neoformans
Microsporum canis

Antihelmintica
Tenicida

Antiinflamatoria

Acuoso (polen)

Etanolico (50%)
(sumidad)

Etanolico (95%)
(semillas)

Etanolico (50%)
sumidad

Etandlico (50%)
sumidad

Etandlico 50% (hojas)
Cloroférmico
Etanolico 50%

Etanolico 100%
Metanolico

Etanolico 50%
Etanolico 50%

Acuoso (hojas) o
sumidad desecada

Ext° liofilizado
(sumidad)

Etanolico 50%
(sumidad)
Etanolico (80%)
(hojas)

Etandlico (95%)
(semillas)

Activo, no detalla dosis,
administracion
intradérmica

Inactiva a dosis 0,5 mg/Kg
(ip ratas) Método de
presion cola

Activo

Inactivo a dosis 0,5 mg/kg
(raton via ip) vs

convulsiones inducidas por

electroshock

Inactivo en ileon de cobaya

vs contracciones inducidas
por Ach e histamina

No activo
No activo
No activo
No activo
No activo

No activo
No activo

Activa, dosis variable, en
humanos adultos, v. oral

Activo a 500 pg/huevo
(ensayo membrana
corialantoinica embrion
pollo)

Inactivo dosis 0,5 mg/kg
ratas v.o. vs edema talon
inducido por carragenina
Confuso, 11% inhibicion
de edema vs edema
inducido por carragenina
en talon rata.
Activo en humanos (v.t.)

(Baldo et al., 1982)

(Dhawan et al., 1977)

(Rizescu et al., 1976)
(patentada)

(Dhawan et al., 1977)

(Dhawan et al., 1977)

(Dhawan et al., 1977)
(Desta, 1993)
(Dhawan et al., 1977)
(Rios et al., 1987)
(Rios et al., 1987)
(Dhawan et al., 1977)

(Desta, 1995)

(Marchsan et al., 1998)
(Patentada)

(Aktay et al., 2000)

(Mascolo et al., 1987)

(Rizescu et al., 1976)
(patentada)
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Actividad (cont.)

Tipo extracto

Resultado Referencia

Antiinflamatoria (cont.)

Antipruritica

Antitumoral y
quimiopreventiva
Antioxidante (Antirradicalario)

Antimutagénica

Bacillus subtilis NIG-1125 HIS
MET

Antimutagénica

Bacillus subtilis N1G-1125- HIS
MET

Antimutagénica

Escherichia coli B/R-WP2-TRP
Antimutagénica

Escherichia coli B/R-WP2-TRP
Citotoxicidad en HeLa.
Inducciéon profago

Inhibicion de angiogénesis

Inhibicién induccion fagos en
bacterias

Mutagénica

Salmonella typhimurium TA100
Mutagénica

Salmonella typhimurium TA98
Prevencion de genotoxicidad y
agregacion cromosomica en
Aspergillus nidulans

Antitusigena

Antivirica
Herpes simplex 1

Herpes simplex 11
Influenza A2 (manheim 57)
Poliovirus 11

VIH

Ext°. a partir de
semillas frescas
Fracciones de ext’
acuoso

Hojas

Etandlico 50%
(sumidad)
Metanélico (hojas y
escapos)

Metanolico (raiz)
Metanolico (hojas y
escapos)

Metandlico (raiz)

Acuoso (sumidad)
Etandlico 95%

Fraccion
cromatografica
Etandlico 95%

Tintura (sumidad)

Tintura (sumidad)

Ext°. fluido (hojas)

Mucilago (hojas)

Ext® acuoso (hojas)

Ext® acuoso (hojas)
Ext® acuoso (hojas)
Ext® acuoso (hojas)
Ext® acuoso (hojas)

Activo en humanos, dosis
ensayada 10%.
Activo frente a edema
auricular de ratén

(Hose et al., 1996)
(patentada)
(Murai et al., 1995b)

Activo, aplicado a zonas
con dermatitis por hiedra
venenosa

(Duckett, 1980)

Inactivo dosis 5 pg/ml vs (Masaki et al., 1995)
anion superoxido

Inactivo. Dosis 50 pl/disco (Ishii et al., 1984)

Inactivo (Ishii et al., 1984)

Inactivo. (50 pl/disco) (Ishii ez al., 1984)

Inactivo (Ishii et al., 1984)

Inactivo a dosis 10 % (May y Willuhn 1978)

Inactivo (Donrberger y Lich
1982)
Activo no dosis detallada (Paper, 2003)
(patentada)
Inactivo (Donrberger y Lich
1982)

Inactivo (200 pl/disco) (Schimmer et al., 1994)

Inactivo (200 pl/disco) (Schimmer et al., 1994)

Activo. (4,76 mg/mL) (Ruiz et al., 1996)

Efecto demulcente sobre la
mucosa faringea.

(Consejo General de
Colegios Oficiales de
Farmacéuticos, 2001)

No activo (May y Willuhn 1978;

Pacheco et al., 1993)
No activo (Pacheco et al., 1993)
No activo (May y Willuhn 1978)
No activo (May y Willuhn 1978)
No activo (Pacheco et al., 1993)
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Actividad Tipo extracto Resultado Referencia
Cicatrizante
Acuoso (hojas) Activo, promueve (Monastyrskaya y
crecimiento epitelial, Petropavlovskaya 1953)
dismimuye la hiperemia y
acelera la cicatrizacion en
conejos.
Diurética
Diurética Etanolico 50% Activo dosis 0,25 mg/kgv.  (Dhawan et al., 1977)
(sumidad) ip rata

Despigmentante

Inhibicion tirosinasa en
melanoma B-16

Espermicida
Coagulacion seminal

Espermicida

Hemolitica
Hemolitica

Hemostatica
Hemostatica

Hepatoprotectora
(antihepatotoxica)

Hipoglucemiante
Hipoglucemiante

no especificado Inactivo a dosis 500 pg/ml

Etanolico 50% Inactivo dosis 2% en

(sumidad) esperma de rata
Etanolico 50% Inactivo
(sumidad)
Fraccion saponina Activo
(hojas)
Acuoso (hojas) Activo
Hojas Activo
Etandlico (100%) Débil actividad (11%),
(hojas) frente a hepatotoxicidad

inducida por Cl4C. Dosis
500 mg/kg rata
Inhibe infiltracion
leucocitaria y proliferacion
células Kupffer
No inhibe la degeneracion
de hepatocitos
Débil actividad frente a
hepatotoxicidad inducida
por CL,C. Dosis 500 mg/kg
(ip ratas)

Etanolico (100%)
(hojas)

Etanolico (100%)
(hojas)
Metanoélico (sumidad)

Etanolico 50%
(sumidad)

Produce < 30% descenso
del nivel de glucemia.
Dosis 250 mg/kg v.oral
ratas.

(Obayashi et al., 1996)

(Dhawan et al., 1977)

(Dhawan et al., 1977)

(Tarle et al., 1981)

(Monastyrskaya y
Petropavlovskaya 1953)

(Oztiirk et al., 1992)
(Aktay et al., 2000)

(Aktay et al., 2000)

(Aktay et al., 2000)

(Kumazawa et al., 1990)

(Dhawan et al., 1977)
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Actividad Tipo extracto Resultado

Referencia

Hipolipemiante
Disminuye niveles de
trigulicéricos, colesterol
total y B-lipoproteinas en
conejo aterosclerdtico
Disminuye niveles LDL en

cerdos
Hipotérmica
Etanolico 50% Activo dosis 0,5 mg/kg via
(sumidad) ip ratéon
Inmunoestimulante
Estimulacion de sintesis Acuoso (hojas) Activo. Dosis 2%
enddgena de interferon
Supresion receptor E en Acuoso (hojas)
linfocitos
Incremento receptores Fc y C3 Acuoso (hojas)
Insecticida y repelente de
insectos
Hexéanico (sumidad) Activo. Dosis 2mg/mL
Acetona (sumidad) Activo. Dosis 2mg/mL
Metandlico (sumidad)  Activo. Dosis 2mg/mL
Toxicidad
Acuoso LDs, 2980 mg/kg via ip en
raton
Etanolico 50% LDs, 1000 mg/kg via ip
raton
Hidroalcohdlico LDsy 3350 mg/kg via ip en
raton

(Carretero, 1999)

(Grela, 2000)

(Dhawan et al., 1977)

(Plachcinska et al.,
1984)

(Pascual-Villalobos y
Robledo 1998)

(Desta, 1995)
(Dhawan et al., 1977)

(Desta, 1995)

34



Extractos

Referencia

C,CH. | EtOH | EtOH | Tintura (10 EtOH MeOH Acuoso Zumo(hojas) | Fraccion
(1g/L) 50% | 95% | hojas/100 mL (100%) (dosis (hojas) (0,2 saponina
(hojas) (25 EtOH) (30 1g/L) mL/disco) (hojas)
pg/ml) ul/disco) (hojas)
Antibacteriana
Bacillus subtilis - + - (Felklova, 1958;
Dhawan et al., 1977)
Escherichia coli - - - - - - (Felklova, 1958;
Dhawan et al., 1977,
Caceres et al., 1987)
Klebsiella - ++ - ++ (Rios et al., 1987,
prneumoniae Desta, 1993)
Myobacterium phlei - - (Rios et al., 1987)
Micrococcus flavus + (Tarle et al., 1981)
Proteus vulgaris ++ ++ (Desta, 1993)
Pseudomonas - - -+ - -
aeruginosa
Salmonella -+ ++
gallinarum
Salmonella typhosa - (Dhawan et al., 1977)
Staphylococcus albus ++ ++ (Desta, 1993)
Staphylococcus - - + + - - + + (Felklova, 1958;
aureus Demidov, 1963;
Dhawan et al., 1977,
Tarle et al., 1981;
Caceres et al., 1987,
Rios et al., 1987)
Streptococcus + - (Felklova, 1958)
pyogenes

S¢

Actividad antibacteriana de Plantago lanceolata.

El signo “-* significa que el halo inhibitorio mediante la técnica de dispersion en disco es < 6-8 mm, (+) halo de inhibicioén es 6-10 mm; (++) halo

de inhibicién es 10-15 mm.
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Los extractos acuosos preparados en frio, los extractos fluidos y el zumo de planta fresca
han mostrado actividad bacteriostatica y bactericida in vitro, mientras que las infusiones y los

cocimientos preparados en caliente, parece que no presentan ninguna actividad.

¢) Componentes quimicos

Tipo Compuesto Parte de la planta Referencia
Acidos fenoles
Acido protocatéquico Sumidad (Blumenthal et al., 1998)
Alcaloides Escapos (Rizk et al., 1986)
Antraquinonas™ (Mueller et al., 1999)
Acido crisofanico Sumidad
Emodina Sumidad
Fisciona (Physcion) Sumidad
Carotenoides
Caroteno Hojas (Abzalov, 1971)
Cumarinas
Aesculetina Sumidad (Hazanagy, 1970)
Fenilpropanoides
Acido trans-cindmico Hojas (Fons et al., 1998a)
Raiz
Acido clorogénico Hoja (Maksyutina, 1971)
Acido neoclorogénico Hoja
Cistandsido F Hojas (Murai et al., 1995b)
Isoverbascosido Hojas
Lavandufoliosido Hojas
Plantamajosido Hojas
(Noro et al., 1991)
Plantamdsido Hojas (Andary et al., 1988a; 1988b; Murai
et al., 1995b; Fons et al., 1998a)
Plantula (Fons et al., 1998b)
Raiz (Fons et al., 1998a)
Verbascoésido Hojas (Andary et al., 1988a; 1988b; Noro
et al., 1991; Murai et al., 1995b;
Fons et al., 1998b)
Plantula (Fons et al., 1998b)
Raiz (Fons et al., 1998a)
Flavonoides (Kawashty et al., 1994)
Apigenina Sumidad
Apigenin-7-glucésido Sumidad
Apigenin-7-glucurénido Sumidad
Apigenin-7-glucuronil- Sumidad
glucosido
Apigenin-6,8-di-C-glucdsido Sumidad

? La suma de antraquinonas totales= 0,4 mg/Kg de planta.
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Tipo Compuesto Parte de la planta Referencia
Flavonoides (cont.)
Cosmosiina Sumidad (Haznagy et al., 1976)
(Nishibe et al., 1995)
Escutellareina /Scutellareina Sumidad (Nishibe et al., 1995)
Homo plantaginina Sumidad (Nishibe et al., 1995)
Luteolina Hojas (Harborne y Williams 1971)
Sumidad (Kawashty et al., 1994)
6-hidroxi-luteolina Sumidad (Nishibe et al., 1995)
(Kawashty et al., 1994)
Luteolin-7-glucésido Sumidad
Luteolin-7-glucurénido Sumidad
Luteolin-7-glucuronilglucésido Sumidad
Luteolin-7-glucurénido-3’- Sumidad
glucosido
Plantaginina Sumidad (Nishibe et al., 1995)
Iridoides
monoterpénicos
Acido geniposidico Sumidad (Taskova et al., 2002)
Asperuldsido Flores (Bianco et al., 1984; Handjieva et
al., 1991)
Acido asperulosidico metil Sumidad (Handjieva et al., 1991)
desacetilado
Aucubina Semilla (Andrzejewska-Golec y Swiatek
1984b)
Escapos (Hazanagy, 1970; Darrow y Bowers
1997)
Hojas (Duff et al., 1965; Hazanagy, 1970;
Tarle et al., 1981; Miething et al.,
1986; Darrow y Bowers 1997)
Inflorescencias (Hazanagy, 1970)
Raiz
Semillas (Raszeja y Gills 1973)
Sumidad (Andrzejewska-Golec y Swiatek
1984b; Handjieva ef al., 1991;
Cheng et al., 1992; Long et al.,
1995; Adamczyk et al., 1998)
Catalpol Escapos (Darrow y Bowers 1997)
Hojas (Duff et al., 1965; Darrow y
Bowers 1997)
Semilla (Andrzejewska-Golec y Swiatek
1984b)
Sumidad (Andrzejewska-Golec y Swiatek
1984b; Handjieva et al., 1991; Long
et al., 1995; Adamczyk et al., 1998)
Globuralina Sumidad (Handjieva et al., 1991; Taskova et
(10-cinamoil-catalpol) al., 2002)
Scutellariosido I Sumidad (Handjieva et al., 1991)
Sales minerales
Acido silicico Sumidad (Blumenthal et al., 1998)
Acido oxalico Hojas (Guil-Guerrero, 2001)
Calcio Hojas
Sales potasicas Sumidad (Blumenthal ez al., 1998)
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Tipo Compuesto Parte de la planta Referencia
Saponinas (Blumenthal et al., 1998)
Sesquiterpenos

Lolidlido Sumidad (Toth et al., 1976)
n.d? (Pettit e al., 1980)
Taninos (Blumenthal et al., 1998)
Vitaminas
Vitamina C Hojas (Guil-Guerrero, 2001)
Glucidos
2-carboxi-arabinitol Hojas (Moore et al., 1993)
Mucilago Hojas (Kardosova, 1992)
Polisacérido F-I Hojas (Brautigam y Franz 1985)
Polisacérido F-II Hojas
Lipidos
Acidos grasos poliinsaturados Hojas (Guil-Guerrero, 2001)
Semillas (aceite) (Swiatek et al., 1980)
Acido estearico
Acido linoleico
Acido linolénico
Acido miristico
Acido oleico
Acido palmitico
Proteinas

Sulfotransferasa APS

Hojas

(Schmidt, 1975)

d) Indicaciones en Fitoterapia

P. lanceolata estd aprobada por la comision E alemana de Sanidad, asi como en Espaiia, en

el catalogo de Plantas Medicinales del Consejo de Farmacéuticos, donde se la incluye dentro del

grupo PRO2, plantas medicinales antitusivas.(Blumenthal et al., 1998; Consejo General de Colegios

Oficiales de Farmacéuticos, 2001)

La droga estd constituida por las partes aéreas frescas o secas, recolectadas en tiempo de

floracion, asi como sus preparaciones a dosis efectivas.

Las indicaciones para las que esta aprobado el empleo de esta planta son:

— Uso interno: Resfriados, tos improductiva, afecciones inflamatorias de la mucosa

bucofaringea, faringitis, bronquitis, fiebre.

— Uso externo: Afecciones inflamatorias de la piel.

Estas indicaciones se deben a sus propiedades protectoras del hidrocoloide que posee, y el

papel antiinflamatorio de los iridoides (sobretodo aquellos derivados del catalpol). Los mucilagos

# n.d.: No detallado.
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podrian proporcionar un gradiente osmotico para los alérgenos causados por las picaduras e inhibir
de forma competitiva las lectinas irritantes (Brown y Dattner 1998). Ademas los fenilpropanoides
han mostrado inhibir la formacioén de 4cido araquidonico en edema auricular de raton (Murai et al.,
1995b). Estos efectos contrastan con las propiedades alérgicas que poseen el polen y las semillas
(Mehta y Wheeler 1991; Calabozo et al., 2001). Se ha visto que los antigenos del polen de P.
lanceolata, tienen reacciones cruzadas con alérgenos del olivo y melén (Garcia-Ortiz et al., 1996).

Estas reacciones alérgicas también han sido observadas en animales.
Posologia y pauta de administracion:
La droga se utiliza pulverizada, infusiones, macerados, extracto fluido, tinturas, jarabes.
Las dosis diarias recomendadas por via interna son:
Droga pulverizada: 3-6 g/24 horas.
Infusion: 1,4 g/150 ml/6-8 horas.
Exto. fluido: 1:1 (g/ml): 2-4 ml/6-8 horas.
Tintura: 1:5 (g/ml): 7ml/6-8 horas.
Las dosis diarias recomendadas por via externa son:
Macerado: 1,4 g/150 ml varias veces al dia en forma de gargarismos o cataplasmas.

En el caso de embarazos, esta planta se incluye dentro de la categoria B seglin la FAO, lo
que implica que se han realizado estudios sobre varias especies de animales, utilizando dosis varias
veces superiores a las humanas, sin que se hayan registrado efectos embriotoxicos o teratogénicos;
sin embargo, no se han realizado ensayos clinicos en seres humanos, por lo que el uso del llantén
solo se acepta en caso de ausencia de alternativas terapéuticas mas seguras. En el caso de la
lactancia, se ignora si los componentes son excretados en cantidades significativas con la leche

materna, y si ello pudiera afectar al nifio.

No se han descrito reacciones adversas ni interacciones con otros medicamentos, aunque, la
presencia de mucilagos puede originar un riesgo potencial debido a la posible disminucion o retraso

de la absorcidn oral de otros principios activos.
-Presentaciones:

En Alemania, la droga se encuentra en “bolsitas” para infusion (0.9 g) mientras que su
extracto aparece como preparados solubles instantdneos antitusivos (Bronchostad®) y en diversas

especialidades emolientes, expectorantes y broncoespasmoliticas.
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A pesar de que en Espafia tiene una mayor presencia la sumidad de Plantago major, a la
que se le atribuyen las mismas indicaciones, el Catilogo de Plantas Medicinales del Consejo
General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos recoge 4 especialidades con P. lanceolata como

especie unica en su composicion.

También se combina con otras plantas medicinales en diversas especialidades
farmacéuticas, asi se puede encontrar con la semilla de cacao, la flor de arnica, la hoja de salvia,
hojas de eucalipto, flor de altea, entre otras, para el tratamiento del asma, problemas respiratorios,

congestion pulmonar, resfriado y tos irritativa.
En este catalogo se han encontrado 6 preparados de P. lanceolata con mas de tres especies:
Herbalpina antitusivo y expectorante ©
Llantusil ®
Oftalmax ©
Roha-Mad antitusigeno expectorante ®

Yalufor laxante ®
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i (i

Plantago serraria L. v

a)Usos en medicina popular.

La sumidad es consumida en la region de Lukania (Italia), por los
arbéreshé (descendientes albanicos), cocida o frita, ademas de utilizar sus espigas

y brotes con fines religiosos (Pieroni et al., 2002).

b) Ensayos biolégicos realizados.
No se han descrito

¢) Composicion quimica

Tipo Compuesto Parte de la planta Referencia
Iridoide (Andrzejewska-Golec y Swiatek 1984b)
monoterpénico
Aucubina Semilla
Sumidad

d) Indicaciones en Fitoterapia.

No se han descrito.
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IL.2. ACTIVIDAD FARMACOLOGICA DE IRIDOIDES, FENILPROPANOIDES Y
FLAVONOIDES.

11.2.1. IRIDOIDES

Los iridoides constituyen un grupo de monoterpenos con esqueleto
ciclopenta[c]piranico, basados en la estructura del iridano (cis-2-

oxabiciclo-[4,3,0]-nonano). En un sentido mas amplio, también se

pueden incluir los secoiridoides, caracterizados por la ruptura del enlace

(6]
10 ;
fridang entre C-7, y C-8 del anillo ciclopentanico. Secoiridoide
El término “iridoide” deriva de haber sido aislado, por primera vez, de las H
hormigas del género Iridomyrmex, que sintetizan iridodial con fines defensivos Z
frente a otros insectos (Trim y Hill 1952). En las plantas, comenzaron a estudiarse a A
H

medidados del siglo XIX, con el descubrimiento de los compuestos asperulosido Iridodial

(Schunk, 1848) o gentiopicrosido (Kromoeyer, 1862), aunque el auge no se alcanza hasta mediados de
los afios sesenta. Los iridoides objeto de nuestro estudio, aucubdsido o aucubina® y geniposido, fueron
aislados por primera vez por Bourquelot y Hérissey (aucubosido), a partir de las hojas de Aucuba
Japonica (1905), mientras que, genipina, genina de genipésido, lo fue por Djerassi y cols. en 1961 a
partir de los frutos de Gardenia jasminoides (Djerassi et al., 1961). Actualmente, se han identificado
mas de 500 iridoides, de los cuales, mas de 300 son glicdsidos y mas de 100 son secoiridoides, siendo
de interés cientifico al estar relacionados con los alcaloides indolicos, poseer diferentes actividades
farmacoldgicas y servir de marcadores taxondmicos (Inouye, 1991; Bruneton, 2000; Sampaio-Santos y
Kaplan 2001). Los iridoides son sintetizados por plantas dicotiledoneas, y dentro de éstas, las
pertenecientes al grupo de las simpétalas, y por insectos. Los érdenes que destacan son las Dipsacales,

Gentianales y Lamiales.

En general, los iridoides actuian como mecanismo de defensa frente a los herbivoros (Bowers y
Stamp 1993). Los heterodsidos, al ser hidrolizados, tiene propiedades desnaturalizantes de proteinas,
especialmente, del aminoacido lisina, mermando el contenido nutricio para el herbivoro, y ademas, al

tener sabor amargo, hace que el animal rechace la planta en posteriores ocasiones (Jensen ef al., 2002).

2 N.A. Apréciese que, aucubina y aucubésido se emplea para asignar a la misma molécula, a pesar de que el sufijo “ina” es
utilizada para geninas, en este caso, ambos son glucosidos. Para designar a la genina, se emplea el término aucubigenina.
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Por otro lado, algunos insectos han utilizado esta propiedad de los iridoides para protegerse.
Asi, determinadas especies de mariposas y abejas en estado larvario, han aprendido a capturar de forma
selectiva determinados iridoides, generalmente aucubina, pasando de esta forma los iridoides a las
larvas, sirviéndoles de defensa frente a sus depredadores. Se ha encontrado una relacién entre la
concentracion y tipo de iridoides con la oviposicion y desarrollo larvario de determinadas especies, de
la familia Lepidopterae, Nymphalidae y Chrysomelidae, como Euphydryas (Bowers y Stamp 1997),
Junonia (Klockars et al., 1993; Adler et al., 1995), Melitaea (Nieminen et al., 2003), Longitarsus
(Wiilinger y Dobler 2001) en plantas ricas en iridoides. Otros insectos artrépodos o microorganismos
patdégenos, pueden inducir una mayor sintesis de iridoides, lo que ayuda, atin mas, a proteger de los
herbivoros a la planta (Marak et al., 2002a; 2002b). Por el contrario, ciertos iridoides son capaces de
atraer a determinados felinos, como las iridolactonas de Actinidia polygama (Sakan et al., 1969) o

Nepeta cataria (Bates et al., 1958).

Los iridoides también pueden tener propiedades antigerminativas, como aucubina, harpagésido
o laterésido, que inhiben la germinacion de semillas de Hordeum vulgare (cebada), e incluso,

disminuyen la longitud de las raices de semillas pregerminadas (Pardo et al., 1998).

Los factores ambientales también afectan a la sintesis de iridoides. En estudios in vitro
realizados con Plantago lanceolata, por ejemplo, los niveles de iridoides incrementan cuando las
temperaturas son calidas, comprendidas entre 18-20 °C, y disminuyen en situaciones de sombra o
elevadas concentraciones de nitrogeno (Kordana et al., 1998; Tamura, 2001; Tamura y Nishibe 2002).

La radiacion UV-B parece no influir en la produccién de iridoides (McCloud y Berenbaum 1999).

Los iridoides son sustancias amargas, y extractos ricos en ¢stos han sido utilizados como
tonicos estomaquicos (amarogentina, de las Gentianaceas), sedantes (valepotriatos, Valerianaceas),
purgantes y coleréticos (genipina, Gardenia), o como antiinflamatorios y analgésicos (harpagosido,
Harpagophytum procumbes), entre otras. Asi, algunas plantas con iridoides estdn formando parte de
especialidades en Fitoterapia, (raiz de valeriana, raiz de harpagofito...) y otras son utilizadas con fines

no farmacéuticos (raiz de genciana).

En la tabla IV resumimos los ensayos farmacologicos realizados a iridoides biosintetizados por
la ruta Ila, donde estan incluidos genipdsido y aucubina, asi como la especie vegetal de la que se aisld
y su uso popular.

La ruta II, comprende la serie “epi”, con estereoquimica 8a. A su vez, se tiende a dividir en
dos subrutas, a, que comienza con 10-hidroxigeraniol, y va via epi-iridodial, y que, tras la formacion

del acido correspondiente, a menudo la descarboxilacion en C-11 tiene lugar. La b, es idéntica a la
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anterior hasta epi-iridotrial, donde la glucosilacion tiene lugar y se da una oxidacion del C-11 para
formar un grupo carbonilo (Jensen, 1991).

Generalmente, cuando se da este tipo de iridoides en la especie, no aparecen los iridoides de
tipo II.

Las familias que lo contienen son: Garryaceae, Aucubaceae (Cornales), Eucommiaceae

(Eucommiales), todas las familias de los 6rdenes Lamiales e Hippuridales y la familiaEricaceae

(Ericales)(Jensen, 1991).

En la figura 1, se muestra un diagrama de dicotiledoneas localizando los érdenes que

biosintetizan iridoides mediante la ruta //a. Estos 6rdenes estan marcados con una zona punteada.
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Figura 1: Distribucion de iridoides biosintetizados por la ruta Ila (Jensen, 1991).
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1I: Revision bibliogrdfica. Actividad farmacologica de iridoides.
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Figura 2: Estructuras quimicas de iridoides biosintetizados por la ruta Ila (descarboxilados en C-11).
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W)
Familia®’

Especie

Uso popular

Iridoide

Actividad ensayada

Referencia

Aucubaceae

Aucuba japonica

Aucubina

Antiinflamatoria:

» Inhibe la produccién de TNF-o** e IL-6
inducida por antigenos.

= Fuertemente activo (v.t.) frente al edema
auricular inducido por TPA en ratones

= Activo (v.0.) frente al edema plantar
inducido por carragenina en ratones

(Jeong et al., 2002)
(Recio et al., 1994)

(Recio et al., 1994)

Antimicrobiana

(Chang, 1998)

Antitumoral:

= Inhibicion de ADN y ARN polimerasa.

= Interaccion con el ADN.

= Inhibicion de la degradacion de IkB.

= Débil citotoxicidad frente a células
leucémicas y de linfoma humano.

(Ishiguro ef al., 1983)

(Lee et al., 2001)
(Lee et al., 2001)
(Jeong et al., 2002)
(Chiang et al., 2003b)

Colerética (Miyagoshi et al., 1988)
Hemodindmica (Circosta et al., 1984)
Hepatoprotectora: (Chang, 2001)

= Frente envenenamiento Amanita virosa (Changy Yamaura 1993;
en perros. Yamaura y Chang 1995)

= Frente a hepatitis inducida por CCly, y
amanitina.

= Mecanismo de hepatoproteccion:
Incrementa la velocidad de eliminacion de
agentes toxicos (células Hep G2).

(Chang, 1998)

(Lee et al., 2001)

Tabla IV: Ensayos farmacologicos realizados a iridoides biosintetizados por la ruta Ila.

7 La nomenclatura asi como la sistemdtica botanica ha sido consultada en “The international Plant Name Index”, elaborado por The Royal Botanic Gardens, Kew, The Harvard

University Herbaria y Australian National Herbarium. (www.ipni.org/index.html)
* TNF-q: Factor de Necrosis Tumoral.
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Familia Especie Uso popular Iridoide Actividad ensayada Referencia
Aucubaceae A. japonica Aucubina
(cont.) (cont.) (cont.)
Neurogénica: (Yamazaki et al.,
= Induccion de la diferenciacion neuronal. 1994; 1996)
(Linea celular PC12h)
No activo, pero si la genina.
Quimiopreventiva:
= Inhibicion de citocromo p 450 (Bartholomaeus y
Ahokas 1995)
Toxicidad:
= Unién irreversible mediante enlaces (Kim et al., 2000)
covalentes (tipo imino) entre su genina y
sitios nucleofilicos de proteinas.
Bignoniaceae
Kigelia pinnata Infecciones Norviburtinal Antibacteriana y antimicética (Houghton, 2002)
cutaneas. Antitumoral: (Houghton, 2002)
Cancer de piel = Citotoxico en la linea tumoral de cancer
de piel.
Caprifoliaceae

Lonicera implexa

Inflamacion

Acido loganico
Loganina

Antiinflamatoria: v.o. frente al edema
plantar inducido por carragenina y v.t. frente
al edema auricular inducido por TPA en
ratones:

= Activo

= Activo

(Recio et al., 1994)

Tabla IV (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a iridoides biosintetizados por la ruta Ila.
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Familia Especie

Uso popular

Iridoide

Actividad ensayada

Referencia

Lamiaceae

Ajuga decumbens

Inflamacion
Tos y problemas
respiratorios.

8-acetilharpagido

Quimiopreventiva:

= Activo como inhibidor de la formacion de (Takasaki et al., 1999)

tumores pulmonares inducidos por 4NQO™ y
glicerol en ratones.

= Activo como inhibidor de la induccion de
formaciéon de antigenos Epstein-Barr por
TPA.

= Activo como inhibidor de la induccion de
formacién de tumores por donante de NO
(NOR 1) y TPA.

= Activo frente a carcinogénesis hepatica de
raton inducido por nitrosodietilamina y
fenobarbital.

(Konoshima et al.,
2000)

A. remota

Paludismo

8-acetilharpagido

Antimalarica  frente a  Plasmodium
falciparum:
= No activo. Dosis 500 uM.

(Kuria et al., 2002)

Antitumoral:
Citotoxicidad frente A431°°
= Débilmente activo

(Kuria et al., 2002)

Phlomis armienica

Ipolamiida

Antitumoral (Citotoxicidad)®'

(Saracoglu et al.,
1995b)

P. crinita

Inflamacion

Lamiida

Antiinflamatoria:
= Activo v.t. frente a edema auricular
inducido por TPA en raton.

(Recio et al., 1994)

Scutellaria salviifolia

Ipolamiida

Antitumoral (Citotoxicidad)°

(Saracoglu et al.,
1995b)

Tabla IV (cont.): Ensayos farmacoldgicos realizados a iridoides biosintetizados por la ruta Ila.

2 4NQO : 4-nitroquinilina-N-oxido
3" 4431: Carcinoma de piel humano.

31 ,
No detalladas las lineas tumorales frente a las que se ensayaron estos compuestos.
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Familia Especie Uso popular Iridoide Actividad ensayada Referencia
Loganiaceae
Buddleja spp Enfermedades Hepatoprotectora: (Houghton y Hikino 1989)
hepaticas. frente a hepatotoxicidad inducida por
CClyy galactosamina en hepatocitos.
Aucubina = No activo.
Catalpol = Débilmente activo.
Catalposido = No activo.
6-p-metoxicinamoil- = No activo.
aucubina
6-p-metoxicinamoil- = Débilmente activo.
catalpol
Magnoliaceae
Eucommia ulmoides Osteopatias. Quimiopreventiva: (Nakamura et al., 1997;
Distrofias musculares Accion antimutagénica, inhibiendo las Cheung et al., 2003)
Alteraciones aberraciones cromosomicas inducidas
hepaticas, renales previamente por mitomicina:
pancreaticas. Acido asperulosidico * Fuertemente activo.
Hipertension. Acido asperulosidico = Débilmente activo.
desacetilado.
Acido geniposidico = Fuertemente activo.
Asperuldsido = Fuertemente activo.
Aucubina = Inactivo.
Eucommiol = Inactivo.
Cicatrizante: (Li et al., 1998; 1999b;
Promueve la sintesis de colageno y 2000b)
mejora del estrato corneo.
Acido geniposidico = Activo
Aucubina = Activo
Genipdsido = Activo
Myoporaceae
Eremophila Cefaleas Acido geniposidico  Cardioténica: (Pennacchio et al., 1996)
alternifolia Fiebre, analgésico = Inotrépico y cronotrdpico negativo.

Lavados cutaneos y
oculares

Tabla IV (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a iridoides biosintetizados por la ruta Ila.
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Familia Especie Uso popular Iridoide Actividad ensayada Referencia
Oleaceae
Nyctanthes arbor- Leishmaniosis Antiparasitaria: Frente a amastigotes de (Tandon et al., 1991)
tristis Leishmania donovani in vitro e in vivo
(hamsters):
Arbortristosido A = Activo.
Arbortristoésido B = Activo.
Arbortristésido C = Activo.
6-B-hidroxi-loganina = Activo.
Plantaginaceae
Plantago major Alteraciones Aucubina = Antiviral: Inhibe la replicacion del (Chang, 1997)
cutaneas, afecciones virus de hepatitis B humano in vitro previa
respiratorias, preincubacion con f-glucosidasa (activo la
cancer. genina)
= Inmunoestimulante: Induce la  (Chiang et al., 2003c)
proliferacion de linfocitos mononucleares
y liberacion de interferon
Rubiaceae
Gardenia Inflamacion Geniposido y genipina  Antitrombética: (Suzuki et al., 2001)
jasminoides Hipertension
Fiebre = Prolonga el tiempo requerido para la
Edemas oclusion trombética en arteria femoral de
Hemostatico raton.
Sedante = Inhibe 1la agregacion plaquetaria
Problemas inducida por
hepaticos » No activo como inhibidor de la

agregacion plaquetaria inducida por acido
araquidonico.
« Inhibe la enzima PLA,»

Cicatrizante

(Huang et al., 1998)

Colerética

(Miyagoshi ef al., 1988)

Tabla IV (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a iridoides biosintetizados por la ruta Ila.

32 PLA,: Fosfolipasa A.
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Familia Especie Uso popular Iridoide Actividad ensayada Referencia
Rubiaceae G. jasminoides Hepatotoxica:
(cont.) (cont.) = Activo (Yamano et al., 1990)
Hipoglucemiante (Kimura et al., 1982;
Miura et al., 1996)
Acido asperulosidico = Activo
desacetilado metil
ester.
Gardenosido = No activo
Genipodsido = Activo
Scanddsido metil ester = No activo
Neuritogénica: (Yamazaki et al., 1996)
Induccion de la diferenciacion neuronal.
(Linea celular PC12h)
Gardenosido = Activo.
Genipdsido y genipina = Activo. (estimulacion PKA)
Genipodsido y genipina Neuroprotectora: (Yamazaki et al., 2001)
Prevencion de dafio por B-amieloide.
Genipina asociadaa  Procarcinogénica: (Imawaza et al., 2000)
proteinas = No carcinogénico en ratas F344
Geniposido Purgante (Yamauchi et al., 1976)

Geniposido, genipina y
acido geniposidico.

Quimiopreventiva: Inhibicion de la
activacion de antigenos de EB por TPA

(Ueda y Iwashashi 1991)

G. americana

Genipina y acido

Quimiopreventiva

(Ueda y Iwashashi 1991)

geniposidico
Hedyotis Inflamacion. Hepatoprotectora: (Peng et al., 1997)
chrysotricha Gripe.
Cancer. Acido asperulosidico = Activo.
Acido asperulosidico- = Activo.
desacetilado
Asperuldsido = Activo.
6’-acetil- = Activo.
asperulosido
Asperulésido- = Activo.
desacetilado

Tabla 1V (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a iridoides biosintetizados por la ruta Ila.
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Familia Especie Uso popular Iridoide Actividad ensayada Referencia
Rubiaceae H. chrysotricha Hepatoprotectora (cont.): (Peng et al., 1997)
(cont.) (cont.) 6-PB -hidroxi-genipina = Activo.

Hedyosido = Activo.
Loganina = Activo.
Scandidsido metil éster = Activo.
Scandidsido metil-éster = Activo.
desacetilado
H. corymbosa. Tumores. Antitumoral:. (Hsu et al., 1997)
H. diffusa Antidoto frente a Acido geniposidico = Activo frente a la inhibicion del
toxicos. crecimiento de tumores transplantados en
Inmunoestimulante ratones

= Potencia el efecto antitumoral de
radioterapia en ratones.

= Inhibe la leucopenia y alteraciones en
el bazo inducida por radioterapia.

Genipoésido = Activo frente a la inhibicion del
crecimiento de tumores transplantados en
ratones
= Potencia el efecto antitumoral de
radioterapia en ratones.
= Inhibe la leucopenia y alteraciones en
el bazo inducida por radioterapia.
Morinda citrifolia Citrifolindsido Quimiopreventiva: (Sang et al., 2001)
= Activo como inhibidor de AP-1
inducido por UV-B.
Paederia Paederosido Quimiopreventiva: (Kapadia ef al., 1996)
scandends = Activo como inhibidor de la induccién

de cancer por virus Epstein-Barr

Tabla 1V (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a iridoides biosintetizados por la ruta Ila.
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Familia Especie Uso popular Iridoide Actividad ensayada Referencia
Rubiaceae
(cont.)
Saprosma Fiebre Antiinflamatoria-quimiopreventiva: (Ling et al., 2003)
scortechhinii Inhibicion de la enzima lipoxigenasa®™ e

Acido asperulosidico

Acido paederosidico
Acido 6-epi-
paederosidico
Asperuldsido
Gardenogenina A
Gardenogenina B
6-o-hidroxi-
Genipdsido
Macrophyllésido
Metilpaederosidato

Paederosido
Saprosmdsido A
Saprosmdsido D
Saprosmésido E
Saprosmésido G

hialuronidasa® :
= Inactivo frente a las dos.

= Inactivo frente a las dos.
= Inactivo frente a las dos.

= Inactivo frente a las dos.

= Inactivo frente a las dos.

= Inactivo frente a las dos.

= S6lo débil actividad inhibitoria frente a
lipoxigenasa.

= Inactivo frente a las dos.

= S6lo débil actividad inhibitoria frente a
lipoxigenasa.

= Inactivo frente a las dos.

= Activo solo frente a lipooxigenasa.

= Activo solo frente a lipoxigenasa.

= Activo solo frente a lipoxigenasa.

= Activo solo frente a lipoxigenasa.

Tabla 1V (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a iridoides biosintetizados por la ruta Ila.

3 La enzima lipoxigenasa estd relacionada con psoriasis, metdstasis y aterosclerosis.
34 . . . . . ;. . .. . ., , .
La enzima hialuronidasa estd relacionada con procesos alérgicos, inflamacion, migracion de células tumorales y permeabilidad vascular.
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Familia Especie Uso popular Iridoide Actividad ensayada Referencia
Scrophulariaceae
Parentucellia Anticolinérgica: (Ortiz de Urbina et al.,
latifolia Antagonista no competitivo frente a ACh. 1994)
Aucubina peracetilada = Activo
Catalpol peracetilado = Activo
Penstemondsido = Activo
peracetilado
Penststemon Antitumoral: Antiproliferativa en linfocitos (Wysokinska y
serrulatus de bazo de raton y hepatoma de hamster Skrzypek 1992)
mediante inhibicion sintesis de ADN.
Penstemina = Activo.
Penstemosido = Activo.
Serrulatoldsido = Activo
Antitumoral: Citostatica frente linea P-388 (Jolad et al., 1976)
Penstemoésido = Activo

Picrorhiza kurroa Ictericia y hepatitis  Picroliv (picrésido-1:
kutlésido)(1:1,5)

Antiparasitaria:
= Frente a Leishmania, potencia la eficacia
de otros agentes.

(Mittal et al., 1998)

Antitumoral:
= Inhibicién de topoisomerasas [ y II (Rajeshkumar y
Kuttan 2001)
= Reduce la sintesis de PKC (Gaddipati et al.,
1999)
= Inhibe selectivamente a tirosina kinasa
(TK)
Antiviral (Dhawan, 1995)

Hepatoprotectora: frente a aflatoxina By y
Amanita phalloides

(Dwivedi et al., 1990;
1993; Rastogi et al.,
1996; Saraswat et al.,
1999; 2000)

Inmunoestimulante:
= Incrementa la respuesta linfocitaria frente
a Mycobacteria.

(Sinha et al., 1998)

Tabla IV (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a iridoides biosintetizados por la ruta Ila.
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Familia Especie

Uso popular

Iridoide

Actividad ensayada

Referencia

Scrophulariaceae  P. kurroa (cont.)
(cont.)

Picroliv (cont.)

Preventiva frente al dafio renal

(Sath et al., 1999)

Protectora frente isquemia cardiaca:

(Tandon et al., 1995)

= Reduce dafio en la membrana celular (Gaddipati et al.,
inducido por hipoxia en células Hep 3B y 1999)
glioma.
Quimiopreventiva:

= Antioxidante (Chander et al.,

= Disminuye la expresion de VEGF (factor
angiogénico) y HIF-1 inducidos por hipoxia

= Induce la enzima glutation sintetasa y los
niveles de GSH y GPT.

= Inhibe la hepatocarcinogénesis inducida
por N-nitrosodietilamina en ratas.

= Inhibe la peroxidacion lipidica

= Inhibe (v.0.) la induccion de sarcomas por
20- metil colantreno.

= Inhibe (v.t.) la inducciéon de tumores
cutaneos por DMBA en ratones

= Inhibe el crecimiento de tumores
procedentes de células DLA® y EAC™
transplantados en ratén

1992b; Rajeshkumar y
Kuttan 1999)
(Gaddipati et al.,
1999)
(Rastogi et al., 1995)

(Jose et al., 1999;
Rajeshkumar y Kuttan
1999; 2000)
(Chander et al., 1992a;
1994)
(Rajeshkumar y
Kuttan 2001)
(Rajeshkumar y
Kuttan 2001)

Tabla 1V (cont.): Ensayos farmacolégicos realizados a iridoides biosintetizados por la ruta I1a.

3 DLA: Linfoma de ascitos de Dalton.
3 EAC: Carcinoma de ascitos de Ehrlich

Soplopit ap pI180]0oDULID] POPIALDY “DIYDIS011q1q UQISIDY ]




LS

Familia Especie Uso popular Iridoide Actividad ensayada Referencia
Scrophulariaceae
(cont.)
Rehmannia Neuritogénica: Induccion de la diferenciacion (Yamazaki et al.,
glutinosa neuronal. (Linea celular PC12h) 1996)
Catalpol = Activo.
Scrophularia Antiinflamatoria: frente a edema inducido (Giner et al., 2000)
auriculata por etil fenilpropionato.
Scropolidsido A = Activo.
Scrovalentinésido = Activo.
S. frutescens Inflamacién Harpagosido Antiinflamatorio: Débil inhibicion de edema  (Garcia et al., 1996)
plantar inducido por carragenina.
S. corodonia Inflamacién Antiinflamatorio: Inhibicion de liberacion de (Bermejo Benito ez al.,

8-acetilharpagido
Aucubina

Bartsiosido

Harpagido

Harpagosido

PGE,, LTC, y TXB, en macrofagos y
plaquetas estimulados.

= Activo como inhibidor de la liberacion
PGEzyTXBz

= Activo como inhibidor de la liberacion
LTC,y TXB,

= Activo sO0lo como inhibidor de Ila
liberacion de TXB, (mas efectivo que
ibuprofeno).

= Activo sO0lo como inhibidor de la
liberacion LTC,

= Activo como inhibidor de la liberacion
LTC4yTXB2

Tabla 1V (cont.): Ensayos farmacolégicos realizados a iridoides biosintetizados por la ruta I1a.

2000)
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Familia Especie Uso popular Iridoide Actividad ensayada Referencia
Selaginaceae
Lagotis brevituba Fiebre,  Hepatitis, Antitumoral: Citotoxicidad frente a A-431, (Zongy Che 1995)
Hipertension BC-1, HT, Lu-1, Mel-2, U-373, linfoma de
Burkitt humano Raji, Hep-3B, E-367, RN-6,
S-180, B-16, L-929, 3T3" .
Aucubina = No es significativamente citotoxico.
(ECso > 20 pg/mL):
Catalpol = No es significativamente citotoxico.
Verbenaceae
Bouchea Regulador Antiinflamatoria:
fluminensis intestinal,
antiinflamatorio Lamiide = Activo (v.0.) frente al edema plantar (Howart Delaporte et
inducido por carragenina en ratas. al., 2002)
Quimiopreventiva:
= Potente inhibidor de la peroxidacion
lipidica en cerebro de ratas.
Stachytarpheta Ipolamiida Antiinflamatoria: (Schapoval et al.,
cayennensis = Activo (v.0.) frente a edema plantar 1998b)
inducido por carragenina
Verbena Hastatosido Antiinflamatoria: (Deepak y Handa
officinalis = Activo (v.0.) frente a edema plantar 2000)
inducido por carragenina
Verbalina Antiinflamatoria: (Deepak y Handa
= Activo (v.0.) frente a edema plantar 2000)

inducido por carragenina
= Activo (v.t) frente al edema auricular
inducido por TPA

(Recio et al., 1994)

Tabla 1V (final.): Ensayos farmacologicos realizados a iridoides biosintetizados por la ruta Ila.

37 A-431 (carcinoma epodermoide humano); BC-1 (cancer de mama humano),HT (fibrosarcoma humano), Lu-1 (cancer de pulmon humano); Mel-2 (melanoma humano); U-373
(glioma humano); Hep-3B (hepatocarcinoma humano),; E-367 (neuroblastoma de rata); RN-6 (neurinoma de rata); S-180 (sarcoma de raton); B-16 (melanoma de raton); L-929
(células de tejido conectivo de raton);3T3 (fibroblasto de raton)
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Detallamos la actividad farmacolédgica de geniposido y sus derivados y aucubina:

- Genipésido y derivados (genipina y acido geniposidico)
., GOOCH;

Geniposido se ha mostrado como: antiagregante plaquetario X
(via i.v.), al inhibir la liberacion de acido araquidonico inducida por ©
fosfolipasa (PLA,) (Suzuki et al., 2001); antiasmatico (via inhalatoria), "o " H%%SH
al prevenir la permeablidad de las uniones intercelulares asi como Geniposido
reestablecer la integridad tisular afectada por la exposicion de antigenos (Liaw y Chao 2001);
cicatrizante, al favorecer los entrecruzamientos de las cadenas de colageno formadas (Li et al., 1998;
Sung et al., 1999; 1999b; 2000b), y recientemente, se ha visto que posee efectos protectores no sélo a
nivel hepatico o tumoral, sino también frente a la enfermedad de Alzheimer, al prevenir la toxicidad

neuronal frente a la proteina B-amieloide (Yamazaki et al., 2001).

En cuanto a la actividad quimiopreventiva y antitumoral, el geniposido actua a diferentes

niveles:

Se ha visto que inhibe la tumorigénesis inducida por diferentes carcinégenos, como TPA,
benzo-a-pireno, o virus de Epstein-Barr (Ueda y Iwashashi 1991; Lee ef al., 1995); induce enzimas de
fase II como glutation-S-transferasa (GST) y glutamil-cistein sintetasa, favoreciendo la detoxificacion
de carcinogenos (Wang et al, 1991); e inhibe enzimas de fase I (citocromo P450 y otras
monooxigenasas microsomales) (Kang et al, 1997). Ademas, muestra una actividad antioxidante, al
disminuir la peroxidacion lipidica. Posee una actividad antimutagénica (Nakamura et al, 1997), al
proteger al ADN de la formacion de aductos con sustancias carcinogénicas, como la aflatoxina B,
(Wang et al, 1991; 1992b). Genipoésido inhibe enzimas involucradas en procesos oxidativos y
tumorales, como la mieloperoxidasa (MPO) o la ornitin descarboxilasa (ODC) (Lee et al., 1995).
También ha mostrado inducir la diferenciacion de células neuronales PCR12h, mediante la activacion
de sefiales celulares involucradas en el ciclo celular como AMP, o protein kinasa A (Yamazaki et al.,

1996).

Ensayos in vivo, han mostrado que genip6sido inhibe el crecimiento de tumores y potencia los
efectos de la radioterapia, incrementando ademas el recuento leucocitario y la respuesta blastogénica
de las células del bazo. Ello, hace posible considerar que geniposido podria ser un compuesto
coadyuvante como potenciador de la respuesta inmunitaria, al evitar algunos de los efectos secundarios

de la quimioterapia (Hsu et al., 1997).

A nivel hepatico, hemos encontrado controversia en la actividad que desempefia, ya que hay

autores que muestran que es hepatotoxico, al elevar los niveles de transaminasas (Yamano et al., 1988;
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1990), mientras que otros mas recientes, defienden lo contrario (Wang et al., 1991; 1992b; Kang et al.,

1997).

Un derivado sintético de genip6sido, obtenido por acetilacion, penta-acetil geniposido también

Ho, 1, COOH ha mostrado actividad quimiopreventiva frente al ataque de carcinogenos
X (Ueda y Iwashashi 1991; Tseng et al, 1992; Lin et al, 2000) y
© antitumoral, al inhibir la sintesis de ADN y ARN, disminuyendo, por
oAc— H O%OH . o _
HO—W= OH || tanto, la velocidad de crecimiento de la linea celular de glioma C6 tanto in
Penta-acetil genipésido vitro como in vivo (Wang et al., 1992a; 1993) mediante la induccion de

apoptosis, activando sefiales proapoptoticas como p-53 y c-myc, e inhibiendo de Bcl-2 (Chang et al.,

2002).

Genipina, genina de genipdsido, al igual que éste, ha mostrado actividad antitrombética

(Suzuki et al., 2001) y cicatrizante (Huang et al., 1998; Sung et al., 1999).

COOCH,
Genipina muestra una mayor actividad quimiopreventiva como inhibidor x
de la induccion de la formacion de antigenos de EBV por TPA que geniposido o
. . . . . H
(Ueda y Iwashashi 1991), pero, a nivel antitumoral, este compuesto, a diferencia HO OH
Genipina

de geniposido, es genotoxico y mutagénico (Ozaki et al., 2002), desencadenando
la muerte celular. Ademas, se ha detectado que eleva los niveles de caspasas, inhibiendo, la apoptosis
(Yamamoto et al., 2000). Tabmién induce la diferenciacion de neuronas y proteccion de éstas frente a

la toxicidad de la proteina B-amielode (Yamazaki et al., 1996; 2001).

Genipina muestra efectos toxicos a nivel hepatico (Yamano et al, 1988; 1990), aunque

también incrementa los niveles de glutation transferasa (GST) (Wang et al., 1991).

El acido geniposidico muestra mayor actividad quimiopreventiva L GOOH
como antimutagénico que geniposido (Nakamura et al, 1997) aunque N
o}

menor efecto antitumoral y regenerador de la médula 6sea (Hsu et al,

1997). A nivel cardiaco, posee actividad inotrépica y cronotropica negativa )
Acido geniposidico
y es cicatrizante, al igual que geniposido (Li ez al., 1998; 1999b; 2000b).

, ©OOCHs A nivel general, los dialdehidos generados por metabolizacion e
=0 | hidrolisis de las geninas de los iridoides, pueden desempefiar un papel importante
I en las actividades descritas, ya que el grupo carbonilo insaturado puede
Ho— M § . . . o
Dialdehido interaccionar con grupos SH, reaccionando, por tanto con los amindcidos de los

acidos nucleicos y enzimas celulares, desencadenando la inhibicion del crecimiento bacteriano y

células tumorales (Kim et al., 2000; Ling et al., 2003).
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- Aucubina
Al igual que el genipdsido, aucubina ha sido estudiada como HO, 4
antiinflamatoria mostrando ser activa tanto, via topica, en edema =
(0]

auricular inducido por TPA como, via oral, frente al edema plantar

H
Ho Ao
inducido por carragenina (Recio et al., 1994); Los iridoides, en general, no HO—15 OH

. .. . . Aucubina
son activos como antiinflamatorio en procesos agudos, pero, son eficientes

en procesos subagudos. En base a los resultados obtenidos se cree que la primera diana de los iridoides
es la inhibicion selectiva de liberaciéon de TXB,, por la inhibicion selectiva de TX-sintasa sin que se
afecte a PG-sintasa (Bermejo Benito ef al., 2000). También ha mostrado ser cicatrizante al estimular

sintesis de colageno (Li et al., 1998; 1999b; 2000b).

A nivel quimiopreventivo y antitumoral, aucubina inhibe enzimas de fase I como citocromo
P-450, (Bartholomaeus y Ahokas 1995), induce un aumento de la apoptosis, al elevar los niveles de
IkB mediante la inhibicion de su degradacion y fosforilacion, y por tanto, NF-kB no se activa para
translocarse al nticleo (Jeong et al., 2002), e inhibe la produccién de TNF-a e IL-6 (Jeong et al., 2002).
A diferencia de genip6sido, no muestra actividad antimutagénica (Nakamura et al.,, 1997; Cheung et

al.,, 2003).

A nivel hepatico, aucubina ha mostrado poseer un efecto detoxificante y actuar como
protector hepatico, al incrementar la velocidad de excrecion de sustancias toxicas como la. a-
amanitina (Chang et al., 1983; 1984; 1993; Yamaura y Chang 1995; 1998; 2001; Lee et al., 2001),
aunque otros autores demuestran que ni es hepatotoxico per se ni protege frente a hepatotoxicidad

inducida por Cl4,C (Houghton y Hikino 1989).

La genina de aucubina posee actividad antitumoral, inhibiendo ADN polimerasa y ARN
polimerasa en células Hep G2, y, ademads, tiene capacidad de interaccionar con el ADN (Lee et al.,
2001). Aunque en otras lineas tumorales o bien no ha mostrado ser citotdéxico de forma significativa
(Zong y Che 1995), o bien, débil frente a células leucémicas. (Chiang et al., 2003b). También, al igual

que genipésido y su genina, muestra actividad neuritogénica (Yamazaki et al, 1994; 1996).
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I1.2.2. FENILPROPANOIDES (ESTERES FENILPROPANOICOS).

Un grupo de derivados del

fenilpropano, distribuidos en Gamopétalas

4
. RO AN o (0] e OR;
(Lamiales,  Oleales,  Asterales...) 'y
.0 OH
R,0 Re

localizados en la mayoria de los tejidos ORy
“ N U\ J

vegetales, asi como en el polen, (Molgaard Radical cinamoil  Oligosacdrido  Radical dihidroxifeniletanol

y Ravn 1988; Ibrahim y Barron 1989; Scogin, 1992; Bruneton, 2001a), son los ésteres fenilpropanoicos
(PPG), constituidos por un radical cinamoil y uno hidroxifeniletanol, ambos unidos a B-glucosa
mediante enlace ester (C-4) y éter (C-1). Otros azicares como rhamnosa, xylosa o arabinosa, pueden

unirse a los carbonos C-3, C-4 o C-6 de la molécula de glucosa (Ibrahim y Barron 1989).

Se ha observado que, las plantas incrementan la sintesis de fenilpropanoides en diferentes
situaciones, como defensa frente a herbivoros, proteccion ante el ataque de microorganismos, invasion
de otras especies o cuando aumentan los niveles de radicales libres debido a factores externos, como
estrés medioambiental, elevada luminosidad (mayor incidencia de radiacion UV), bajas temperaturas,
infecciones por patogenos, déficit de nutrientes (Sakihama et al., 2002), sequia, exposiciéon de ozono
(Dixon y Paiva 1995), o bien como atracciéon de polinizadores, sin olvidar que estos metabolitos sirven
de precursores para otras moléculas mas complejas ttiles para la planta (Weisshaar y Jenkins 1998;

Grace y Logan 2000).

A partir de estos fenilpropanoides sencillos, se sintetizan otros tipos de fenoles, como
flavonoides, cumarinas, lignanos, estilbenos, psoralenos, pterocarpanos, taninos, que también

responden al estrés oxidativo (Boudet et al., 1995).

El papel que desempefian los fenilpropanoides, ha conducido que la ingenieria genética
modifique su ruta biosintética, induciendo la resistencia a enfermedades o buscando incrementar la

digestibilidad de las plantas forrajeras, entre otros fines (Anterola y Lewis 2002).

Los fenilpropanoides actian como antioxidantes por diversos mecanismos: Tienen actividad
antirradicalaria frente a los aniones superdxido, hidroxilo, peroxido de hidrégeno, hipoclorito y 6xido
nitrico, tanto en sistemas in vitro sin células como con células (Zhou y Zheng 1991; Xiong et al., 1996;
Wang et al., 1996a; 1996b; Gao et al., 1999; Xiong et al., 2000; He et al., 2000; Daels-Rakotoarison et
al., 2000). Algunos fenilpropanoides a bajas dosis se comportan como prooxidantes, al promover la

generacion de radicales hidroxilo (como martynésido y pediculariésido M y N). Se sabe que esta

62



11. Revision bibliogrdfica. Actividad farmacologica de fenilpropanoides.

“dualidad” antioxidante-prooxidante es debida, en parte, a la capacidad reductora que poseen,
reduciendo el i6n férrico a ferroso. Sin embargo, otros fenilpropanoides como verbascoésido no tienen

ese poder reductor, comportandose s6lamente como antioxidantes (Wang et al., 1996a).

Es dificil de enlazar todos los resultados obtenidos en los PPG, ya que se parte de modelos
experimentales diferentes y en cada ensayo se han comparado diferentes tipos de PPG, atin asi, se ha
visto que existe una relacion estructura quimica- actividad farmacoldgica entre los diferentes
fenilpropanoides, que relacionan de forma directa, la actividad antioxidante con el niimero de grupos
hidroxilo que poseen, y una menor actividad con mayor nimero de monosacaridos unidos a la

molécula.

Tanto en modelos enzimaticos como en células, se ha comprobado que verbascésido es en
términos generales, el que muestra mayor poder antirradicalario: verbascosido > forstithosido >
arenariosido > ballotetrésido o bien, verbascésido > pediculariésido A > pediculariésido M >
leucosceptosido A > martynosido N > permetilverbascésido (Wang et al, 1996a). Solo hay un
experimento de lo revisado donde han mostrado que brandidsido y poliumosido, son mejores
antirradicalarios que verbascosido frente a radical superdxido, ya que los radicales rhamnosilo

presentan mayor potencia para superoxido (He et al., 2000).

Esta capacidad antirradicalaria se fundamenta en la interaccion de estos radicales libres al sitio
o-hidroxilo de los ésteres fenilpropanoicos, formandose un radical semiquinona, estable por
resonancia, debido a los puentes de hidrégeno. A mayor nimero de grupos OH, mayor numero de
radicales reaccionard; sin embargo, si los sustituyentes son OCHj3, se forman radicales aroxilo, que son

menos estables al no formarse puentes de hidrogeno (Bruneton, 2001b).

Hay controversia en la literatura acerca de las propiedades quelantes de los fenilpropanoides,
ya que unos autores defienden que son quelantes del i6n férrico (Li et al., 1997a), mientras que otros
demuestran lo contrario, tanto para el i6n férrico (Wang et al., 1996a) como cuproso (Seidel et al.,
2000).

En los ensayos de inhibicion de la peroxidacion lipidica (Xiong et al., 1996; Li et al., 1997a;
1998), también se ha estudiado isoverbascosido, isomero de verbascosido, mostrando una ligera mayor
actividad que éste, aunque no hay que olvidar que, investigadores, defienden que habria que ensayar
estos compuestos en modelos donde la peroxidacion no dependa de un iniciador (como un metal de

transicion) ya que el fenilpropanoide podria quelar a éste, dando un resultado confuso.

Se ha estudiado también si algunos fenilpropanoides interfieren en la expresion o en la

activacion de enzimas que producen radicales libres, como xantina oxidasa (Li et al., 1993; Wang et
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al., 1996b) u oxido nitrico sintasa inducible (Xiong et al., 2000), observandose que éstos, no afectan a
las enzimas, sino que directamente capturan al radical correspondiente (superoxido y oxido nitrico,
respectivamente), salvo una excepcion, isoverbascosido, que inhibe de forma competitiva a la enzima

xantina oxidasa (Xiong ef al., 1996; Kong et al., 1999).

La actividad antioxidante, y en concreto, las propiedades antirradicalarias de los
fenilpropanoides, son las responsables, junto con otros mecanismos, de algunas de las acciones
farmacologicas que se han descrito a los PPG, como antiinflamatoria, protectora de membranas,

cicatrizante, y sobre todo, quimiopreventiva y antitumoral.

Algunos fenilpropanoides inhiben a las kinasas, y otros, como arenariésido, a la enzima
fosfoliapasa C, responsable de la sintesis de inositol trifosfato (IP3) y diacilglicerol (DAG),

mediadores involucrados en la activacion de los leucocitos PMN.

Los ésteres fenilpropanoicos, como verbascosido, son capaces de inducir la formacion de

colageno y reducir el periodo de cicatrizacion (Sudo et al., 1999; Mensah et al., 2001).

En cuanto a las propiedades quimiopreventivas que muestran los ésteres fenilpropanicos,

destacan:

e La capacidad de reparar dafos en el ADN producidos por diferentes ROS,
colaborando con los sistemas reparadores de las células. Esta actividad se ha estudiado de forma
muy extensa y detallada en diferentes aductos de bases puricas y pirimidinicas, tanto anidnicos
como cationicos (Li et al., 1996; 1997d; 1997¢; 1999a; Shi et al., 1999b; 2000a; 2000a). Los
fenilpropanoides, al ser principalmente donantes de electrones (nucleofilicos), reaccionan con
mayor facilidad con los aductos oxidantes (electrofilicos), y gracias al grupo carbonil-insaturado
fenil-sustituido, que es electrofilico, también pueden actuar como aceptores de electrones. De
forma general podemos concluir que los PPG son capaces de reparar el ADN gracias a sus
grupos fenoles, y que la reparacion consiste en una transferencia de electrones mediante la
intercalacion de los PPG en el surco menor del ADN, sin que genere cambios conformacionales

en la doble hélice (Gao et al., 2003).

e Inhibicion de la inducciéon de tumores por sustancias carcinogénicas, como
galactosamina (Kunvari et al., 1999; Takasaki ef al., 2001) y lipopolisacarido (Xiong et al.,

1999) o metil fenil pirixidio, al favorecer su degradacion.

o Incrementar las enzimas de fase II, manteniendo los niveles de glutation disulfuro
reductasa y glutation-S-transferasa (GST). En este caso, la relacion estructura quimica-actividad

farmacolégica parece esta relacionada con el radical -3 insaturado de los fenilpropanoides.
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e Inducir la diferenciacion celular, al comprobar que las células tumorales tienen
menores niveles de antioxidantes, por tanto, inhibidores de ROS, pueden actuar como inductores
de dicha diferenciacion (Li et al., 1997c; Wang et al., 1999; Rui-Chuan et al., 2002; Chen et al.,
2002).

o Inhibir enzimas transductoras y sefiales oncologicas, involucradas en procesos de
proliferacién, diferenciacion y transformacion celular, como EGFR* (Kunvari et al, 1999),
Tirosin-kinasas (TK), protein-kinasa C (PKC) (Herbert et al., 1991; Zhou et al, 1998) o
ciclooxigenasa (COX) (aunque con esta ultima enzima hay contradicciones en la literatura) (Liao

et al., 1999b; Sahpaz et al., 2002).

e Inducir la apoptosis (Inoue et al, 1998), también relacionado, en parte con su
capacidad antioxidante, ya que se eliminan los ROS inducidos por TNF-a, que interfiere con las
sefales apoptoticas. Paradojicamente, también aquellos PPG con actividad prooxidante, también
muestran esta actividad, ya que pueden originar dafio en el ADN a través de la formacion de
perdxido de hidrogeno, fragmentdndolo y conduciendo a la célula hacia la apoptosis. In vivo es

mas activo que in vitro.

e Inhibir la enzima telomerasa (por verbascésido), desencadenando que las células

inicien el proceso de diferenciacion o apoptosis (Zhang et al., 2002).

o Inhibir la angiogénesis y metastasis (Ohno et al, 2002; Wartenberg et al., 2003),

donde los ROS también juegan un papel importante. Esta actividad se ha mostrado in vivo.

A nivel citotoxico (Saracoglu et al., 1995a; 1997; Bermejo et al., 2002), de todas las lineas
celulares ensayadas, curiosamente, verbascosido s6lo muestra actividad en lineas de origen murino.
También parece existir una relacidon estructura quimica-actividad farmacoloégica, donde la posesion de

grupos metoxilo disminuye la actividad.

Resumimos en la tabla V, los ensayos farmacoldgicos realizados a ésteres fenilpropanicos,
(incluido verbascésido), las especies vegetales de los que fueron aislados y su uso popular, y en la

figura 3 las estructuras quimicas de los ésteres fenilpropanoicos mas estudiados.

38 EGFR: Receptor del factor de crecimiento epitelial.
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Familia Especie Uso popular Fenilpropanoide Actividad ensayada Referencia
Acanthaceae
Barleria prioniits Asma, Fiebre, Antiviral: (Chen et al., 1998)
Resfriados Verbascoésido = Activo frente VRS
Bignoniaceae
Markhamia lutea Diarrea, Astenia, Antiviral: (Kernan et al., 1998)
Infecciones Isoverbascodsido = Activo frente VRS.
= No activo VZV, mCMV, HSV
l1y2?*
Luteosido A = Activo frente VRS
Luteo6sido B = Activo frente VRS
= No activo HSV-1y 2
Luteosido C = Activo frente VRS
Verbascoésido = Activo frente a VRS.
= No activo HSV-2, CMV
Globulariaceae
Globularia trichosantha Retencion urinaria, Antioxidante: (Calis et al., 1999)
Estrefiimiento, Antirradicalaria (DPPH) (CCF)
Problemas digestivos. Crenatosido = Activo

(=oraposido)
Rossicasido A
Trichosanthdsido A
Trichosanthésido B
Verbascosido

= Activo
= Activo
= Activo
= Activo

Tabla V: Ensayos farmacologicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).

3 VRS:Virus respiratorio sincitial; VZV: Virus Varicela zoster; mCMV: Citomegalovirus de ratén; HSV-1y 2:: Virus herpes simplex tipo 1 y 2.
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Familia Especie Uso popular Fenilpropanoide Actividad ensayada Referencia
Lamiaceae
Ballota nigra Gripe, resfriados,
Nerviosismo. Antibacteriana: (Didry et al., 1999)

(+)-(E)-cafeoil-L-
acido malico
Alyssonosido
Angoroésido A
Arenariosido
Ballotetrosido
Ballotetrosido

Forsythosido B

Lavandulifolidsido

Verbascosido

(+)-(E)-cafeoil-L-
acido malico
Alyssonosido
Angoro6sido A

& S. aureus, S. aureus (resistente
meticilina); P. mirabilis.
= No activo

= No activo

= No activo

= Activo

= No activo

= No activo

= Activo

= No activo

= Activo

¢ E. faecalis; P. aeruginosa, E.
coli; E. aeroenes; K.
pneumoniae; K. oxytoca

= No activo

= No activo
= No activo

(Didry et al., 1999)

Tabla V (cont.): Ensayos farmacolégicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).
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Familia

Especie

Uso popular Fenilpropanoide

Actividad ensayada Referencia

Lamiaceae (cont.)

B. nigra (cont.)

(+)-E-acido malico cafeico
Alyssonosido
Angorosido A
Arenaridsido
Ballotetrésido

Forsythdsido B
Lavandulifoliésido

(+)-E-acido malico cafeico
Arenariosido
Ballotetrosido
ForsythosidoB
Verbascosido

(+)-E-acido malico cafeico
Arenaridsido
Ballotetrosido
ForsythdsidoB
Verbascoésido

Antioxidante: (Daels-Rakotoarison et al., 2000)
-Antirradicalaria in vitro e in
vivo frente a O,”, H,O,,
OHCI, OH.*
= Activo
= Activo
= Activo
= Activo
= Activo
= Activo
= Activo
-Inhibicion peroxidacion (Seidel et al., 2000)
LDL inducida por cobre.
= Activo
= Activo
= Activo
= Activo
= Activo
-Quelante metales (cobre) (Seidel et al., 2000)
= No activo
= No activo
= No activo
= No activo
= No activo

Tabla V (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).

0,7 superéxido, H,0,: peréxido hidrégeno, OHCI: dcido hipoclorito, OH: hidroxil-superéxido
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Familia Especie Uso popular

Fenilpropanoide

Actividad ensayada

Referencia

Lamiaceae (cont.)

B. nigra (cont.)

(+)-E-acido malico cafeico

Sedante:
Agonista receptores BZD; D
= Activo

(Daels-Rakotoarison et al.,
2000)

alyssondsido = Activo
Angorosido A = Activo
Arenariosido = Activo
Ballotetrosido = Activo
Forsythosido B = Activo
Lavandulifoliosido = Activo
Verbascosido = Activo
Leonotis nepetaefolia Antioxidante: (Takeda et al., 1999)
Antirradicalaria (DPPH)
Lavandulifoliésido = Activo
Martynosido = Activo
Verbascosido = Activo
Leonurus cardica Cronotropica: (Milkwska-Leyck et al., 2002)
Lavandulifoliésido = Negativa
Hipotensora: (Milkwska-Leyck et al., 2002)
Lavandulifoli6sido = Activo
Marrubium vulgare
Antioxidante: (Martin-Nizard et al., 2003)
Inhibicién oxidacion LDL por
Cuy AAPH"
Arenariosido = Activo
Ballotetrosido = Activo
Forsythosido B = Activo
Verbascoésido = Activo

Tabla V (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).

“ AAPH: 2,2 -azobis(2-amidinopropano) dihidroclorhidrico.
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Familia Especie

Uso popular Fenilpropanoide

Actividad ensayada Referencia

Lamiaceae (cont.)

M. vulgare (cont.)

Inhibidora enzimatica: (Sahpaz et al., 2002)

(antiinflamatoria)
(+)-E-cafeoil-L-acido malico = Inactivo.
Arenaridsido = Inhibidor COX-2
Ballotetrosido = Inhibidor COX-1
Forsythosido B = Inhibidor COX-2
Verbascosido = Inhibidor selectivo COX-2
Nepeta ucrainica Inmunomoduladora: (Akbay et al., 2002)
Verbascosido = Aumenta actividad quimiotactica.
= Aumenta respiracion neutrofilica
Phlomis armeniaca Antitumoral: (Saracoglu et al., 1995a)
- Citotoxicidad frente dRLh-84; S-180;
P-388; Hel a; Hepatocitos42
Forsythosido B = Activo en dRLh-84, S-180 y P-

Leucosceptosido A
Martynoésido
Phlinosido B

Verbascosido

Verbascosido

388/dl.

= No citotdxico hepatocito

= Inactivo.

= Inactivo.

= Activo en dRLh-84, S-180.

= No citotoxico hepatocito

= Activo en dRLh-84, S-180 y P-
388/dl.

= No citotoxico hepatocito

- Induccién apoptosis

= Activo en HL-60

(Inoue et al., 1998)

Tabla V (cont.): Ensayos farmacolégicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).

“2 ARLh-84: hepatoma de rata;HeLa: carcinma epitelial humano; S-180: sarcoma; P-388/D1: neoplasma linfoide de ratén.
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Familia Especie Uso popular Fenilpropanoide Actividad ensayada Referencia
Lamiaceae (cont.)
P. monocephala Antioxidante: (Yalcin et al., 2003)
Antirradicalaria (DPPH)
Alyssonoésido = Activo
Forsythosido B = Activo
Verbascosido = Activo
P. physicalyx Antioxidante: (Ersoz et al., 2003)
Antirradicalaria (DPPH)
Forsythosido B = Activo
Leucosceptosido A = Activo
Martynésido = Activo
Physocalycdsido = Activo
Verbascosido = Activo
Wiedemannidsido C = Activo
P. pungens Vasodilatadora: (Ismailoglu et al., 2002)
Proteccion frente a la inhibicion de la
relajacion de endotelio inducida por ROS
Forsythdsido B = Activo
Alyssonésido = Activo
P. samia Antifangica: (Kyriakopoulou et al., 2001)
C. albicans, C. glabrata, C, tropicalis
Samidsido = Activo
Antimicrobiana: (Kyriakopoulou et al., 2001)
S. aureus; S. epidermidis; E. cloacae; E.
coli; K. pneumonia; P. aeruginosa.
Samidsido = Activo
Verbascésido = Activo
Antioxidante: (Kyriakopoulou et al., 2001)
Antirradicalaria (DPPH)
Samidsido = Activo
Verbascosido = Activo

Tabla V (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).
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Familia Especie Uso popular Fenilpropanoide Actividad ensayada Referencia
Lamiaceae (cont.)
Sideritis licia Antiinflamatoria: (Akcos et al., 1999)
Frente a edema plantar inducido por
carragenina
Lavandulifolidsido = Activo
Leucosceptdsido = Activo
Martynoésido = Activo
Verbascoésido = Activo
Stachys sieboldii Protectora: (Yamabhara et al., 1990)
Inhibe letalidad inducida por KCN
Stachysoésido C = Activo
Verbascoésido = Activo
Nefroprotectora:
Verbascosido = Previene de nefritis y (Hayashi et al., 1996)
glomerunoefritis
Teucrium polium Antitumoral:
Citotoxicidad: dRLh-84, S-180, p-388/D1,
HeLa
Poliumésido = Activa en dRLh-84, S-180, p-388/D1. (Saracoglu ef al., 1997)
Loganiaceae
Buddleja cordata Antibacteriana: (Avila et al., 1999)
Verbascosido = Activo frente S aureus.
= Afecta sintesis proteica
B. globosa Inflamaciones, Lavado Antibacteriana:
de heridas y ulceras Verbascésido = Activo (Pardo et al., 1993)
Cicatrizante: (Liao et al., 1999b)
Protector de fibroblastos frente ROS.
Echinacosido = Activo
B. officinalis Conjuntivitis, ulceras y Antibacteriana (Li et al., 1997b)
heridas, edemas, .- .
Verbascosido = Activo

infecciones y disenteria.

Tabla V (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).
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Familia Especie Uso popular Fenilpropanoide Actividad ensayada Referencia
Loganiaceae (cont.)
B. officinalis (cont.) Antitumoral (Li et al., 1997b)
Verbascoésido =Activo
Inhibidora enzimatica: (Liao et al., 1999b)
Inhibiciéon COX y 5-LOX in vivo.
Angorosido A =Inactivo
Calceolariosido =Inactivo
Campneosido =Inactivo
Echinacoésido =Inactivo
Forsythdsido B =Inactivo
Verbascosido =Inactivo
Neuroprotectora: (Sheng et al., 2002)
Frente apoptosis por agentes toxicos.
Verbascosido =Activo. Prevencion Parkinson
Magnoliaceae
Magnolia sieboldii Inhibidor producciéon NO: (Park et al., 1996)
Syringin-4-O-f- » Activo
glucdsido
Myoporaceae
Eremohyla alternifolia  Fiebre, Antimicrobiana (Pennacchio et al., 1999)
cefaleas, dolor, Verbascosido = Activo
conjuntivitis, Cardiotonica
inflamacion. = Cronotropico positivo.
= Inotodpico postivo.
= Incremento de la velocidad de perfusion
coronaria. por AMPc
Hipo-hipertensora
*No efecto en Pa
E. gilesii Resfriados, Antiagregante plaquetario (Grice et al., 2003)
cefaleas, Poliumosido = Activo
dolor  pecho, Verbascoésido = Activo
ulceras Antiserotoninérgica
Verbascosido = Activo

Tabla V (cont.): Ensayos farmacolégicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).
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Familia Especie Uso popular Fenilpropanoide Actividad ensayada Referencia
Oleaceae
Fraxinus sieboldiana Antiviral: (Kim et al., 2002)
VIH
Calceolariosido B = Activo
Calceolariosido A = Inactivo
Verbascosido = Inactivo
Ligustrum robustum Hipertension, Antioxidante: (He et al., 2003)
Dolor garganta. Proteccion de hemolisis inducida por AAPH
Inflamacion, Ligupurpurdsido A = Activo
ulceras Ligupurpurosido B = Activo
Ligurobustosido M = Activo
Ligurobustésido M = Activo
Ligurobustésido N = Activo
Ligurobustésido O = Activo
Osmanthisido B = Activo
Osmanthisido B6 = Activo
Verbascosido = Activo
L. vulgare Inflamaciones Antioxidante: (Pieroni y Pachaly 2000)
orofaringeas -Inhibicion peroxidacion LDL por cobre.
Isoverbascosido = Activo
Ligupurpurdsido A = Activo
Verbascosido = Activo
-Inhibidor oxidacion de a-tocoferol en LDL (Wong et al., 2001)
por radical peroxilo
Isoverbascosido = Activo
Ligupurpurdsido A = Activo
cis-ligupurpurésido B = No Activo
trans-ligupurpurésido B = No Activo
Osmanthtsido B = No Activo
Verbascosido = Activo
Vasoconstrictora
Verbascosido = Activo (inhibicién produccion NO) (Tam et al., 2002)

Tabla V (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).

saprouvdoadjiuaf ap v2130]0ovULID) POPIAYOY DIYDL301]1qLq UOISIADY [T



LL

Familia Especie Uso popular Fenilpropanoide Actividad ensayada Referencia
Oleaceae (cont.)
Olea europaea Antioxidante: (Benavente-Garcia et al., 2000)
Antirradicalaria (ATBS)
Verbascosido = Activo
Antiviral: (Lee-Huang et al., 2003)
= No activo frente-VIH
Depresora cardiaca: (Ahmad et al., 1995)
Syringa vulgaris Verbascoésido = Descenso de sistole, diastole.

Hipotensora:
= Activo

(Ahmad et al., 1995)

Orobanchaceae

Calceolaria hypericina

Agregante plaquetario:

(Capasso et al., 1993a)

Calceolariosido A = Activo
Cistanche deserticola Antioxidante: (Xiong et al., 1996)
Antirradicalaria DPPH y anién
superoxido
2’-acetil-verbascosido = Activo
Cistanosido A = Activo
Cistanosido F = Activo
Echinacoésido = Activo
Isoverbascoésido = Activo
Syringalido A 3’-a- = Activo
rhamnopirandsido
Tubuldsido A = Activo
Tubulosido B = Activo
Verbascosido = Activo

Tabla V (cont.): Ensayos farmacolégicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).
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Familia

Especie

Uso popular Fenilpropanoide

Actividad ensayada Referencia

Orobanchaceae
(cont.)

C. deserticola (cont.)

2’-acetil-verbascosido
Cistanosido A
Echinacoésido
Isoverbascoésido
Tubuldsido A
Tubulosido B
Verbascosido

2’-acetil-verbascosido
Isoverbascoésido
Tubulodsido B
Verbascosido

2’-acetil-verbascosido
Cistanosido A
Cistanosido F
Echinacésido
Isoverbascosido
Syringalido A 3’-a.-
rhamnopirandsido
Tubulosido

Tubulosido A
Verbascosido

Tabla V (cont.): Ensayos farmacoldgicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).

Antioxidante (cont.):
Antirradicalaria de NO

= Activo

= Activo

= Activo

= Activo

= Activo

= Activo

= Activo
Inhibicion peroxidacion
inducida por NADPH-CCl,

= Activo

= Activo

= Activo

= Activo
Inhibicién peroxidacion lipidica
inducida por acido ascorbico y ferroso

= Activo

= Activo

= Activo

= Activo

= Activo

= Activo

(Xiong et al., 2000)

lipidica (Xiong et al., 1998)

(Xiong et al., 1996)

= Activo
= Activo
= Activo
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Familia

Especie

Uso popular Fenilpropanoide

Actividad ensayada Referencia

Orobanchaceae
(cont.)

C. deserticola (cont.)

Hepatoprotectora:
Proteccion in vitro frente agentes CCly o (Xiong et al., 1998)
D-GaIN
2’-acetil-verbascosido = Activo
Isoverbascosido = Activo
Tubulosido B = Activo
Verbascosido = Activo
Inhibicién apoptosis inducida por LPS y (Xiong et al., 1999)
D-GalN en hepatocitos.
Verbascosido = Activo
Inhibidora enzimatica: (Xiong et al., 1996)
Xantina oxidasa (XOD)
2’-acetil-verbascosido = No activo
Cistanosido A = No activo
Cistanosido F = No activo
Echinacésido = No activo
Isoverbascosido = Activo
Syringalido A 3’-a- = No activo
rhamnopirandsido
Tubulosido A = No activo
Verbascosido = No activo
Tubulosido B = Activo.
Oxido nitrico sintasa inducible (iNOS) (Xiong et al., 2000)
2’-acetil-verbascosido = No activo
Cistanosido A = No activo
Echinacésido = No activo
Isoverbascosido = No activo
Tubuldsido A = No activo
Tubulosido B = No activo
Verbascosido = No activo.

Tabla V (cont.): Ensayos farmacoldgicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).
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Familia Especie Uso popular Fenilpropanoide Actividad ensayada Referencia
Orobanchaceae
(cont.)
C. salsa Insuficiencia renal Neuroprotectora
infertilidad femenina Verbascoésido = Activo por inhibicion (Puet al, 2003)
leucorrea caspasas
neuroastenia

estrefiimiento senil.

Antiagregante plaquetaria

(Capasso et al., 1993b)

Orobanche hederae Verbascosido = Activo
Orobanchésido = Activo
Agregante plaquetaria (Capasso et al., 1993b)
O. hypericina Calceolariosido A = Activo
Calceolariosido B = No efecto
Calceolaridosido C = No efecto
Pedaliaceae
Harpagophytum Fiebre, alteraciones Inhibidora enzimatica: Elastasa (Boje et al., 2003)
procumbens sanguineas, digestivas, Isoverbascosido = Activo
tonico, lesiones cutaneas,  6’-O-acetil-verbascosido = Muy activo
osteoartritis, procesos Verbascoésido = No activo
reumaticos
Plantaginaceae
Plantago cynops Antibacteriana (Debrauwer ef al., 1989)
Verbascosido = Activo
P. lanceolata Antiinflamatoria: (Murai et al., 1995a)

Cistanosido F
Isoverbascoésido
Lavandulifolidsido
Plantamajoésido
Verbascosido

Inhibicion edema inducido por
acido araquidénico

= No activo

= No activo

= No activo

= Activo

= Activo

Tabla V (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).

saprouvdoadjiuaf ap v2130]0ovULID) POPIAYOY DIYDL301]1qLq UOISIADY [T




I8

Familia Especie Uso popular Fenilpropanoide Actividad ensayada Referencia
Plantaginaceae
(cont.)
P. major Antibacteriana: S. aureus, E. coli (Ravn y Brimer 1988)
Plantamajésido = Activo
P. media Antitumoral-quimiopreventiva:
Inhibiciéon EGFR; TK y crecimiento  (Kunvari et al., 1999)
tumores
Homoplantaginina = Activo
Verbascosido = Activo
Polygonaceae
Polygonum lapatifolium Dolores articulares Quimiopreventiva:
Inhibicién induccion tumores por (Takasaki et al, 2001)
EBV-EA* in vitro
Lapathosido A = Activo
Vanicoésido B = Activo

Antipromotora frente tumores
inducido por DMBA y TPA in vivo

(Takasaki et al., 2001)

Lapathdsido A = Activo
Vanicosido B = Activo
Schrophulariaceae
Brandisia hancei Osteitis necrotica, Antioxidante: (He et al., 2000)
Artritis, hepatitis, Inhibicién hemolisis y generacion
hiperlipemia, radicales superoxido:
Hipercolesterolemia 2’acetilverbascosido = Activo
Brandiosido™ = Activo
Poliumésido = Activo
Verbascosido = Activo
Anti aterosclerotica (He et al., 2001)
2’acetilverbascdsido = Activo
Brandiosido = Activo
Poliumésido = Activo
Verbascosido = Activo

Tabla V (cont.): Ensayos farmacolégicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).

> EBV-EA: Virus Epstein-Barr

“ Brandiésido: Poliumésido acetilado en 2'de la glucosa.
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Familia Especie Uso popular Fenilpropanoide

Actividad ensayada

Referencia

Schrophulariaceae
(cont.)

B. hancei (cont.)

2’acetilverbascosido
Brandiosido
Poliumosido
Verbascosido

Antitumoral-quimiopreventiva:

Antiproliferacion en células A7r5%.

= Activo
= Activo
= Activo
= Activo

(He et al., 2001)

Inhibidora enzimatica:
Xantina oxidasa (antioxidante)

(Kong et al., 1999)

2’acetilverbascésido = No activo
Arenariosido = No activo
Brandidsido = No activo
Isoverbascosido = Inhibidor competitivo.
Verbascdsido = No activo
Castilleja linariaefolia Antitumoral: (Pettit et al., 1990)
Citotoxica frente P-388
Isoverbascosido = Activo
Verbascosido = Activo
Digitalis purpurea Inhibidora enzimatica:PKCal (Zhou et al., 1998)
2-(3-hidroxi-4-metoxi-fenil)- = Activo
etil-O-(a-L-rhamnosil)-(1-3)-
O-(o.-L-rhamnosil)-(1-6)-4’-E-
feruloil-B-D-glucopiranosido.
Calceolariosido A = Activo
Calceolariosido B = Activo
Forsythosido = Activo
Plantaindsido = Activo

Tabla V (cont.): Ensayos farmacoldgicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).

“ 47r5: Células de misculo liso de aorta de rata.
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Familia Especie Uso popular Fenilpropanoide Actividad ensayada Referencia
Schrophulariaceae
(cont.)
Monochasma savatierii Inhibidora enzimatica: (Kohda et al., 1989)
Aldosa reductasa in vivo.
Deshidroverbascosido = No activo
Verbascoésido = Fuertemente activo
Pedicularis sp. Antioxidante:
Inhibicién de oxidacion de acido linoleico (Zheng et al., 1993)
en CTAB*
Cistandsido = Activo
Echinacoésido = Activo
Isoverbascosido = Activo
Pediculariésido A = Activo
Verbascoésido = Activo
Proteccion frente hemolisis oxidativa (Li et al., 1993)
Cistandsido D = Activo
Echinacoésido = Activo
Isoverbascosido = Activo
Pediculariésido A = Activo
Verbascosido = Activo
Quimiopreventiva:
Reparacion de aductos de ADN: dAMP+; (Shi et al., 1999a;
dAMP-OH; dAMP(NH)"  dGMP+; 2000b)
dGMP-OH; PoliG-OH; TMP
Cistanésido C = Activo
Pediculariosido A = Activo
Verbascosido = Activo
P. alashanica Antioxidante: (Wang et al., 1996a)
Antirradicalaria frente aniones O,” y OH
Leucosceptosido A = Activo
Martyndsido = Activo

Tabla V (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).

“ CTAB: Bromuro de cetil trimetil amonio.

7 dAMP: 2’-deoxiadenosina-5-monofosfato; dGMP: 2’-deoxiguanosina-5’-monofosfato; TMP: timidina 5 '-fosfato.
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Familia Especie Uso popular Fenilpropanoide Actividad ensayada Referencia
Schrophulariaceae
(cont.)
P. lasiophyris Antioxidante: (Li et al.,, 1993)
Inhibicién hemolisis oxidativa in vitro
Cistandsido D = Activo
Quimiopreventiva: (Liet al., 1997d)
Reparacion de aductos de ADN: T™*
P. plicata Martyndsido Activo
A nivel motor: (Liet al., 1999a; Liao et
Retraso de la fatiga del musculo al., 1999a)
esquelético. Mejora contractilidad.
Verbascoésido = Activo
Martynosido = Activo
P. spicata Quimiopreventiva:
Reparacion de aductos de ADN: T~ (Liet al., 1997d)
Cistanodsido C = Activo (Sperandio et al., 2002)
P. striata Astenia,
envejecimiento. Antioxidante:
(“ginseng nativo™) Inhibicién hemolisis oxidativa in vitro (Lietal., 1993)
Echinacoésido = Activo
Pediculariésido A = Activo
Inhibicion peroxidacion lipidica inducida (Liet al., 1997a)
por FeSO4
Isoverbascosido = Activo
Permetil-verbascosido = No activo
Verbascoésido = Activo
Antirradicalaria (OH y O;") (Wang et al., 1996b)
Leucosceptosido A = Activo
Martynoésido = Activo
Pediculariosido A = Activo
Pediculariosido M = Activo
Pediculariésido N = Activo
Verbascosido = Activo

Tabla V (cont.): Ensayos farmacoldgicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).

48 . coo ..
T.-: Radical anidnico de timidina
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Familia Especie Uso popular Fenilpropanoide Actividad ensayada Referencia
Schrophulariaceae
(cont.)
P. striata (cont.) Antioxidante (cont.): (Liu et al., 2003)
Proteccion de membrana eritrocito
ante peroxidacion lipidica
Verbascdsido = Activo
Antitumoral-quimiopreventiva:
Induce diferenciacion celular en:
Isoverbascosido « SMMC-7721* y MGc803 (Rui-Chuan et al., 2002; Chen et al.,
2002)
Verbascosido » MKN45% y MGc803 (Li et al., 1997c; Zhang et al., 2002)
Antiproliferativo linea MGc¢803 (Chen et al., 2002)
Isoverbascosido = Activo
Inhibe telomerasa MKN45. (Zhang et al., 2002)
Verbascosido = Activo
Reparadora de aductos de ADN:
T-OH! (Li et al., 1997¢)
Pediculariosido A = Activo
Verbascosido = Activo
T" (Liet al., 1997d)
Leucosceptdosido A = Activo
Pediculariésido M = Activo
Pediculariosido N = Activo
Verbascosido = Activo
Reparadora de aductos de ADN:
dGMP-OH?' (Li et al., 1996)
Verbascosido = Activo
Verbascoésido Reparacion lesiones en el ADN (Gao et al., 2003)
Inhibidor enzimatico:
Verbascoésido =No inhibe xantina oxidasa (Li et al., 1993; Wang et al., 1996a)

Tabla V (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).

* SMMC-7721: Carcinoma hepatocelular humano.
5_ " MKN45: Carcinoma géstrico humano.
! T-OH: Radical hidroxilo de timidina; dGMP-OH: Radical hidroxilo de 2’-deoxyguanosina-5’-monofosfato.
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Familia Especie Uso popular Fenilpropanoide Actividad ensayada Referencia
Schrophulariaceae
(cont.)
P. striata (cont.) Quelante iénico: 16n ferroso (Li et al., 1997a)
Isoverbascdsido = Activo
Permetil verbascdsido = No quelante
Verbascoésido = Activo
Penstemon Inhibidora enzimatica: PKCo. (Zhou et al., 1998)
linarioides Leucosceptosido A * Activo
Poliumésido = Activo
Verbascosido = Activo
Scrophularia albida Antitumoral: (Saracoglu et al., 1997)
Citotoxicidad frente dRLh-84; S-180; P-
388/D1; HeLa™
(+) syringaresinol-o-f3- = Activo
D-glucopiranosido
S. buergeriana Fiebre, Hepatoprotectora: (Lee et al., 2002a)
sudoracion, 4-0-E-p- =Activo frente CCl,.
estreflimiento, metoxicinamoil-a-L-
faringitis, neuritis, rhamnopiranodsido éster
laringitis

S. ningpoensis

Quimiopreventiva-antitumoral:
Reparacion de aductos de ADN: d-AMP-OH

(Li et al., 2000a)

y d-GMP

Angorosido C =Activo

Verbascoésido =Activo

S. scopolii Antitumoral: (Saracoglu et al., 1997)

Citotoxicidad frente dRLh-84; S-180; P-
388/D1; HeLa

Angaroésido A =Activo

Angarosido B =Activo

Angardsido C =Activo

Tabla V (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).

32 dRLh-84: hepatoma de rata;HeLa: carcinma epitelial humano; S-180: sarcoma; P-388/D1: neoplasma linfoide de ratén.
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Familia Especie Uso popular Fenilpropanoide Actividad ensayada Referencia
Schrophulariaceae
(cont.)
S. scorodonia Antiviral: frente HSV y VSV (Bermejo et al., 2002)
Verbascosido =No activo
Antitumoral: (Bermejo et al., 2002)
Citotoxicidad frente HeLa, Vero y
BHK-21*
Verbascdsido =No activo
Scutellaria armeniaca Antitumoral: (Saracoglu et al., 1995a)
Citotoxicidad frente dRLh-84, S-180,
P-388/d1 HeLa yhepatocitos.
Teucriosido = Activo.
Verbascoésido = Activo dRLh-84; S-180 y P-388.
Leucosceptosido A = No activo
Martynoésido = No activo
Veronica persica Antioxidante: (Harput et al., 2002)
-Antirradicalaria DPPH
3,4-dihidroxi-B-fenil-etoxi-O- » No activo
[B-D-glucopiranosil -(1-2)]-[B-
D-glucopiranosil -(1-3)]4-O-
cafeoil-B-D-glucopiranésido
Isoverbascosido = No activo
Lavandulifoliésido = No activo
Persicosido = Activo
Verbascosido = Activo

Tabla V (cont.): Ensayos farmacolégicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).

3 HSV: Virus herpes simplex tipo 1; VSV:Virus estomatitis vesicular.

3 HeLa: Carcinoma cervical epitelial humano,; Vero: células renales de mono verde africano;, BHK-21: células renales de cria de hamster.
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Familia Especie Uso popular Fenilpropanoide Actividad ensayada Referencia
Verbenaceae
Caryopteris incana Antioxidante: (Gao et al., 1999)
Antirradicalaria frente DPPH,
hidroxilo y superdxido.
Incanésido = Activo
Isoverbascosido = Activo
Phlinésido A = Activo
Verbascoésido = Activo
6-O-cafeoil-B-D-glucosa = No activo
Clerodendron bungei Antitumoral: (Nagao et al., 2001)
v C. trichotomum Antiproliferativa frente B16F10,
MK-1y HeLa>
Alcohol 3,4- = Activo en B16F10
dihidroxifenetilacético
3,4-dihidroxifenetil glucosido = Activo en B16F10
Isoverbascdsido = Activo en B16F10
Desrhamnosil-isoverbascdsido = Activo en B16F10
Metil cafeato = Activo en B16F10
Verbascdsido = Activo en B16F10
Desrhamnosil-verbascosido = Activo en B16F10
C. trichotomum Nerviosismo, Antiviral: Integrasas HIV-1 (Kim et al., 2001)
hipertension Isomartynosido = No activo
Isoverbascoésido = Activo

Jionosido D
Leucosceptosido A
Martynosido
Plantainosido C
Verbascosido

Tabla V (cont.): Ensayos farmacoldgicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).

55 . . L . .
B16F10: melanoma de raton;, MK-1: adenocarcinoma gastrico humano, HeLa: carcinoma uterino humano.

= No activo
= No activo
= No activo
= No activo
= Activo
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Familia Especie Uso popular Fenilpropanoide Actividad ensayada Referencia
Verbenaceae
(cont.)
C. trichotomum (cont.) Inhibidora enzimatica: ACE> (Kang et al., 2003)
Isomartynosido = Activo
Isoverbascosido = Activo
Leucosceptosido = Activo
Martynoésido = Activo
Verbascoésido = Activo
Lantana camara Inhibidora enzimatica: PKC (Herbert et al., 1991)
Verbascdsido = Activo, por dominio catalitico
Lippia dulcis Molestias Antitumoral:
L. canescens gastrointestinales.
Bronquitis y resfriados Antiproliferativa frente a BI16F10, (Compadre et al., 1986;
MK-1y HeLa Abe et al., 2002)
Arenariosido = Activo en B16F10.
Isoverbascosido = Activo en B16F10
leucosceptosido A = Inactivo
Martynosido = Inactivo
Martynosido diacetilado = Inactivo
Verbascosido = Activo en B16F10
L. multiflora Antiinflamatoria: (Pharm et al., 1988)
Inhibicion sintesis TXA,
Malaria Verbascdsido = No activo
Premna subscandens Cicatrizante: (Sudo et al., 1999)
Formacion de red colageno in vitro.
Verbascosido = Activo
Stachytarpheta Estomaquico, febrifugo, Antiinflamatoria:
cayennensis hepatitis, resfriados, Verbascoésido = Inhibe el edema plantar (Schapoval et al.,
arritirs, cicatrizante inducido por carragenina 1998a)

= Inhibe efectos de histamina y
bradiquinina

Tabla V (cont.): Ensayos farmacoldgicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).

56 . . . .
ACE: Enzima convertidora de angiotensina.

o]
O
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Familia Especie Uso popular Fenilpropanoide Actividad ensayada Referencia
Verbenaceae  Verbena litoralis Quimiopreventiva:
(cont.)
No incremento del NGF>’ (Li et al., 2003)
Isoverbascdsido = Activo
Jionosido = Activo
Verbascdsido = Activo
Antiinflamatoria

Verbena oficinalis

2’-acetil-verbascosido

Inhibe el edema plantar inducido por carragenina (Deepark y Handa 2000)

33
n.d.

Desrhamnosil verbascosido
Isoverbascosido
Purpureésido A
Purpureéasido B
Purpureasido C

Verbascosido

Antimicrobiano frente a E. coli (Molnar et al., 1989)

Antiviral frente virus Aujeszky (Molnar et al., 1989)

Antitumoral-quimiopreventivo: (Wang et al., 1999)
=Induccion diferenciacion HL-60

Antimicrobiano frente a E. coli (Molnar et al., 1989)

Antiviral frente virus Aujeszky

Antimicrobiano frente a E. coli

No Antiviral frente virus Aujeszky

Antimicrobiano frente a E. coli

No Antiviral frente virus Aujeszky

Quimiopreventiva: (Zhou y Zheng 1991)
=Antirradicalaria  frente  superéxido vy
peroxidacion lipidica
=Antimetastasico en pulmon de células B16 (Ohno et al., 2002)
(melanoma).
=Inhibidor angiogénesis por disminucion de la (Wartenberg ef al., 2003)
expresion de MMP in vitro.
=Activo frente nefritis, inhibiendo expansion  (Hattori et al., 1996)
matriz o proliferacion celular, al incrementar
la actividad de metaloproteinasas

Tabla VI (final): Ensayos farmacologicos realizados a ésteres fenilpropanoicos (PPG).

5_ " NGF: Factor de crecimiento neuronal.
3 n.d.: No determinado.
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11. Revision bibliogrdfica. Actividad farmacoldgica de flavonoides

11.2.3. FLAVONOIDES

Los flavonoides constituyen el grupo mas amplio de los polifenoles,
derivados de la estructura difenilpropano (C6-C3-C6) biosintetizados a través de

rutas mixtas que combinan la via del &cido sikimico y de los poliacetatos.

Son responsables de la coloracion de flores, frutos..., y por tanto, de
atraer a los polinizadores. Al absorber las radiaciones UV, actlian como mecanismo de defensa frente
las mismas. Tienen un efecto sinérgico con hormonas vegetales, como auxinas, estimulando el
crecimiento longitudinal de las células; activan la nodulacion de bacterias en las raices, y con ello, la
fijacion de nitrégeno; confieren resistencia a enfermedades, bien como antimicrobianos (han mostrado
ser activos principalmente frente al género Staphylococcus), o antifingicos. Ademas, protegen a las
plantas del ataque de insectos y herbivoros, frente a nematodes y pueden ser estimulantes para otros

insectos, como en la oviposicion.

La actividad farmacoldgica de los flavonoides ha sido muy estudiada. Se han descrito como
venoténicos o vasoprotectores, hipotensores, hipocolesterolémicos, antibacterianos...Actualmente,
se estan investigando sus efectos a nivel de cancer y su prevencion, la inflamaciéon y la respuesta

inmunitaria.

A nivel quimiopreventivo y antitumoral existen estudios in vitro € in vivo que han mostrado
que los flavonoides son antioxidantes mediante diferentes mecanismos de accion, ya que reaccionan
con el exceso de radicales libres, elimindndolos, actian como quelantes de metales pesados que en
determinadas condiciones se comportan como prooxidantes, inhiben enzimas que generan radicales
libres y/o estimulan a enzimas y sistemas celulares detoxificantes que eliminan a los radicales libres.
Todo ello conduce a que también se comporten como antimutagénicos porque, al reaccionar con los
radicales libres, evitan que éstos dafien al ADN, y ademas, al estimular a enzimas detoxificantes de
fase II, como la quinona reductasa, se eliminan también otras sustancias carcinogénicas. Se ha
encontrado una relacion entre el tipo de flavonoide y su actividad antioxidante, asi, es importante la
presencia de OH en C-3, grupo ceto en C-4 y el doble enlace entre C-2 y C-3.

También son inhibidores de enzimas involucradas en importantes rutas que regulan la division
y proliferacion celular, como oxidorreductasas, kinasas (TK, CdK...), transferasas, ligasas, liasas,
topoisomerasas..., y por tanto se comportan como inductores de apoptosis y diferenciacion celular e

inhibidores de la mitosis.
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1I. Revision bibliogrdfica. Actividad farmacolégica de flavonoides

Ademas, algunos flavonoides se han descrito como citotoxicos frente a numerosas lineas

tumorales, cuya revision ha sido publicada por nosotros (Lopez-Lazaro et al., 2002).

Todo ello, ha conducido a la introducciéon de algunos flavonoides en clinica, como es el caso
de genisteina, que se esta utilizando actualmente en el tratamiento de leucemia y cancer de mama con
anticuerpos conjugados, o de flavopiridol, que es el primer inhibidor de kinasas dependientes de

ciclinas (cdk) ensayado en fase II.

A nivel de inflamacion, los flavonoides poseen actividad antiinflamatoria, al inhibir enzimas

implicadas en este proceso y en la agregacion plaquetaria, como COX-2.

La actividad inmunomoduladora que muestran se relaciona con su capacidad para estimular a

los linfocitos T y la sintesis de interferon.

Por ultimo, determinados flavonoides pueden actuar como hormonas en plantas y animales.
Esta actividad, en animales, puede deberse a que la posicion de los grupos hidroxilo en las geninas
adoptan la misma posiciéon que los OH en los estrogenos, interaccionando con sus receptores,
mostrando una actividad estrogénica o antiestrogénica.

Es importante destacar que los flavonoides son en general, seguros, sin efectos adversos, y
estdin ampliamente distribuidos en nuestra dieta. Podemos encontrar flavonas en las semillas,

flavonoles en frutas, flavanonas, en zumos de citricos, o isoflavonas en legumbres...

Debido a la amplitud del tema, nos hemos limitado a citar los ensayos realizados en
quimioprevencion y actividad antitumoral de los flavonoides objeto de nuestro estudio, luteolina-7-
glucoésido y rutina, comparandolos con las correspondientes geninas, luteolina y quercetina,
respectivamente.

Las revisiones bibliograficas de flavonoides que se recomiendan son las siguientes:

(Harborne y Williams 2000; Yang et al., 2001; Hollman, 2001; Birt et al., 2001; Ross y Kasum 2002;
Havsteen, 2002; Lopez-Lazaro, 2002; Lopez-Lazaro et al., 2002)
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Referencia

Flavonoide Actividad ensayada
Luteolina-7-O-- glucésido
Antiinflamatoria:
e Inhibicion hipersensibilidad inducida por dinitrofluorobenceno.
o o Antioxidante:
HO™ §‘;@/
"o oHt e Antirradicalaria in vitro frente DPPH

e Antirradicalaria in vitro frente AAPH y radicales peroxilo.
e Antirradicalaria in vitro frente H,O,/OH
e Inhibe la induccion de formacion de radicales superoxido en neutréfilos.
e Inhibe de la peroxidacion lipidica inducida por radicales hidroxilo en

microsomas hepaticos de rata
Inhibicion de oxidacion de 4cido linoleico y caroteno.
Inhibicion de peroxidacion lipidica dependiente e independiente de enzimas
Inhibicién peroxidacion lipidica inducida por acido ascorbico en cerebro de

rata

Antimutagénica:

e en Salmonella typhimurium frente a mutagenos BHP y CHP, 1Q”
Citotoxica®:

e COLO 320

e GLC4

e HTC-15

e MCF-7

e SHEP
Genotoxica:

e Ligera induccion de micronucleos en linfocitos
Hepatoprotectora:

e Activa frente CCly
Inmunomoduladora:

= Anticomplemento in vitro

Regulacion del ciclo celular e inhibicion de sefiales mitogenas:
e Inhibicion de la liberacion de IL-6 y TNF-a
e Inhibicién de tirosina fosforilasa.

(Wassel et al., 1996)
(Gongora.L. et al., 2002)

(Taskova et al., 2003)
(Edenharder y Grunhage 2003)

(Fejes et al., 2000)
(Luet al, 2003)
(Lee et al., 2002c)

(Igile et al., 1994)
(Hohmann et al., 1999)
(Fejes et al., 2000)

(Edenharder et al., 1993; 2003)

(Woerdenbag et al., 1994)
(Woerdenbag et al., 1994)
(Kamei et al., 1996)
(Fotsis et al., 1997)
(Fotsis et al., 1997)
(Popp y Schimmer 1991)

(Adzet et al., 1987)
(Pieroni et al., 1996; 2000)

(Xagorari et al., 2001)
(Lu et al., 2003)

Tabla VI: Ensayos farmacologicos realizados a Luteolina-7-O-f-glucésido.

% BHP: Tert-butil hidroperéxido; CHP: cumeno hidroperéxido, IQ: 2-amino-3-metilimidazol quinolina.
% COLO 320: Cancer de colon humano; MCF-7: Adenocarcinoma de mama;
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Flavonoide Actividad ensayada

Referencia

Luteolina Antiangiogénica y antimetastasica
e Inhibicion de la angiogénesis
e Inhibicion de la secrecion de MMP. Antimetastasico
OH| Antiestrogénica- Estrogénica:
e Revierte los efectos de estrona frente a la proliferacion y diferenciacion en glandulas
mamarias de ratas.
Unidn a receptores estrogénicos tipo 3
Unidn a receptores estrogénicos
Inhibicion de la unidn a receptores estrogénicos tipo I1.
Compite por receptor estrogénico tipo II in vitro con estradiol, pero no interacciona con el
receptor estrogénico en utero de rata.
Disminucion de la actividad de la enzima aromatasa en células.
En células dependientes de estrogenos, MCF-7, efecto bifasico, a bajas dosis, induccion
de la sintesis de ADN y a altas, inhibicion.
Estimulacion de la proliferacion celular en MCF-7.
Estrogénica fuertemente en BT-474 (cancer de mama) no actividad progestagena
e Inhibicion de proliferacion celular en MCEFE.7 e inhibicion de la proliferacion inducida por
estrogenos
e Inhibicion de sintesis del ADN inducida por estradiol en MCF-7
Antiinflamatoria
e Inhibicion de la liberacion de IL-6 y TNF-a
e Inhibicion de la migracion y activacion de leucocitos, desgranulacion de células
mastocitos e interleukina 5
e Inhibicién de la proliferacion de leucocitos mononucleares
Antimutagénica
e en Salmonella typhimurium frente a mutagenos BHP y CHP, 1Q
e Inhibicion del dafio en el ADN
e Inhibe la expresion de NAT®, y la formacion de aductos de tipo ADN-aminofluoreno. en
células T24%
e Inhibicion de formacion aductos de ADN por 2-aminofluoreno

(Fotsis et al., 1998)
(Huang et al., 1999)

(Holland y Roy 1995)

(Han et al., 2002)
(Baker, 1992)
(Holland y Roy 1995)
(Markhaverich et al., 1988)

(Wang et al., 1994)
(Wang y Kurzer 1997)

(Han et al., 2002)
(Zand et al., 2000)
(Han et al., 2001)

(Wang y Kurzer 1998)

(Xagorari et al., 2001)
(Arnallal et al., 1985; Abeysekera
etal., 1999)

(Chiang et al., 2003d)

(Edenharder et al., 1993; 2003)
(Romanova y Vachalkova 1999)
(Su et al., 2003)

(Li et al., 2001)

Tabla VII: Ensayos farmacologicos realizados a Luteolina.

! NAT: Arilamina N-acetiltransferasa-
%2 T24: Células de cancer de vejiga humano.
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Flavonoide Actividad ensayada

Referencia

Luteolina (cont.) Antimutagénica (cont.)

Incremento de actividad GST y disminucion de peroxidos lipidicos y actividad citocromo
P-450.

Inhibicioén sintesis de ADN en células fibrosarcoma.

Inhibicion de arilamina N-acetiltransferasa en células tumorales hepaticas (J5) de forma
no competitiva.

Inhibe la apoptosis inducida por actinomicina en CMK-7%

No oxida al ADN formando 8-0x0dG (8-0x0-7,8-dihidro-2’-deoxiguanosina)

Reacciona con carcindgenos, evitando la disminuciéon en la actividad de glutation
peroxidasa, disminye el incremento de los niveles de peroxidos lipidicos en la médula 6sea

Inhibicién de incidencia de fibrosarcoma inducido por 20-metilcholantreno en ratones.

Inhibicion de la actividad de NAT en células humanas y de raton. de forma no
competitiva.

Anticarcinogénica

Antioxidante:

Antirradicalaria

Antirradicalaria frente DPPH

Antirradicalaria frente a anion superoxido

Antirradicalaria frente AAPH y radicales peroxilo.

Inhibicion peroxidacion lipidica

Inhibicién de la peroxidacion lipidica inducida por radicales hidroxilo en microsomas
hepaticos de rata

Inhibicién de peroxidacion lipidica dependiente e independiente de enzimas

Inhibicién de peroxidacion lipidica dependiente de NADPH

Proteccion al 4cido linoleico frente a la oxidacion inducida por EDTA o iones férrico

Soélo leve dafio en el ADN en presencia de Cu II

(Elangovan et al., 1994)

(Chen et al., 2000)

(Shiono et al., 2002)
(Yamashita y Kawanishi 2000)
(Sadzuka et al., 1997)

(Elangovan et al., 1994)
(Li et al., 2001)

(Romanova y Vachalkova 1999)

(Romanova y Vachalkova 1999)
(Edenharder y Grunhage 2003)
(Shiono et al., 2002)
(Edenharder y Grunhage 2003)
(Romanova y Vachalkova 1999)
(Lee et al., 2002c)

(Hohmann et al., 1999)
(Sadzuka et al., 1997)
(Deiana et al., 2003)
(Yamashita et al., 1999)

Tabla VII (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a Luteolina.

% CMK-7: leucemia megacariobldstica humana.
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Flavonoide

Actividad ensayada

Referencia

Luteolina (cont.)

Citotoxica

A431 (carcinoma epidermoide humano)
A549 (cancer de pulmdn de células no pequenas)
B15F10 y SK-MEL-1 ligera inhibicién
B16 (melanoma)

B16 melanoma 4-A-5.

B16F10 melanoma y Melan-a melanocito.
Caco-2 (cancer de colon).

CCRF-HSB-2 (leucemia células T)
COLO 320 (cancer de colon)

GLC4

HeLa (carcinoma uterino)

HepG2

HL-60 (leucemia)

HT-29 (cancer de colon)

K562 y P3HR1

MCF-7 (adenocarcinoma de mama)
NiaPaCa-2

NK/Ly

P-388 (leucemia mieloide murino)

Raji (linfoma) sin involucrar reacciones de peroxidacion lipidica.
SHEP

TGBCI11TKB (cancer gastrico linfoide)
WAC 2

Epidemiologia

Alimentos ricos en luteolina y quercetina relacionados de forma inversa con riesgo de
cancer del tracto respiratorio y gastrointestinal

No relaciona consumo de flavonoides con prevencion del cancer de vejiga.

No significativo como protector frente prevencion de cancer de pulmén en mujeres

Disminuye riesgo de cancer gastrico

Genotoxica:

Ligera induccioén de micronucleos en linfocitos

Inmunoestimulante:

Anticomplemento in vitro (menos activo que luiteolina-7-glucosido)

(Huang et al., 1999)
(Kawaii et al., 1999a)
(Rodriguez et al., 2002)
(Kawaii et al., 1999a)
(Iwashita et al., 2000)
(Martinez ef al., 2003)
(Kuntz et al., 1999)
(Kawaii et al., 1999a)
(Woerdenbag et al., 1994)
(Woerdenbag et al., 1994)
(Mori et al., 1988)
(Lin et al., 2001)
(Kawaii et al., 1999b)
(Kuntz et al., 1999)
(Chiang et al., 2003a)
(Fotsis et al., 1997)
(Lee et al., 2002b)
(Molnar et al., 1981)
(Afifi et al., 1993)
(Ramanathan et al., 1994)
(Fotsis et al., 1997)
(Kawaii et al., 1999a)
(Fotsis et al., 1997)

(Hertog et al., 1994)
(Garcia et al., 1999)
(Garcia-Closas et al., 1998)
(Garcia-Closas et al., 1999)
(Popp y Schimmer 1991)

(Pieroni et al., 2000)

Tabla VII (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a Luteolina.
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Flavonoide Actividad ensayada Referencia

Luteolina (cont.)

Proapoptética:
e Incrementa los niveles de p21 dependiente e independiente de p53, siendo potente (Kobayashi et al., 2002)
regulador de la progresion del ciclo celular en LNCaP (celulas cancer prostata humano)
e Incrementa los niveles de p53 y p21 en HepG2. (Yee et al., 2003)
e Induccién apoptosis en NiaPaCa-2 (Lee et al., 2002b)
e Ruptura de ADN y formacion de complejos de rotura en HL-60. (Yamashita y Kawanishi 2000)
e Inhibicion de proliferacion e induccion apoptosis en HL-60 (leucemia mieloide humana) (Ko et al., 2002)
e Inhibicion de sintesis de ADN en células MDA-MB-231 (independiente de estrogenos). (Wang y Kurzer 1997)
e Inhibicion del crecimiento de células HL-60 (Takahashi et al., 1998)
Regulacion del ciclo celular e inhibicion de sefiales mitégenas
e Induccién de diferenciacion celular de HL-60 a granulocitos (Takahashi et al., 1998)
e Inhibe degradacion de IkB (Xagorari et al., 2001)
e Detencion del ciclo celular en G1 y G2 (Matsukawa et al., 1993;

e No alteracion en CDK1, pero si inhibicion de CDK2 (Casagrande y Darbon 2001)
e Disminucion de los niveles de CDK 4 en HepG2 (Yee et al., 2003)
e Inhibicion del crecimiento y metabolismo de las lineas leucémicas CEM-C1 y C7 (Posty Varma 1992)
e Inhibe PKC en CMK-7 (Shiono et al., 2002)
e Inhibicion de la activacion de PKC en aplicacion toépica en tumores inducidos por (Horiuchi et al., 1986)
teleocidina
e Inhibe TNF-alfa inducido por ICAM-1 (Shimoi et al., 2000)
e Inhibicion de protein tirosina kinasa PTK responsable de la fosforilaciéon de EGFR (Lee et al., 2002b)
e inhibicion de crecimiento de tumores NK/ly (ascitos) (Molnar et al., 1981)
e Inhibidor de EGFR (Lee et al., 2002b)
e Modulacién ruta EGF (Lee et al., 2002b)
e Inhibicion de EGF y EGFR y de su actividad tirosin kinasa, disminuyendo los niveles de (Huang et al., 1999)
fosforilacion de proteinas.
e Inhibicion de la proliferacion de células normales y tumorales. (Fotsis et al., 1998)
e Antiproliferativa (Romanova y Vachalkova 1999)
Otros mecanismos antitumorales
e  Inhibe topoisomerasa II- veneno de topoisomerasa I (Yamashita y Kawanishi 2000)
e Veneno de topoisomerasa I (Chowdhury et al., 2002)

Casagrande y Darbon 2001;
O'Prey et al., 2003)

Tabla VII (final): Ensayos farmacologicos realizados a Luteolina.
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Flavonoide

Actividad ensayada

Referencia

Rutina

Antiangiogénica-antimetastasica
e Inhibiciéon de formacion de nddulos de células B16F10 (melanoma) en pulmoén-
antimetastasica
Antiestrogénica- estrogénica
e Ligera union a EBS
e No se une a los receptores EBS tipo II (sitio de union del estrogeno) ni inhibe
crecimiento celular de tumor pulmonar de células no pequefias.
e Noseune al EBS tipo II
e Unién a EBS tipo II e inhibicon de la proliferacion de HT-29, WiDr, Colo210 y LS-
174T (lineas celulares colon)
e Inactivo frente al inhibicion crecimiento de OVCA 433 (cancer ovario). No se une a
EBS tipo II
e No efecto sobre la aromatasa
Antiinflamatoria
e Inhibicién de produccién de NO inducido por LPS, aunque no por inhibicién de iNOS.
e No inhibe COX-2
Antimutagénica
e Inhibicion de la formacion de colonias de células epiteliales inducido por benzopireno.
e  Proteccion de lineas Caco-2 y HepG2 frente al dafio en el ADN inducido por H,O,
e Inhibe la mutagénesis por la activacion de diferentes aminas heterociclicas al inhibir
citocromo p450
Inhibe nitrorreduccioén y oxidorreduccion de nitrofluorenos
Activo inhibiendo la hiperproliferacion y displasa y reduciendo la incidencia de
tumores por azoximetanol en colon
Inhibicion dosis-dependiente de NAD(P)H:quinona reductasa
Inhibidor de enzimas reductoras de grupos carbonilo
No genotoxica mediante ensayo Ames o intercambio de cromatidas
No activo como inhibidor de induccién de tumores por EBV.EA y TPA en células Raji
No activo frente a la prevencion de induccion de tumores en ratones mutados que
desarrollan adenomas intestinales
No activo frente a la proteccion de células Caco.2 frente al dafio oxidativo en el ADN
No afecta a las enzimas catalasas y SOD in vito y no induce dafio en el ADN en las
lineas Caco-2 y Hep G2. No citotoxico. Protege frente al ataque al ADN con H,0,

(Menon et al., 1995)

(Larocca et al., 1990)
(Caltagirone et al., 1997)

(Scambia et al., 1990a)
(Ranelletti et al., 1992)

(Scambia et al., 1990b)
(Campbell y Kurzer 1993)

(Chen et al., 2001)

(Steele et al., 1990)
(O'Brien et al., 2000)
(Bear y Teel 2000)

(Ritter et al., 2000)
(Deschner et al., 1993)

(Merk y Jugert 1991)
(Iffert et al., 2000)
(Rueff et al., 1986)

(Okamoto et al., 1983)
(Mahmoud et al., 2000)

(Duthie y Dobson 1999)
(Aherne y O'Brien 1999)

Tabla VIII : Ensayos farmacologicos realizados a Rutina.
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Flavonoide Actividad ensayada Referencia

Rutina (cont.) Antimutagénica (cont.)
e No carcinogénico en ratas ACI (Hirono et al., 1981)
e No carcinogénico in vivo (ratas) en forma de sal (sulfato) (Habs et al., 1984)
e No contrarresta los efectos antiapoptoticos de IGF-1 (Wang et al., 2003)
e No afecta al indice mitdtico en promocion de tumores inducido por azoximetano. (Tao et al., 2002)
e Previene promocion tumores por haemina y hemoglobina en cancer de colon (Pierre et al., 2003)
e Se incrementa los tumores en colon inducidos por azoximetano (Tao et al., 2002)
e Incrementa el foci GST-P (preneoplasico glutation S transferasa placentaria) (1999a; Hirose et al., 1999b)
Antioxidante
e antirradicalario (donante de protones) (Lopez-Vélez et al., 2003)
e Inhibicion de la oxidacion en cadena de metil linoleato (Roginsky, 2003)
e Antirradicalaria frente ROO (alquilperoxil radical) (Sawa et al., 1999)
e Quelante: Reacciona con Cu(Il) y Fe(II) (Kuo et al., 1998)
Citotoxica:
e Débil actividad citotoxica fente a linea leucémica (AML) en humanos (Larocca et al., 1990)
e Poco activo frente a la inhibicion crecimiento en linea AT6.3 (linea de prostata de rata) (Wang et al., 2003)
e Caco-2 (Kuntz et al., 1999)
e HT-29 (Kuntz et al., 1999)
e MMLVRT
e NK/Ly [22]
e Inhibicion crecimiento frente NK/Ly ascitos (Molnar et al., 1981)
e Inhibe débilmente el crecimiento de linea PC-3 (prdstata humano independiente de (Knowles et al., 2000)
androgenos)
Proapoptoética:
e Incrementa el indice apoptético en células coldnicas tratadas con azoximetno, (Yang et al., 2000)
disminucion de zonas displasia y incrementa expresion ciclina D1 in vivo
e Incrementa el nimero y tamafio de tumores de B16 melanoma en ratones, incrementa (Drewa et al., 1998)
metastasis e inhibe la formacién de melanina
e No Incrementa la apoptosis causando despolarizacion mitocondrial y liberacion de (Mouria et al., 2002)
citocromo c activandose las caspasas en cancer pancreatico
e Induccion de apoptosis en LNCaP (Romero et al., 2002)
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Tabla VIII (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a Rutina.
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Flavonoide Actividad ensayada

Referencia

Rutina (cont.) Regulacion del ciclo celular e inhibicion de sefiales mitégenas
e Inhibicioén neoplasia inducida por AOM y reduccion de fase S
e No inhibe el transporte de lactato en células HeLa sensibilizadas hipertérmicamente
Coadyuvante en quimioterapia y en multirresistencias
e Inhibe la degradacion de daunorubicina
e No disminuye el dafio celular en LLC-PK1 (células tubulares epiteliales) por cisplatino
e No efecto inhibitorio incorporacion de bromodeoxiuridina en células TCC (carcinoma
transicional)
No efecto sinérgico con citosina arabindsido frente a HL-60, CFU-L (formacion de
colonas leucémicas)
No inhibicién de la actividad de la bomba p-glicoproteina
Unioén a P-glicoproteina (relacionada con multirresistencias)

(Deschner et al., 1991)
(Kimet al., 1984)

(Iffert et al., 2000)
(Kuhlmann et al., 1998)
(Larocca et al., 1990)
(Teofili et al., 1992)

(Scambia et al., 1994)
(Conseil et al., 1998)

Tabla VIII (cont.): Ensayos farmacologicos realizados a Rutina.
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Flavonoide

Actividad ensayada

Referencia

Quercetina

Antiangiogénica y antimetastasica
o Inhibe proliferacion celular, la expresion de MMP-9 a través de NF-kB y AP-1
e No Inhibicién de formacion de nodulos de células B16F10 (melanoma) en pulmoén- no
antimetastasica
e Activo inhibiendo la hiperproliferacion y displasa y reduciendo la incidencia de tumores
por azoximetanol en colon
Antiestrogénica-Estrogénica
¢ No efecto sobre la aromatasa
e No se une a los receptores EBS tipo II (sitio de unidn del estrégeno) ni inhibe crecimiento
celular de tumor pulmonar de células no pequefias.
Unioén a EBS tipo II e inhibicon de la proliferacion de HT-29, WiDr, Colo210 y LS-174T
(lineas celulares colon)
e Ligeraunion a EBS
Inhibicién crecimiento de OVCA 433 (cancer ovario).
o Detiene ciclo celular en GO/G1 Se une a EBS tipo II
e Citotoxicidad frente a linea leucémica (AML, ALL) en humanos mediante inhibicion
proliferacion de blastos leucémicos por un mecanismo que involucra union con EBS tipo 11
Antiinflamatoria
e Inhibicion de produccion de NO inducido por LPS, aunque no por inhibicion de iNOS.
e No inhibe COX-2
Antimutagénica
e  Proteccion de lineas Caco-2 y HepG2 frente al dafio en el ADN inducido por H,O,
¢ No afecta al indice mitético en promocién de tumores inducido por azoximetano.
e No afecta al nimero de tumores en colon inducidos por azoximetano
e No activo frente a la prevencion de induccién de tumores en ratones mutados que
desarrollan adenomas intestinales
e No afecta a las enzimas catalasas y SOD in vitro y no induce dafio en el ADN en las lineas
Caco-2 y Hep G2. No citotoxico. Protege frente al ataque al ADN con H,0,
e Incrementa el foci GST-P (preneoplasico glutation S transferasa placentaria)

Tabla IX : Ensayos farmacologicos realizados a Quercetina.

(Moon et al., 2003)
(Menon et al., 1995)

(Deschner et al., 1993)
(Campbell y Kurzer 1993)
(Caltagirone et al., 1997)

(Ranelletti et al., 1992)

(Larocca et al., 1990)
(Scambia et al., 1990a)

(Larocca et al., 1990)

(Chen et al., 2001)

(O'Brien et al., 2000)
(Tao et al., 2002)
(Tao et al., 2002)

(Mahmoud et al., 2000)

(Aherne y O'Brien 1999)

(Hirose et al., 1999a; Hirose
etal,)
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Flavonoide Actividad ensayada

Referencia

Quercetina (cont.) Antimutagénica (cont.):
e Proteccion de células Caco.2 frente al dafio oxidativo en el ADN. Desciende H,0,. Inhibe
las roturas en la cadena de ADN.
e Activo como inhibidor de la formacién de colonias de células epiteliales inducido por
benzopireno.
e Incrementa mutagenicidad en presencia de enzimas microsomales pero disminuye
genotoxicidad y formacion de cromatidas hermanas en presencia de enzimas hepaticas.
e Activo como inhibicién de induccion de tumores por EBV.EA y TPA en células Raji
No carcinogénico en ratas ACI
e Inhibicion de AT6-3 (carcinoma de prostata de rata). Contrarresta efecto antiaptotico de
IGF-1. Reduce sustrato IRS-1, involucrando ruta de tirosin kinasa
Antioxidante
e Antirradicalario (donante de protones)
e  Antirradicalaria frente superdxido pero a dosis altas no afecta a peroxidacion lipidica
e Inhibicion de la oxidacion en cadena de metil linoleato
e Quelante: Reacciona con Cu(Il) y Fe(III)
Proapoptética
e Induccién de apoptosis en LNCaP
e Incrementa la apoptosis causando despolarizacion mitocondrial y liberacion de citocromo ¢
activandose las caspasas en cancer pancreatico
¢ Incrementa el indice apoptdtico en células colonicas tratadas con azoximetno, disminucion
de zonas displasa y incrementa expresion ciclina D1 in vivo
Citotoxica
o A549
A549
Bl16
Caco-2
CCRF-HSB-2
CO-K3
COLO 320
COLO-201

Tabla IX (cont.): Ensayos farmacoldgicos realizados a Quercetina.

(Duthie y Dobson 1999)
(Steele et al., 1990)
(Rueff et al., 1986)

(Okamoto et al., 1983)
(Hirono et al., 1981)
(Wang et al., 2003)

(Lopez-Vélez et al., 2003)
(Ramanathan et al., 1994)
(Roginsky, 2003)
(Kuo et al., 1998)

(Romero et al., 2002)
(Mouria et al., 2002)

(Yang et al., 2000)

(Caltagirone et al., 1997)
(Kawaii et al., 1999a)
(Kawaii et al., 1999a)

(Kuntz et al., 1999)
(Kawaii et al., 1999a)
(Ferrandina et al., 1998)
(Woerdenbag et al., 1994)
(Ranelletti et al., 1992)
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PC-3 (prostata humano independiente de andrégenos). No apoptosis

Raji (linfoma).
SCC-25

SHEP

SK-Lul
SK-MEL -28
SW-900
TGBC11TKB
WA

WAC 2

(Knowles et al., 2000)
(Ramanathan et al., 1994)
(ElAttar y Virji 1999)
(Fotsis et al., 1997)
(Caltagirone et al., 1997)
(1998a)
(Caltagirone et al., 1997)
(Kawaii et al., 1999a)
(Edwards, 1979)
(Fotsis et al., 1997)

Flavonoide Actividad ensayada Referencia
Quercetina (cont.) Citotoxica (cont.)
e (COLO-320 DM (Hosokawa et al., 1990)
e ChaGo-K-1 (Caltagirone et al., 1997)
e GCL4 (Woerdenbag et al., 1994)
e H441 (Caltagirone et al., 1997)
e H661 (Caltagirone et al., 1997)
e HCT-15 (Kamei ef al., 1996)
e Hela (Mori et al., 1988)
e HL-60 (Kawaii et al., 1999b)
e HT-29 (Ranelletti et al., 1992)
e HTB-43 (Kandaswami et al., 1992)
e HuCC-T1 (Yanoshita et al., 1996)
e KB (Edwards, 1979)
e LS-174T (Ranelletti et al., 1992)
e MCF-7 (Fotsis et al., 1997)
e MCF-7 (So et al., 1997)
¢ MDA-MB-435 (Singhal ef al., 1995)
e MMLVRT (chu et al., 1992)
e NCI-60 (Beutler ef al., 1998)
e NCI-60 (Beutler et al., 1998)
e NK/Ly (Molnar et al., 1981)
e OVCA-433 (Scambia et al., 1990a)
e OVCAR-5 (1998b)
L[]
L[]

Tabla IX (cont.): Ensayos farmacoldgicos realizados a Quercetina.

€0l

WiDr

(Ranelletti et al., 1992)
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Flavonoide Actividad ensayada

Referencia

Quercetina (cont.) Regulacion del ciclo celular e inhibicion de sefiales mitogenas

Inhibe el transporte de lactato en células HeLa sensibilizadas hipertérmicamente
Inhibicién crecimiento frente NK/Ly ascitos

Inhibicién de actividad NF-kB

Detencion del ciclo celular en G2

Inhibicién neoplasia inducida por AOM y reduccion de fase S

inhibicion de kinasas del ciclo celular y detencion del ciclo celular en G1

Coadyuvante en quimioterapia y en multirresistencias

Efecto sinérgico con resveratrol induciendo apoptosis

Incrementa la susceptibilidad de los rifiones a la toxicidad por cisplatino. Disminuye el
dafio celular en LLC-PK1 (células tubulares epiteliales) por cisplatino

union a P-glicoproteina (relacionada con multirresistencias)

Efecto sinérgico con citosina arabinésido frente a HL-60, CFU-L (formacién de colonas
leucémicas)

Efecto sinérgico con adriamicina en MCF-7 resistente a Adrioanmicina inhibiendo bomba
P-glicoproteina

Efecto sinérgico con cisplatino en OVCA 433 actuando por EBS

(Kim et al., 1984)
(Molnar et al., 1981)
(Mouria et al., 2002)
(O'Prey et al., 2003)

(Deschner et al., 1991)
(Moon et al., 2003)

(Mouria et al., 2002)
(Kuhlmann et al., 1998)

(Conseil et al., 1998)
(Teofili et al., 1992)

(Scambia et al., 1994)

(Scambia et al., 1990b)

Tabla IX (cont. y final) : Ensayos farmacologicos realizados a Quercetina.
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1I. Revision bibliogrdfica.Carcinogénesis y Quimioprevencion

I.3. CARCINOGENESIS Y QUIMIOPREVENCION
CARCINOGENESIS

El desarrollo del cancer en el hombre implica una compleja sucesion de diferentes fendmenos a
lo largo de los afios, incluso décadas. Durante este largo proceso, el genoma de las incipientes células
cancerosas va adquiriendo mutaciones en los proto-oncogenes, genes supresores de tumores, y otros
genes que controlan, directa o indirectamente, la proliferacion celular. Un sucesivo incremento del
numero de estos genes contribuye a que se desencadenen las diferentes etapas involucradas en la

transformacién neoplasica (Hahn y Weinberg 2002).

La patogénesis del cancer en el hombre estd regida por un conjunto de reglas genéticas y
bioquimicas y ambientales aplicable a la mayoria de los tumores, compartiendo una serie de

caracteristicas (Hanahan y Weinberg 2000), que se pueden resumir en:
-Capacidad de las células para generar sus propias sefiales mitogenas.
-Resistir a las sefiales exdgenas de inhibicion del crecimiento.
-Evadir la apoptosis.
-Proliferar sin control (inmortalizacion).
-Generar nueva vasculatura (angiogénesis).
-Invasion y metastasis.

A éstas, se le puede afiadir una caracteristica adicional, la inestabilidad genética, hecho que

conduce al resto de las caracteristicas citadas.

La formacién de mutaciones, en condiciones normales, es baja, pero, se incrementa cuando, los
genes y proteinas que detectan y reparan el dafio en el ADN estan inactivados. Ademas, los
mecanismos celulares, como apoptosis, que eliminan las células que sufren ateraciones en el ADN,
estan inhibidos en las células tumorales. El resultado es la supervivencia de las células mutadas y el

posible sobrecrecimiento de una gran poblacidon con estas mutaciones.

Todas estos factores conducen a una alteracion en la regulacion de las rutas enzimaticas
involucradas en el funcionamiento de las células normales. Ademas, esta regulacion puede ser inhibida
por un amplio nimero de alteraciones genéticas y epigenéticas. Por tanto, podria decirse que el cancer
se debe a la acumulacion de mutaciones resultantes de los errores de la replicacion del ADN asi como

de mutaciones debida a una exposicion prolongada de sustancias endo y exogenas que dafian al ADN.
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1. Revision bibliogrdfica. Carcinogénesis y quimioprevencion

No todos los canceres en un determinado tejido tienen las mismas lesiones moleculares. La
progresion,, ademas, puede estar influenciada por factores especificos al ambiente del hospedador.
Diferentes especies, diferentes tipos celulares e incluso mismo tipo de células dentro de un

determinado individuo, pueden reaccionar de diferente forma ante el mismo carcinogeno.

Célula
Pis -
Reparacion del ADN é

Célula con
ADN daiiado

Apoptosis @

Celula
Apoptosis

mutada
Senescencia ' ( :)

n
i, -
tumoral

Célula d C _

cancerigena

Tumor s6lido maligno

Figura 4: Etapas de transformacion de una célula normal a tumor solido maligno.
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I1. Revision bibliogrdfica.Carcinogénesis y Quimioprevencion

A continuacién, vamos a ir deteniéndonos en algunos de estas etapas.

-1. Transformacion de célula normal a célula con dafio en el ADN.

a) Formacion y activacion de carcinogenos. i

La formacion de carcinégenos puede ser l
tanto exdgena como endogena, debido al Célula
metabolismo normal celular. normal
<+

El NCI dicta unas caracteristicas a tener en

cuenta para los carcinégenos:

1.- Un carcindégeno quimico no debe ser

Activacion
(COX; LOX, p-450...)

considerado siempre como mutigeno, ya

que pueden ser carcindgenos no

genotoxicos.

2.- Si el carcindgeno es de tipo genotoxico,

puede tener ambos efectos, genético y

epigenético.

3.- Puede tener relacion dosis-respuesta

: . Célula con
linear o no linear, con respecto a la |ADN dafiado

formacion del tumor.

Los carcinogenos pueden clasificarse en:

Quimicos, que, mediante su metabolizacion por enzimas de fase I (p-450), generan
metabolitos electrofilicos® y radicales libres o especies reactivas de oxigeno (ROS),

que interaccionan con el ADN.

Radiaciones, que provocan roturas en el ADN.

Virus y bacterias, al introducir material genético en el ADN de la célula o mediante

la generacion de metabolitos electrofilicos.

Procesos enddgenos, donde se generan sustancias electrofilicas y ROS.

% Electrofilico: Deficiente en electrones.

107
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Muchas sustancias quimicas son procarcindgenos, es decir, son inocuas hasta que sufren una
activacion metabolica por enzimas endogenas del organismo, como el sistema de citocromo P-450 y

otras enzimas de fase I, iniciando su efecto carcinogénico.

Como hemos visto, diferentes procesos endégenos, generan ROS y otros metabolitos altamente
reactivos. Los ROS podrian definirse como moléculas o iones que contienen un electréon desapareado,
siendo altamente reactivos y pudiendo permanecer estables en el medio. La mayor fuente de radicales
en sistemas biologicos es el oxigeno molecular, que mediante reduccion asociada a la cadena
electronica de la mitocondria y otras actividades enzimaticas, genera anion superdxido (O,7) y

peréxido (H,O,). Estos, a su vez, reaccionan con metales generando radicales hidroxilo (OH").

Los ROS, una vez formados, en
condiciones normales, intervienen en O% y ROS

mecanismos de defensa, entre otras

funciones, pero, la sobreproduccion o el

fallo en su captura y eliminacién, puede

desencadenar en que reaccionen de | pedixificacién xenobidcos

. . . Defensa (fagocitosis
forma radicalaria, con diferentes R (fagoctitig
eproduccion

moléculas bioldgicas, como lipidos,

l l

proteinas..., que a su vez, generaran

nuevos radicales libres.

Ademas, también se producen especies reactivas de nitrégeno, y 6xido nitrosilo, que ejerce
efectos directos, e indirectos, como nitrosificacion, oxidaciones que desencadenan roturas en el ADN,

peroxidacion lipidica...

Un sistema que contribuye en gran medida a la generacion de ROS, junto con los neutrofilos y
macr6fagos, son las enzimas involucradas en procesos inflamatorios, como las ciclooxigenasas o la 5-
lipooxigenasa, que a partir del acido araquidonico (AA) sintetizan prostaglandinas (PG), tromboxanos
(TX), leucotrienos (LT) y acidos hidroxieicosatetraecnoico (HETE). Ademas, en las células tumorales,
debido a la pérdida de la regulacion enzimatica, los niveles de estas enzimas también estan

incrementados.
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b) Induccion de dario en el ADN.

Todos estos carcindgenos anteriormente mencionados, van a reaccionar con el ADN,
dafiandolo, generando diferentes alteraciones en las bases de ADN, en la estructura de doble hélice y
en cromosomas, como despurinizacion o desaminacién, formacion de aductos oxi por ROS,
hipometilacion del ADN, rotura de cadenas por dafio oxidativo = reorganizacion de los cromosomas y
delecciones, translocacion de bases, amplificacién de genes, mutaciones puntuales... y ademas, sufrird
mayor numero de errores en la replicacion del ADN: Mutaciones en la enzima ADN polimerasa, fallos

en la enzima recombinasa, alteracion en los telomeros, fallos en las topoisomerasas 1 y I1.

El mantenimiento de los teldmeros, secuencias que constituyen los extremos de los
cromosomas, parece ser un factor importante en la formacion de la mayoria de los tumores (Harley et
al., 1994; DePinho, 2000; Hahn, 2001). Este hecho es un requisito para que las células proliferen de
forma indefinida. La enzima encargada de extender los teldémeros es la telomerasa, cuya expresion esta
inhibida en la mayoria de las células normales y que se reactivan en las células tumorales (Kim et al.,
1994; Bryan et al., 1997), que tiene por objetivo extender los telomeros evitando la sucesiva reduccion

de los cromosomas y la consecuente pérdida de informacién genética.

-2. Transformacion de célula con daiio en el ADN a célula mutada.

a) Fallos en la reparacion del ADN

Ademas, la célula también puede sufrir alteraciones en los sistemas enzimaticos encargados de
la reparacion del ADN, como la enzima alquildeoxiguanina-DNA alquiltransferasa, que repara los

dafios de alquilacion de O°-deoxiguanosina, mutaciones en las topoisomerasas.
b) Evasion de la apoptosis.

En condiciones normales, las células que sufren dafio en el ADN, si no es reparado por los
sistemas enzimaticos, cae en la apoptosis (muerte celular programada). Este proceso esta activado por
diferentes factores, como radiaciones, radicales libres...y regulado por los genes supresores, destacando
p53. En células normales, la proteina p53 codificada a partir de este gen, es responsable de detener de
forma temporal, el ciclo celular hasta que el dafio es reparado. Si esto no sucede, p53 conduce a la
célula hacia la apoptosis (Jacks y Weinberg 1996; Levine, 1997; Lowe, 1999). Las células que hayan
sufrido mutaciones en este gen, sufriran alteraciones en la proteina p53, y, por tanto, evadiran la

apoptosis, convirtiéndose en inmortales con dafios no reparados en el ADN.
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-3. Transformacion de una célula mutada a célula tumoral.

Una sola mutacion no conlleva a que una célula se transforme en tumoral. Para que asi sea, han
de acumularse multiples mutaciones (que es el dafio en el ADN que se ha propagado, mediante la
divisién celular, a la célula hija) Los carcindgenos, por tanto, van a seguir actuando a este nivel,
originando mas dafios genéticos. Las células pueden sufrir mutaciones en genes reguladores de la
proliferacion celular, haciendo que la célula siga su ciclo celular de forma independiente a las sefiales y

enzimas reguladoras.
a) Capacidad para generar las propias sefiales mitégenas.

La proliferaciéon de las células normales depende de la presencia de factores de crecimiento en

el medio; en ausencia de éstos, las células no

proliferan. Sin embargo, las células tumorales, @
no dependen de estos estimulos externos, sino Célula
. . . d:
que se hacen independientes mediante la mugada
activacion de oncogenes que generan sus Apoptosis GENES SUPRESORES
Senescencia

propias sefiales mutagénicas (Hunter, 1991,

McCormick, 1999).

Mutaciones en

PROTOONCOGENES
Los oncogenes son genes encargados
de la  regulacion del  crecimiento T
(protooncogenes)  mutados  (Bishop 'y
Weinberg 1996). Entre ellos, destacan myc y -
PROLIFERACION
CELULAR

Ras (detectindose en una elevada prevalencia

en diferentes tipos de tumores). De esta

forma, uniéndolo a que los genes supresores

Célula
tumoral

de tumores y la apoptosis estan inhibidos, las

c¢lulas mutadas van a proliferar de manera incontrolada.

Ademas, hay moléculas, como es el caso de los estrogenos, que no van a afectar al ADN de
forma directa, sino que, van a activar, de forma indirecta, a mecanismos de proliferacion celular. Los
estrogenos son una familia de moléculas relacionadas entre si (esteroides) que afectan al crecimiento,
diferenciacion y desarrollo de los tejidos reproductores, incluyendo utero, vagina, glandulas mamarias
en mujeres y testiculos, epididimo y prostata en hombre, y que ejercen su efecto mediante la union de

receptores estrogénicos, que residen en el ntcleo de la célula.
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En ausencia de estrégenos, estos receptores estan inactivos y no ejercen influencia sobre el
ADN. Pero, cuando una molécula estrogénica llega a la célula, se une al receptor, que se localiza en el
nicleo, activindose mas genes involucrados en procesos de crecimiento y proliferacion celular
(Enmark y Gustafsson 1999; Osborne et al., 2000; Klinge, 2000; Ali y Coombes 2002).

Los efectos que desencadenan los

. ) ESTROGENOS
estrogenos van a ser beneficiosos por un

lado, al programar al tejido mamario y (

utero para la reproduccion sexual,

controlar la produccién de colesterol, o

Reproduccion
preservar la fortaleza 6sea, por lo que se i

0
colesterol
Fortaleza 0sea

para prevenir y tratar los sintomas pos- [ l

utilizan en clinica como terapia hormonal,

menopausicos y el control de la ovulacion

y natalidad.

Pero, también estos efectos pueden ser dafiinos, al tener, como efecto principal, el originar
crecimiento y division celular, estimulando la proliferacion celular sobre todo, en mama y endometrio.
Ademas, se ha visto que los estrogenos pueden estimular la proliferacion de las células mutadas,
aumentando la poblacion de células tumorales, asi como que las células, expuestas a estrogenos, son
mas vulnerables a mutaciones espontaneas, considerandose entonces a los estrogenos también como
“iniciadores” del tumor. Ademas, se ha detectado que en determinados tipos de tumores, se ha activado

la enzima aromatasa, que sintetiza mas estrogenos a partir de androgenos.

-4. Transformacion de célula tumoral a cancerigena: Invasiéon v metastasis.

Los tumores malignos se caracterizan por ser invasivos y producir metastasis a distancia del
tumor primitivo. La expansion del tumor y diseminacion a lugares distantes requiere de la secrecion de
enzimas destructivas que degraden la matriz extracelular, como proteasas (urokinasas, cathepsinas, y
metaloproteinasas) (MMP), colagenasas, estromelisinas, gelatinasas. Estas enzimas pueden a su vez

activarse por otras sefiales celulares.
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-5. Formacion del tumor solido a partir de células cancerigenas: Angiogénesis.

Los tumores necesitan oxigeno y nutrientes. Los tumores incipientes no pueden crecer mas de
2-3 mm, a menos que puedan acceder al sistema circulatorio (Folkman, 1992; Hanahan y Folkman
1996). Esto, lo consiguen mediante su capacidad para liberar sefiales angiogénicas, que atraen y
estimulan a las células endoteliales, que conlleva a la construccion de capilares en la masa tumoral, que
van a conectar directamente con el sistema circulatorio, proporcionando los nutrientes y el oxigeno

necesario para el tumor, y facilitando la eliminacion de sus metabolitos.

Todos los tumores sdlidos consiguen la apoptosis secretando factores proangiogénicos,
principalmente, el factor de crecimiento endotelial o factor de crecimiento de fibroblastos, y mediante
la disminucidn de la expresion de las proteinas antiangiogénicas, como trombospondina-1 (Hanahan y
Folkman 1996; Fidler et al.,, 2000). Sin embargo este proceso es mucho mas complejo, ¢ implica un

amplio nimero de proteinas, aiin por conocer.
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Membrana Estimulo: TPA, TNF-q....

1 LI
prasiiidauca

Citoplasma

Nucleo

TRANSFORMACION A
CELULA TUMORAL
ANGIOGENESIS
INVASION

Figura 5 : Ejemplo de algunos de los posibles mecanismos moleculares implicados en la transformacion
de una célula tumoral por accion de carcinégenos y ROS
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QUIMIOPREVENCION

En términos generales, podriamos decir que la quimioprevencion es el uso de agentes para
disminuir la progresion, revertir o inhibir el proceso de carcinogénesis, esto es, para disminuir el riesgo
de desarrollo de enfermedad invasiva o clinicamente significativa (Kelloff, 1999). Los pioneros de esta
idea, durante los 60 y 70 fueron el Dr. Wattenberg y colaboradores, como el Dr. Kelloff, que
introdujeron este nuevo concepto debido a que, a pesar de la radio y quimioterapia y las intervenciones,
la incidencia y la morbilidad de céncer se incrementaba anualmente. Ellos demostraron que, algunos
compuestos, especialmente aquellos relacionados con frutas y verduras, podian inhibir la induccion de
tumores por agentes carcinogénicos en animales, creando el término “quimioprofilaxis” de la
carcinogénesis, Wattenberg, en 1966 ya clasifico los agentes que podrian ser utiles para la inhibicién

de la carcinogénesis (Wattenberg, 1966):

o Compuestos que inducen un incremento en los sistemas de detoxificacion de carcinégenos
(hidrocarbonos policiclicos, grupos azo y aminas aromaticas). Estos compuestos pueden

ser: fenotiacina y derivados, flavonas, isoflavonas, 2-fenil benzotiazol...

» Compuestos con estructuras similares a los carcindgenos y pueden originar inhibicién de la

carcinogénesis por procesos competitivos.

o Compuestos que inhiben la fase de iniciacion de carcinogénesis. (inhibicion de sintesis de

ADN y ARN).
o Compuestos anticarcinogénicos de mecanismo desconocido.

Mas tarde, el Dr. Kelloff y colaboradores definirian la quimioprevencion como la intervencion
con agentes especificos para prevenir, inhibir o revertir la carcinogénesis antes de la malignidad. Dr
Sporn, en 1976, acuii6 el término “quimioprevencion” para redefinir este hecho, considerandola como
la disciplina en oncologia que contempla el uso de farmacos, sustancias bioldgicas o nutrientes para
inhibir, disminuir o revertir la carcinogénesis, y que pueden ser aplicados en cualquier momento del
proceso carcinogénico antes de que decaiga en una enfermedad invasiva. Para Sharma, incluye el
tratamiento a pacientes que han superado con éxito el tratamiento de un tumor maligno primario pero

que estan con riesgo de un segundo.

Como podemos apreciar, todos los autores coinciden en el empleo de sustancias para revertir la
carcinogénesis. Lo que les diferencia es en la delimitacion entre cuando una sustancia deja de ser
quimiopreventiva a pasar a terapéutica, pero lo que si tienen en comun es la necesidad de conocer los

procesos de carcinogénesis para buscar formas de evitarla.
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En la década 1970-80, el NCI (Instituto Nacional del Cancer) cred el “Laboratorio de
Quimioprevencion”, que se volco a investigar los retinoides. En 1982, debido a los prometedores
resultados obtenidos, se establecid un “Programa de Quimioprevencioén”, por esta misma institucion,
para identificar y evaluar la eficacia de micronutrientes, compuestos naturales y farmacos, capaces de

reducir la incidencia de cancer.

El desarrollo y practica de la quimioprevencion, requiere una base cientifica multidisciplinar,
en la que se pueden incluir la Biologia Molecular y Celular, Genética, Carcinogénesis experimental,
que pueden explicar los potenciales mecanismos de quimioprevencion, Patologia, que describira los
cambios fenotipicos, que marcara la progresion del cancer y que definiran puntos de lesiones
precancerosas donde podran actuar agentes quimiopreventivos, Epidemiologia, Farmacologia,
Toxicologia, Quimica y Medicina. El NCI ha agrupado estas ciencias en dos bloques, el primero
comprende los resultados epidemiologicos y el segundo, la investigacion basica en el laboratorio, para

desarrollar agentes candidatos y emplearlos en ensayos clinicos humanos.

Si analizamos brevemente las dos fuentes de este programa, vemos que, por un lado, la
epidemiologia proporciona evidencias, y orienta de cudles podrian ser los agentes quimiopreventivos
que se encuentran de forma natural en la dieta. Asi se ha visto que los habitos dietéticos y el consumo
de tabaco y otros factores ambientales pueden ser responsables del 70 % de las muertes por cancer. Por
ejemplo, se han verificado algunas hipétesis como que ciertos factores dietéticos pueden afectar a la
incidencia de un determinado tipo de cancer en una poblacion y a una edad. Ademas, se ha encontrado
que en determinados grupos poblacionales que migran a un nuevo pais, con diferentes habitos
dietéticos, pueden igualarse en la incidencia al tipo de cancer tipico de ese pais. Entre los alimentos que
destacan como quimiopreventivos se incluyen, col, brdocoli, ajo, cebolla, jengibre, gingseng, citricos,

romero, pimiento, soja...

En cuanto a la segunda fuente, los estudios en laboratorios de investigacion, estan revelando
que hay cientos de productos naturales que pueden mostrar actividad quimiopreventiva, destacando,
cumarinas, fenoles, indoles, isotiocianatos aromaticos, bencenos alquenoles, flavonas metiladas,
esteroles, sales de selenio, o inhibidores de proteasas, entre otros. Para obtener resultados homogéneos
en los diferentes laboratorios, el Programa de Quimioprevencion del NCI recomendd una serie de

técnicas.

Antes de profundizar mas en el tema, es importante saber diferenciar el concepto de
quimioprevencion del de prevencidon primaria, (en el que se incluyen medidas como evitar el consumo

de tabaco, habitos de vida...), y de quimioterapia (tratamiento administrado una vez que se diagnostica
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el cancer), aunque la divisién entre quimioprevencion y este ultimo es dificil, ya que hay compuestos

que poseen ambas propiedades, prevenir y tratar el cancer.
Actualmente, algunos autores dividen la quimioprevencion en tres grupos:
1- Prevencion primaria: Prevencion de la iniciacion del cancer en individuos sanos.

2- Prevencion secundaria: Prevencion de formacion de céncer en pacientes en

condiciones de tumores premalignos.

3- Prevencion terciaria: Prevencion de la aparicion de un cancer secundario en un

cancer tratado previamente.

Pero, no toda la comunidad cientifica esta de acuerdo con esta rama de la oncologia, ya que por
ejemplo, en los estudios epidemiologicos, puede que la informacion recogida no sea completa, o que
existan interacciones entre diferentes componentes de la dieta, y ademas, como el desarrollo de los
tumores puede llevar afios, no se sabe qué periodo de observacion es el mas relevante para llevar a
cabo estos estudios. Otros defienden que existen fallos, ya que el paciente se considera “saludable”
hasta que le diagnostica la enfermedad. El fallo a la hora de reconocer los riesgos en las primeras
etapas desencadena errores para adoptar medidas preventivas, y por otro lado, un agente preventivo

deberia estar libre de efectos secundarios (Greenwald et al., 1990).

Los agentes quimiopreventivos modulan el riesgo de cancer a los niveles moleculares,
celulares, tisulares y clinicos. Los mecanismos de estos agentes estdn definidos por las actividades
estudiadas en los niveles molecular y celular, mientras que la eficacia se evaltia a niveles tisulares y

clinicos.
Segun el NCI, las estrategias para la quimioprevencion, han de cumplir:

Inhibicién de carcinégenos

Intervencion en personas con riesgo genético

- Tratamiento de lesiones precancerosas

Confirmacion y translacion desde la epidemiologia en estrategias.

A medida que se ha ido avanzando en el conocimiento de la carcinogénesis, se han podido
clasificar de forma mas detallada los agentes y las dianas moleculares a las que afecta. Wattenberg los
clasifica en dos grandes categorias, bloqueantes, que inhiben la iniciacion de la carcinogénesis, bien

inhibiendo la formacion de carcinogenos, bien previniendo que €stos interaccionen con moléculas
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celulares, como ADN, ARN o proteinas, y supresores, que inhiben la expresion maligna de las células

dafiadas, bien en la etapa de promocion o progresion (Kelloff et al., 1997).

Hay que sefalar que, todos estos grupos no son excluyentes, es decir, las actividades no son

independientes, sino que estan interrelacionadas y superpuestas.
Para evaluar la eficacia potencial de agentes quimiopreventivos, se miden diversos parametros:
« Numero de actividades farmacoldgicas relacionadas con la quimioprevencion.
o Impacto de agentes en las rutas carcinogénicoas
e Farmacodinamia del compuesto.

e Especificidad por la actividad quimiopreventiva comparada con interferencias con la

funcién normal celular.

Estas sustancias quimiopreventivos estan planteandose en oncologia como coadyuvantes a las
terapias clésicas, como radio y quimioterapia, al poder mejorar la eficacia terapéutica, al ser mas
selectivos (al actuar frente a dianas terapéuticas especificas) y menos téxicos (interacciona

preferentemente a células tumorales frente a normales).

La clave para que la busqueda de estos compuestos radica en que potencien los sistemas
endogenos de defensas de la carcinogénesis, o que disminuyan los ROS que contribuyen a ella,

reestableciéndose el equilibrio, sin que se genere una sobreestimulacion o inhibicion completa.

A continuacién, mostramos los posibles mecanismos de accidon que pueden poseer las

sustancias quimiopreventivas, refiriéndonos posteriormente, a los compuestos mas estudiados.
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-1. Transformacion célula normal a célula con dafo en el ADN.

El dafio indirecto en el ADN puede prevenirse mediante la inhibicion de la formacion de las
sustancias que interaccionan con el ADN: Bloqueo de los carcinogenos, detoxificacion de los
procarcinégenos mediante la activacion de enzimas de fase II, (glutation-S-transferasa (GST), UDP-
glucuronosil transferasa o quinona reductasa), inhibicion de la activacion de carcindgenos por enzimas
(COX, LOX, citocromo P-450), inhibicion de los procesos enddgenos que forman radicales libres
(COX, LOX, XO). Por otra parte, también se puede evitar el dafio en el ADN mediante la inhibicion de
la interaccion del carcinégeno con el ADN, mediante el bloqueo o captura de las sustancias que
interaccionan con el ADN, estimulando los sistemas antirradicalarios endogenos, o mediante la

detoxificacion de carcindgenos mediante inducicion de enzimas de fase I1.

Célula
normal

Activacion
(COX; LOX, p-450...)

Célula con
ADN daiiado

a) Antioxidantes.

Una definicion amplia de antioxidante, podria ser, cualquier sustancia, que, a bajas
concentraciones, retrasa o previene la oxidacion de un sustrato (Halliwell, 1990; 1995). Los

mecanismos basicos por los que un compuesto muestra actividad antioxidante son:
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-Actividad antirradicalaria: Se basan en una reaccion de 6xido-reduccion (redox), entre el
antioxidante, que dona un electron a un radical libre (Cadenas, 1997). Durante el transcurso de esta
transferencia, el antioxidante se convierte en un radical. Los compuestos con esta actividad, podran
reaccionar con sustancias electrofilicas y ROS neutralizandolos, evitando que interaccionen

posteriormente con el ADN.
-Inhibicidén de la peroxidacion lipidica.

-Quelacion de metales de transicion: Los metales de transicion, como hierro o cobre, son
cofactores esenciales para diferentes enzimas involucradas en el metabolismo del oxigeno. Cuando
estos iones estdn presentes en estado libre, pueden catalizar reacciones radicalarias (Halliwell y
Gutteridge 1990). Por tanto, agentes que quelen a estos metales, puede hacer disminuir estos efectos

biologicos.

-Activacion de enzimas detoxificantes, al favorecer la eliminacion de sustancias

carcinogénicas.

-Inhibicion de enzimas metabolicas de fase I, previniendo la activacion de procarcindgenos

hacia carcinégenos y generacion de nuevos radicales libres.

-Inhibiciéon de enzimas involucradas en otros procesos biologicos: Los ROS son producidos
por enzimas, como xantina oxidasa, aldehido oxidasa, y otras enzimas metabolizadoras del acido

araquidonico, por tanto, la inhibicion de éstos conduciran a una disminucioén de la produccion de ROS.
-Inhibicidén de la interaccion ROS-diana bioldgica (ADN, proteinas).

Numerosos datos epidemiologicos y preclinicos muestran la asociacion entre las sustancias de
la dieta, como té, especias como circuma, jengibre..., cruciferas, alimentos ricos en flavonoides..., y la

disminucion de riesgo o incidencia de cancer.

El selenio inhibe la fase de promocién de carcinogénesis de mama y la fase de iniciacion de
carcinogénesis de colon, aunque el efecto inhibitorio es reversible, y las dosis quimiopreventivas se
aproximan a las dosis toxicas, proporcionando actividad antioxidante. Se ha visto que la combinacion

de selenio con vitamina E es mas eficaz.

Por otra parte, la vitamina E es una vitamina liposoluble, considerada como un nutriente
esencial para animales superiores, debido a su funciéon como principal antioxidante en las membranas
celulares, al reaccionar con diferentes ROS, previniendo de la peroxidacion de los lipidos de

membrana. El a-tocoferol inhibe la tumorigénesis en la cavidad oral, piel, mama, higado, colon e
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intestino delgado en animales. Los efectos quimiopreventivos no so6lo se deben a su accion
antioxidante, sino también a la estimulacion del sistema inmunolégico, la induccién de diferenciacion
celular, inhibicion de la metabolizacion del acido araquidonico (AA), de formacion de carcindgenos,

como nitrosamina...

Por otro lado, datos epidemiologicos sugieren un efecto protector del te verde o fermentado
frente a cancer de mama, colon, recto, vejiga, higado, pulmén, nasofaringe, pancreas, estobmago y
utero, debido a la gran capacidad antioxidante que posee los polifenoles que posee como epicatequina,

galato de epicatequina, epigalocatequina, epigalocatequin galato (EGCG) (Kelloff, 1999).
Ademas, se han detectado bajos niveles de antioxidantes en pacientes con cancer gastrico.

Para la deteccidon y caracterizacion de compuestos con actividad antioxidante hay diversas
técnicas, como la determinacion de la actividad antirradicalaria (frente al radical DPPH, entre otros), el
ensayo de la inhibicion de la peroxidacion lipidica mediante la técnica del acido tiobarbiturico (TBA),

o la determinacion de las actividades enzimaticas (XO, COX...) entre otras.
b) Inductores de enzimas de fase I1

La desactivacion de carcindgenos y detoxificacion es uno de los mecanismos mas importantes
de la inhibicion de carcinogénesis, por tanto, incrementar esta detoxificacion puede ser una importante

estrategia para la quimioprevencion.

Nuestro organismo tiene dos rutas metabolicas para la eliminaciéon de sustancias endo y

exdgenas:

A) Introduccion o exposicion de grupos polares en compuestos xenobidticos via fase |
del metabolismo, que estd regido por oxidasas microsomiales. En muchos casos,

estos grupos polares se convierten en sustratos para conjugacion.

B) Via fase II metabdlica, enzimas responsables para la conjugacion y formacion de

glucurénidos, conjugados con GSH y sulfatos.

Los inductores enzimaticos, se han clasificado en dos grupos: inductores monfuncionales, que
incrementan solo los niveles de enzimas de fase II, como difenoles, tiocarbamatos, isotiocianatos, 1,2-
ditioles e inductores bifuncionales, que inducen el aumento de las enzimas metabdlicas de fase I y II,
como los compuestos aromaticos planares (Prochaska y Talalay 1988; Talalay, 1992; Talalay et al.,
1995). Aunque la induccion de enzimas de fase I se requiere para la completa detoxificacion de

diferentes compuestos por sucesiva accion de las enzimas de fase II, la induccion de las primeras es un
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factor potencial de riesgo de cancer al poder estimular la transformacion de sustancias

procarcinogénicas a carcinogénicas (Williams, 1967; Yang et al., 1994).

Entre las enzimas de fase II se encuentran: Glutation-S-Transferasa (GST), que cataliza la
conjugacion de electrofilos (agentes carcinogénicos, como hidrocarburos aromaticos policiclicos) con
glutation (GSH); Glutation Peroxidasa (GSH-Px) que reduce peroxido de hidrégeno e hidroperdxidos
organicos; Quinona Reductasa (QR) y UDP-glucuroniltransferasa; y como enzimas de fase I, destacan

las oxidasas microsomales, como el sistema citocromo P-450.

De todas estas enzimas de fase II, una de las mas estudiadas es la Quinona Reductasa, y
ademas, el ensayo de la induccion de su actividad por posibles sustancias quimiopreventivas ha sido
seleccionado dentro de los protocolos del NCI, en células de raton Hepa 1clc7, debido a que es una
enzima ampliamente distribuida, es facilmente medible y produce una elevada respuesta al ser
inducible. Ademas se han desarrollado mutantes de esta linea celular deficientes en la actividad

citocromo P450 para diferenciar las sustancias inductoras monofuncionales de las bifuncionales.

Esta enzima, Quinona Reductasa [(NAD(P)H: quinona oxido-
reductasa], también denominada como DT diaforasa, es una enzima
homodimérica del grupo de las flavoproteinas, que cataliza reducciones de
dos electrones dependientes de NAD(P)H de quinonas, ortoquinonas,

quinoneiminas, grupos azo y nitro y sucesiva glucuronidacion, mediante la

donacion de un electron : NADPH + Quinona = NADP" + Semiquinona

(Talalay y Benson 1982; Li et al., 1995).

La induccion de QR protege frente a los efectos toxicos y neoplasicos de quinonas, ya que al
reducirlas, se evita que reaccionen moléculas celulares nucleofilicas y grupos sulfidrilo. Ademéas, QR
activa importantes quinonas quimioterapéuticas, como mitomicinas o aziridilbenzoquinonas. Y como
debido a que en algunos tumores hay elevados niveles de QR, estas células son mas susceptibles que

las normales al tratamiento con quimioterapéuticos.

Han sido ampliamente estudiadas las propiedades cataliticas (Hosoda et al., 1974; Ernster et
al., 1987b; Prochaska, 1988), fisiologicas (Ernster et al., 1987a) y su regulacion transcripcional
(Favreau y Pickett 1993; Jaiswal, 1994) de esta enzima.

Ademas, como desventaja, se ha visto que dicumarol, warfarina y otros anticoagulantes orales

pueden inhibir a QR.
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¢) Inhibidores de la metabolizacion del dcido araquidonico (antiinflamatorios) e inhibidores de

iNOS.

La inhibiciéon de las rutas COX y LOX estan implicadas en la quimioprevencion. La
acumulacién de AA, conduce al incremento de la produccién de ceramidas y apoptosis. A su vez, la

acumulacién de AA puede ser debida a la inhibicion de COX, LOX o activacion de fosfolipasas.

Debido a que los metabolitos del AA pueden influir en la carcinogénesis, podemos detener este

proceso mediante diferentes mecanismos:
¢ En la formacion de PGGs,, inhibiendo COX.
o Inhibiendo la actividad peroxidasa.

Los AINE son farmacos que van a inhibir la enzima COX, y se les han atribuido diversas

actividades quimiopreventivas como:
« Captura de ROS involucrados en la iniciacién o promocion del tumor.

e Prevencion de la activacion de procarcinégenos mediante la inhibicion de

monooxigenasas citocromo P450.

e Inhibicién de la promociéon de tumores mediante la inhibicion de la induccion de

ornitina descarboxilasa (ODC).

e Reduccion de la tumorigénesis mediante la modulacion de la respuesta inmunologica,
ya que pueden ralentizar el crecimiento del tumor en las primeras etapas atenuando la

supresion inmune que origina PGE,, al inhibirse su sintesis.

El problema del uso cronico de AINES radica en sus efectos secundarios, al reducirse los
niveles de PGE;, generando molestias gastrointestinales, tlceras o hemorragias, ya que se pierde la
secrecion del mucus protector del tracto gastrointestinal. Una solucion para evitarlo, son los farmacos
inhibidores selectivos de COX-2, de tipo esteroidico o no esteroidico. Los primeros, también
denominados glucocorticoides, inhiben tanto COX-2 como PLA, sin afectar a COX-1, muestran ser los
mas eficaces antiinflamatorios, pero poseen serios efectos adversos por su actividad glicogénica. Los
segundos, son AINE inhibidores selectivos de COX-2,que parecen que disminuyen los efectos

secundarios de los AINE no selectivos.

En los pasados 10 afios, se han utilizado inhibidores especificos de LOX para el tratamiento del

asma, colitis ulcerosa, artritis y psoriasis.

Los efectos quimiopreventivos de la inhibicion de LOX son:
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e Reduccidn de la proliferacion celular.
e Incremento de la apoptosis.
» Restauracion de la regulacion del crecimiento en las células.

Los inhibidores del 6xido nitrico pueden actuar bien mediante captura directa de NO o bien,
mediante inhibicion de la enzima 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS). Estos tltimos tienen diversos

efectos sobre la carcinogénesis:
e Pueden reducir la frecuencia de mutaciones.
o Incrementan la apoptosis.

e Reducen la metastasis, permeabilidad vascular y flujo de sangre al tumor.

Se han descrito numerosas sustancias de origen natural que inducen la apoptosis, mediante
diferentes mecanismos, como, mediante la inducciéon de las caspasas, o la inhibicion de la
metabolizacion del acido araquidonico. Ademas, también se han encontrado moléculas capaces de

inhibir las telomerasas activas en las células tumorales.

-3. Transformacion de célula mutada a célula tumoral.

En esta etapa, una de las dianas es el bloqueo de la transmision de sefiales mitdgenas al nucleo,
induciendo, por tanto, la parada del ciclo celular en fase G, y desencadendndose un incremento de la
apoptosis. Entre los diferentes mecanismos y moléculas que lo consiguen, destacamos los inhibidores

de receptores estrogénicos y androgénicos, y la induccion de la diferenciacion celular.
a) Inhibidores de receptores estrogénicos y androgénicos y otros moduladores hormonales.

Los moduladores hormonales pueden actuar bien por interaccion con los receptores

hormonales o bien por inhibicion de la enzimas que sintetizan hormonas, como 5-a-aromatasa.

Se han descubierto moléculas que bloquean los receptores estrogénicos en determinados
tejidos, mientras que mimetizan la accion de los estrogenos en otros. Esta selectividad se debe a la
diferencia de receptores estrogénicos que se encuentran en los tejidos, tal y como se menciono
anteriormente. A estos farmacos se les denominan “moduladores selectivos de receptores estrogénicos,

o SERM?”, porque, ellos, selectivamente, estimulan o inhiben los receptores estrogénicos.
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Este es el caso de tamoxifeno, que actia

. , Estrogeno @
como antagonista de estrégenos en la mama y T Unién del

coactivador

agonistas en el sistema cardiovascular y en huesos, Receptor de

estrogenos
previniendo la hipercolesterolemia y osteoporosis. Activacion
) i . . Union al ADN de genes
Tamoxifeno, no es so6lo 1til para el tratamiento del
cancer de mama, sino también en su profilaxis, al
reducir el riesgo de cancer de mama en mujeres de
alto riesgo. Ademas, la identificacion de estos o
Antiestrogeno —
receptores en la prostata, conducen a pensar que los & [ Nouniondel
y /” [~ %, . coactivador
moduladores hormonales también puedan ser 5:;2';2::6 _A\ \
L. i te 6 2/ No activacion
quimiopreventivos en este 6rgano. Union al ADN de genes
La desventaja de tamoxifeno es que 4
. >

mimetiza los efectos de los estrogenos en el utero, B

estimulando la proliferaciéon uterina, y, por tanto, pudiendo ser riesgo potencial para cancer de ttero.

Actualmente, en clinica, los antiestrogenos se estdn utilizando como tratamiento en
determinados tumores de mama y prostata. El reino vegetal es rico en “fitoestrogenos”, compuestos
naturales que mimetizan las acciones hormonales de los estrogenos, como los lignanos e isoflavonas

(genisteina o daizina).

En investigacion se han disefiado diferentes técnicas en busqueda de moléculas con esta
actividad moduladora de estrogenos, destacamos, el ensayo con células de Ishikawa o el estudio de la

union a receptores estrogénicos.

b) Interaccion con receptores retinoicos (RAR y RXR) y otros inductores de la diferenciacion

celular.

Cabe una mencién especial mencionar el efecto quimiopreventivo de los retinoides, no sélo por
sus consecuencias historicas (al ser uno de los primeros grupos en ser estudiados a nivel de

quimioprevencion), sino también porque ya se estan utilizando en clinica.

La vitamina A, incluyendo retinol y sus ésteres con acidos grasos, 3,4-dihidro-retinol y retinal,
denominados como retinoides, son necesarios para el crecimiento y el desarrollo de los huesos, vision,
reproduccion, diferenciacion del tejido epitelial, integridad del sistema inmunitario, sintesis de

mucopolisacarido, colesterol y metabolismo de hidroxiesteroides.
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Los retinoides deben su actividad quimiopreventiva a que interaccionan con receptores
retinoicos (grupo de receptores hormonales y esteroidicos) RAR (a,B, y v) y RXR (o,B, vy 7) ,

modificando la transcripcidon de genes, que conllevaran al cambio de expresion de proteinas como:
e Modulacion de sefiales intercelulares, como conexina.
e Modulacion de sefiales intracelulares, PKC, ODC

o Expresion de factores de crecimiento, receptor de factor de crecimiento y

oncogenes.
e Modulaciéon de hormonas, como progesterona y respuesta inmunologica.

e Alteracion de la matriz extracelular (colageno, angiogénesis) y enzimas

proteoliticas.
e Inhibicién de la replicacion de virus.

Estudios epidemiologicos relacionan bajos niveles de vitamina y provitamina A y desarrollo de

cancer de pulmon, cérvix, ovario, eséfago, laringe, cavidad oral y nasofaringea.

Se ha descubierto una actividad importante del acido retinoico en el campo de la
quimioprevencion y terapéutica del cancer, al inducir la diferenciacion de células hematopoyéticas,
siendo util en el tratamiento de diferentes leucemias. Tiene diferentes efectos en las células sanguineas
en funcion de su estado de maduracidn, previniendo o retrasando la diferenciacion de los precursores
hematopoyéticos, mientras que activa la diferenciacion terminal de las células madre de granulocitos y
monocitos. También se han encontrado que la vitamina D y andlogos ejercen el mismo efecto en
células hematopoyéticas, abriéndose un nuevo campo de investigacion en la busqueda de sustancias

que induzcan la diferenciacion de las células tumorales.

-4. Transformacion de célula tumoral a célula cancerigena y formacioén del tumor.

Inhibidores de la angigénesis y metdstasis.

Hay diferentes mecanismos por los que un compuesto puede inhibir la metastasis y
angiogénesis. Destacan, los inhibidores de enzimas tirosin-kinasas, de la trombomodulina, de la
degradacion de membranas (como, inhibidores de la colagenasa tipo IV), o estimulantes de la

cominucacion intracelular (inductores de la conexina 43).
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Mediante todos estos mecanismos anteriormente citados, se han identificado mas de 600
compuestos de origen natural y derivados sintéticos con propiedades quimiopreventivas, y algunos
estan bajo ensayos clinicos., como: Homoharringotina, compuesto de origen alcaloidico, con estructura
similar a cefalotaxina, que muestra actividad antileucémica en fase I en combinacion con citarabina en
leucemia mielogena aguda; Pancratistatina (alcaloide); Phillantosido (glicdsido sesquiterpeno) e
ipomeanol (furanoide); Steganacina y steganangina, lignanos octadienos, son antileucémicos; Acido 3-
epimasticadienolico, que inhibe la enzima 5-o reductasa, los polifenoles del té verde; Curcumina;
Genisteina; Indol-3-carbinol; Alcohol perillilo; Fenetil isotiocianato; combrestatinas, aisladas de un
arbusto africano, Combretum caffrum, destacando Combrestatina A-4, que muestra selectiva
citotoxicidad frente a células endoteliales y que en ensayos de fase I, la combinacién con cisplatino,
hace que disminuya su efecto secundario y aumente su eficacia. En fase II y III hay inhibidores de la

angigénesis, como fumagillina, y un derivado semisintético, TNP-470.

A continuacion resumimos las sustancias mas relevantes y algunas de sus dianas en el proceso
de carcinogénesis (Greenwald et al, 1990; Sharma et al., 1994; Kelloff et al., 1997; Kelloff, 1999;
Mann, 2002):

Diana Sustancia quimiopreventiva
Formacion de precursores carcinogénicos Vitamina C, fibra
Formacién y activacion de carcindgenos. Fenoles, flavonas. 4cido eldgico,
Activacion de enzimas detoxificantes isotiocianatos aromaticos, dialildisulfuro,

antioxidantes, glutation, S,0;, bencil
isotiocianato, biochanina A, gingerol,

capsaicina
Unién carcinégeno-ADN Detoxificacion por isotiocianatos
aromaticos, glutation, S,03, carnosol
Apoptosis Auraptano, indol-3-carbinol, capsaicina
Formacion de sefiales mitdgenas, inmortalidad y | B-caroteno,  retinoides,  tamoxifeno,
evolucion del tumor DHEA, terpenos, inhibidores de PG y

proteasas, Ca**, nerolidal, fenoles,
flavonas, taninos, curcumina, acido
glicirrético, glucaratos, limoneno,
brusatol, gingerol
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1II. Material y métodos.

III.1. MUESTRAS

Las muestras constituidas por las hojas de Plantago afira L., P. bellardii All., P. coronopus L.,
P. lagopus L., P. lancelolata L.y P. serraria L. se recolectaron en Don Benito (Badajoz), en el mes de
Abril (periodo de floracion). Confirm¢ la identidad del material el Dr. A. Aparicio, del Departamento

de Botanica de la Universidad de Sevilla.

II1.2. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS

Las hojas secas y troceadas se sometieron a extraccion continua en Soxhlet a temperatura

controlada (< 50 °C) con metanol durante 48 h, obteniéndose el correspondiente extracto metanolico.

A continuacion, los extractos metanolicos fueron sometidos a extraccion, en bafio de
ultrasonidos, con n-hexano hasta agotamiento, obteniéndose los correspondientes extractos n-

hexanicos y los extractos metanolicos (agotados con n-hexano) para su posterior estudio.

IIL.3. ENSAYOS FITOQUIMICOS.

II1.3.1. TECNICAS CROMATOGRAFICAS

-Cromatografia en capa fina (CCF).

Material:

= Cubetas cromatograficas de vidrio (Desaga).
= Lampara de luz UV (366 y 254 nm).

= Estufa de desecacion.

= Pulverizador de aire a presion.

= Capilares de vidrio.

-Fases estacionarias:
« Silicagel 60 Fys4 (cromatofolios) (Merck).
-Fases moviles:

« Acido acético: Acido formico: Agua: Acetato de etilo (11:11:27:100) (Wagner ef al., 1984)
= Acetato de etilo: Metanol: Agua (80:1:1; 80:3:3; 80:5:5)

» Butanol: Acido acético: Agua (40:10:50)

= Diclorometano: Acetato de etilo (60:40)
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« n-Hexano: Acetato de etilo (9:1; 8:2; 1:1; 1:9)

-Reveladores:

« Luz U.V. (254 y 366 nm). Detecta: compuestos con dobles enlaces conjugados (Houghton y
Raman 1998).

« Oleum: acido sulfurico/ acido acético glacial/ agua (2:40:8). Exposicion a 120°C durante 5

minutos. Detecta: compuestos organicos, es un reactivo general.

« Tricloruro de aluminio al 2% en etanol. Observacion visible y UV. Detecta: Flavonoides

(Krebs et al., 1969).

« Vainillina: Vainillina etandlica al 1% seguido de pulverizacién con éacido clorhidrico. La
evaluacion puede hacerse en el visible. Detecta: taninos, terpenos y antocianos. (Rios et al.,

1986)

« Reactivo de Trim-Hill: Acido acético glacial, solucion acuosa al 0,2% de sulfato caprico y HCI

conc. (10:1:0,5) se calienta durante 5 min. a 100 °C. Detecta : Iridoides (Trim y Hill 1952).

= Reactivo de Ehrlich: p-dimetilaminobenzaldehido (0,25 g) en 130 mL de H,SO,, en hielo, y se
aflade a 70 mL de agua y se mezcla con 0,2 mL de solucion de cloruro férrico al 5%. Detecta:

Grupos furanicos (Fisher y Orth 1934).

-Cromatografia en columna (CC):

a) Cromatografia solido-liquido de adsorcion en silice.
Material:

» Columnas de vidrio de diversas longitudes y diametros.
» Colector de fracciones LKB 2070 ULTRORAC® II

= Rotavapor.

« Tubos de ensayo de vidrio.

-Fases estacionarias:

« Silicagel 60 (0.063-0.2 mm)
= Silicagel 60 (0.2-0.5 mm)
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-Fases moviles:

= Acetato de etilo: Metanol: Agua ( 80:3:3; 80:5:5; 80:7:5; 80:10:10).
« Metanol R.A.»
« Agua.

b) Cromatografia sélido liquido de adsorcion el silice de fase reversa (C18 Sep-Pak).

Material:
o
« Jeringas de plastico 10 mL.
-Fases estacionarias:
« Cartuchos C18 Sep-Pak (Waters ®)
=

-Fases moviles:

= Agua: Metanol (10:0; 9:1; 8:2; 7:3; 6:4; 1:1; 0:1)

= Acetato de etilo.

Descripcion de la técnica
El procesamiento de la muestra en la extraccion en fase sélida necesita de 4 etapas:

1- Acondicionamiento, para que se obtenga una reproducibilidad en la retencion del metabolito

asi como disminuir las posibles impurezas existentes en la fase estacionaria mediante la elucion.
2- Reemplazar la fase movil por el mismo disolvente en el que esté diluida la muestra.
3- Afadir la muestra en el cartucho, a un flujo controlado.

4- FElucion del analito con pequefios volumenes, primero con un disolvente débil y posteriormente

con uno fuerte para la posterior determinacion. (Poole et al., 2000)

Se utilizaron cartuchos C18 Sep-Pak (Waters), que fueron preacondicionados haciendo pasar
por ellos de forma secuencial, 8 mL de metanol, y 4 mL de agua, bidestilada. Se carga el extracto y se
lava con agua, recogiendo las alicuotas obtenidas. Posteriormente, se eluye con mezclas agua: metanol
a diferentes proporciones, disminuyendo de forma progresiva la polaridad, metanol y por ultimo,

acetato de etilo.

5 R.A.: Reactivo de andlisis.
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¢) Cromatografia sélido-liquido de exclusion molecular.
Material:

» Columnas de vidrio de diversas longitudes y diametros.
- Colector de fracciones LKB 2070 ULTRORAC® 11

+ Rotavapor.

« Bafio ultrasonido.

« Tubos de ensayo de vidrio.

-Fases estacionarias:
= Sephadex LH-20 (Pharmacie)
-Fases moviles:

« Diclorometano: Metanol (1:1)

» Metanol: Agua (80:20; 40:60).

d) Cromatografia liquida de alta resolucion : HPLC en fase reversa
Material

« Filtros de teflon PTFE de 13 mm de diametro y 0,45 pm de tamafio de particula.
« Filtros HV de didmetro y 0,45 um de tamafio de particula (Millipore).
« Jeringas plastico (ImL).

= Bafio de ultrasonidos. Modelo Ultrasonic cleaner.

Sistema de HPLC:

Columna Detector

-Bomba modelo 510 (Waters)
-Bomba modelo 515 (Waters).

Procesador

-Controlador automatico de gradiente
(Waters).

-Detector UV-Vis, modelo Lamda
Max 481 (Waters).

-Registrador e integrador modelo 745 { Vélvula de inyeccién ~ Bomba

Fase movil (eluyente)
(Waters).
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-Fases estacionarias:

» Columna pBondapak Cis (3,9 x 300 mm, tamafio particula:10 pm) (Waters Associates,
Mildford, MA).

-Fases moviles:

= Metanol,calidad HPLC gradiente.
= Agua millipore.

- Acido formico 98% R.A.

« Acido acético glacial R.A.

« Acido nitrico 60%

« Acido ortofosforico 85%

Descripcion de la técnica:

Para inyectar las muestras en el HPLC (10 uL), hay que proceder previamente al procesamiento
de éstas. Para ello, se prepararon extractos disueltos en MeOH y se filtraron utilizando jeringas de 1

mL por filtros de teflon PTFE.

Los patrones fueron obtenidos a partir de los compuestos previamente aislados de diferentes
especies objeto de nuestro estudio y en el caso de aucubina, adquirida en Extrasintesis®. Se disolvieron
en MeOH a la concentracién de 1 mg/mL y se conservaron a —20 °C. La estabilidad de los patrones fue

comprobada durante todo el periodo de analisis.

Las fases moviles utilizadas (agua, metanol, acetonitrilo) fueron filtradas a vacio con filtros HV,
y posteriormente, desgasificadas por ultrasonidos, La fase acuosa fue enriquecida con diferentes acidos

como acético, férmico o fosférico, para optimizar la resolucion de los picos.

Se utilizaron métodos de elucidon en gradiente e isocratica, utilizando una bomba para cada
disolvente, o previa preparacion de la mezcla y empleando una sola bomba, en busqueda de un método

optimo de separacion.
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Para poder interpretar los cromatogramas obtenidos, hay que tener en cuenta los siguientes

parametros:

. . . Absorbancia
-Tiempo de retencidén (tg): Tiempo que el | (UA) 1

soluto permanece en la fase estacionaria.

Es caracteristico de cada molécula.

-to: Tiempo que tarda en eluir un soluto que no _ﬁ

interacciona con la fase estacionaria, o el t tRy
0

tiempo que tarda en eluir la fase movil te-to

-Factor de capacidad, (K): es una medida de la retencion de los compuestos: "

-Selectividad, o retencion relativa (o), es el cociente entre los factores de capacidad de dos
analitos diferentes (K, y K5’). Indica la separacion de dos compuestos adyacentes, pero

sin considerar el solapamiento de las bandas.

-Resolucion, (Rs) indica como estan separadas las bandas de dos compuestos consecutivos.
Debe alcanzar el valor de 1,5. Un valor inferior, indicaria el solapamiento de éstos, y

superior, se esta prolongando de forma innecesaria el tiempo de anélisis.

2 (t-t)
Rs= ——
(W1+ W2)
La identificacion de los compuestos en las muestras se lleva a cabo mediante la comparacion de

sus tg con los obtenidos con los patrones, asi como por el método de la adicidon estandar.

Para la cuantificacion de los compuestos, se representa el area del pico obtenido frente a las
concentraciones de los patrones ensayadas, obteniendo las correspondientes curvas de calibrado
mediante el ajuste por minimos cuadrados, e interpolando en éstas los valores del area proporcionados
por el detector para cada muestra problema. En la curva patron, hay que verificar que el rango de
concentraciones de andlisis sigue una respuesta lineal, es decir, que la respuesta proporcionada por el
detector sea proporcional a la cantidad de analito. Para comprobarlo, se aconseja utilizar test
estadisticos como F-test (test de Fisher) o el test de la significancia del coeficiente cuadratico de
regresion (Miller y Miller 1988) y que la curva esté constituida por 5-8 valores, excluyendo los blancos

(Shah et al., 1992).

En todo método analitico, hay que validar el método elegido. La validacion, en el caso del

analisis con HPLC, comprende el estudiar la estabilidad de los compuestos bajo las condiciones de
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almacenamiento, y determinar la precision, exactitud, sensibilidad, reproducibilidad y la selectividad o

especificidad. (Shah et al., 1992).
Los principios para establecer que un método es valido deben ser:
-Determinar el rango de concentraciones en el que se cumple la linealidad.

-La precision y exactitud se han de calcular tanto inter-dia (se ha considerado que se deben
realizar el mismo analisis 3 dias consecutivos) como intra-dia, es decir, repetir el analisis en el mismo
dia para verificar tanto la precision como la reproducibilidad (Shah et al., 1992). Al menos tres
concentraciones representativas de todo el rango de la curva de calibrado deben ser estudiadas, una,
cerca del limite inferior, otra, del superior y otra, en la zona intermedia de la curva. Se considera que el
método es exacto si la media de los valores obtenidos no sobrepasa mas del 15% de valor real, y

preciso si el coeficiente de variacion es inferior al 15 %.

Los resultados obtenidos deben expresarse como promedio * desviacion estandar (Mz* 9),
desviacion estandar relativa (RSD) o porcentaje de desviacion estandar relativa (%RSD),donde se

admite % RSD por debajo del 1-2% (ICH, 1996)°°.

Por ultimo, también ha de calcularse el limite de deteccion (LOD) (“Limit of detection™), que es
la menor cantidad de analito de una muestra que puede ser detectado con un grado especifico de
certeza, pero no necesariamente cuantificado, y el limite de cuantificaciéon (LOQ), menor cantidad de
analito en una muestra que puede ser cuantitativamente determinada con un grado aceptable de
precision y exactitud (Castillo y Castells 2001). Para ello, Para calcular el LOD y LOQ utilizamos las

recomendaciones de la IUPAC con los parametros obtenidos a partir de la recta de regresion:
LOD =3,3 (a/S)
LOQ=10 (c/S)
S= Pendiente de la recta de calibrado

o= Desviacion estandar de respuesta, que puede ser determinado basandose en la desviacion
estandar del blanco, en la desviacion estandar residual de la linea de regresion o en la desviacion
estandar de la ordenada en el origen de la linea de regresion. En nuestro caso, hemos aplicado el

segundo método, ya que es el que recientemente ha sido recomendado por ICH e IUPAC. Esta

56 . . . ., Lo L T .
ICH: Conferencia Internacional para la armonizacion de requerimientos técnicos para el andlisis de farmacos para el uso
humano.
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desviacion estandar residual de la linea de regresion es proporcionada por diferentes soportes

informaticos como SigmaPlot o Prism.

II1.3.2. TECNICAS COLORIMETRICAS.
a) DETERMINACION DE FENOLES.

Seguimos el método descrito por Folin (Folin y Ciocalteu 1927), empleando el reactivo de

Folin-Ciocalteau fenol.

100 uL de los extractos y patrones previamente disueltos en metanol y filtrados son mezclados
con 7,9 mL de agua y 0,5 mL de reactivo, agitandose.
Transcurridos 1-8 min, se afiade una solucion de | Reactivo

Folin + Na,CO,
carbonato sodico (20%), se agita y tras 1 h (protegido de

A [ 7

la Iuz), se registran las absorbancias en un

Lectura

espectrofotdmetro UV-Vis a A=750 nm. La presencia de —
750 nm

Extractq

fenoles produce un cambio de coloracion del reactivo,

de amarillo a un color azul intenso (Julkunen-Tiitto, 1985).

El contenido de fenoles de cada extracto fue expresado como % (p/p), basandonos en la curva de
calibrado del patron, acido protocatéquico, de ahi que se los resultados se refieran a mg de acido

protocatéquico/g de extracto. También se calcularon los mg de fenoles/g planta desecada.

b) DETERMINACION DE FLAVONOIDES.

El contenido en flavonoides totales se realiz6 mediante la técnica descrita por Lamaison y cols.
(Lamaison y Carnat 1990), que utiliza como reactivo AlCl;, empleando diferentes longitudes de onda y
un lector de placas. Se afiaden por triplicado en una placa de 96 pocillos, 100 pL. de muestras disueltas
en metanol previamente filtradas, y se adiciona el mismo volumen de reactivo (AICl; 2% p/v en
metanol). Tras 10 minutos, se registra la absorbancia a 415 nm en un lector automatico de placas. Los
patrones utilizados fueron rutina y luteolina glucosido aislados de P. bellardii y P. lagopus,
respectivamente, a diferentes concentraciones para obtener las correspondientes curvas de calibrado.
Todas las medidas se hicieron frente al blanco (100 pL de muestra y 100 pL de metanol). La presencia

de flavonoides produce un cambio de coloracion del reactivo a amarillo.
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Los resultados fueron expresados como % de flavonoides existentes en cada extracto y como mg

de flavonoides/g planta desecada.

¢) DETERMINACION DE FENILPROPANOIDES.

Se utilizo la técnica de Arnow (Arnow, 1937), validada por la Farmacopea Europea, que valora

los derivados ortodihidroxicinamicos.

1 mL de cada muestra en metanol, previamente filtrada, se mezcla con 2 mL de HCI (0,5 N), 2
mL de solucion acuosa al 10% de nitrito sddico y molibdato sodico al 10% p/v (reactivo de Arnow), y
2 mL de solucion acuosa de NaOH 2N. La solucion se ajusta a 10 mL con agua y procede en cubetas

de vidrio de 3 mL a la lectura de la absorbancia de cada muestra en un espectrofotometro (A= 510 nm).

ReactivoArnow  NaOH El reactivo de Arnow, en presencia de

) “ fenilpropanoides, presenta una coloracion naranja, y
o | 4
i

tras la adicion de la sosa, se genera un color rosa-

purpura.

Extractq

El patron empleado para realizar la curva de calibrado fue verbascésido aislado de P. serraria.

Los resultados, expresados como % de fenilpropanoides totales en cada extracto y mg/g de

planta desecada, fueron referidos a verbascosido.

d) DETERMINACION DE IRIDOIDES

1.- Ensayo con vainillina alcohdlica.
Esta técnica ha sido descrita en bibliografia para la cuantificacion de taninos, pero no para
iridoides.

0,1-0,5 mL de cada extracto en MeOH, filtrados, son mezclados con 3 mL de vainillina (4 % p/v
en MeOH) y con 1,5 mL HCI conc. Las muestras son protegidas de la luz durante 2 horas y se procede

al registro de la absorbancia.

Previamente, se realiza este ensayo con el patron, aucubina, haciendo varios registros, para

seleccionar A max.= 510 nm.
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También para los extractos se realizaron diferentes registros para ver las posibles interferencias

con otros componentes. Se comprobo6 la veracidad de la técnica mediante el empleo de patrén interno.
La presencia de iridoides produce una coloracion azul.

Los resultados fueron expresados como % de iridoides totales en cada extracto y mg/g planta

desecada, referidos a aucubina.

2.- Ensayo con HCI/CH;COOH

Este reactivo detecta valepotriatos, e intentamos comprobar si también era sensible a otros
iridoides. Se procedi6 de igual forma que lo descrito anteriormente. El reactivo consistié en mezcla
equitativa HC1 con y CH;COOH. Se afiadieron 3 mL de reactivo a 0,1 mL de extracto, dando una

coloracion azul (Bruneton, 1999), midiendo a su A max= 605 nm.

Los resultados fueron expresados como % de iridoides totales en cada extracto y mg/g planta

desecada, referidos a aucubina.

3.- Ensayo de Trim y Hill:(Trim y Hill 1952)

400 pL de extracto fueron mezclados con 4 mL de reactivo, constituido por acido acético
glacial, solucion acuosa de sulfato ctprico al 0,2% y HCI conc. (10:1:0,5). Tras calentar las muestras
durante 5 minutos a 100 °C en un bafio de agua termostatizado, se procede a su lectura a 609 nm. La

aucubina proporciona un metabolito azul que absorbe a 590-600 nm .

Los resultados son expresados como % de iridoides totales en cada extracto y mg/g planta

desecada, referidos a aucubina.
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II1.3.3. EQUIPOS ANALITICOS UTILIZADOS.
- DETERMINACION DEL PUNTO DE FUSION.

El punto de fusién fue determinado en un microscopio Thermovar HT 1 B 11, previa

comprobacién de los estandares.

- ESPECTROSCOPIA UV

Material:

= Espectrofotdmetro Lambda 3 Perkin-Elmer
= Registrador (mod Perkin-Elmer 561).

« Cubetas de cuarzo de 1 cm de espesor y 3 mL de capacidad.
Reactivos:

= Metanol R.A.

= Metoxido sodico. Solucion al 5 % en Metanol.

= Tricloruro de Aluminio. Solucién al 5 % en Metanol
= Acetato sodico R.A.

« Acido borico R.A.

« Acido clorhidrico 3N.

Para la identificacion de los flavonoides, se llevaron a cabo espectros UV con los diferentes

reactivos (Markham, 1989), siguiendo las técnicas descritas por Mabry y cols. (1970)

- ESPECTROSCOPIA RMN

Las muestras fueron examinadas en DMSO-ds. Los espectros se realizaron en un espectrometro
BRUKER AC TF que operaba a 500 MHz (‘H) y a 125 MHz (*C). Los desplazamientos quimicos
fueron expresados en ppm, usando como referencia las sefiales del disolvente a 2.49 ppm y 39.54 ppm
para 'H y "C respectivamente. Se utilizo tetrametilsilano (TMS) como referencia interna. El
experimento de homocorrelacion 'H-'H con filtro de doble cuanta (COSY-DQF), se llevé a cabo en el

modo sensible a la fase, empleando la secuencia de pulsos estandar del espectrometro. El experimento
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de heterocorrelacion directa 'H-">C realizo en el modo de deteccién inversa, via coherencia de cuanta
simple (HSQC-ed, QNP). El desacoplamiento del "*C se consigui6 por el esquema de GARP. Este
experimento fue ligeramente modificado por la implementacion de un bloque de edicion en la
secuencia. El experimento de heterocorrelacion 'H-">C de largo alcance (HMBC) se ha obtenido en el

modo de deteccion inversa. También COSY, NOESYpr.

- ESPECTROMETRIA DE MASAS

Los espectros de masas (EM) obtenidos mediante impacto electroénico (EI) y bombardeo rapido de
atomos (FAB) se registraron en un espectrometro KRATOS, mod. MS-80-RFA. La temperatura de la

fuente de ionizacion fue de 200°C y la energia de ionizacion 70 eV.

IIL.4. ENSAYOS DE QUIMIOPREVENCION.

II1.4.1. Actividad antioxidante.

I11.4.1.1.- Actividad antirradicalaria frente al DPPH

Fundamento de la técnica:

El DPPH, 1,1-difenil-2-picrilhidracilo, es un radical libre estable, que en disolucion

©\ O etanolica presenta un color violeta intenso, y teniendo una fuerte absorcién a 517 nm.
lo

ON NO Los antioxidantes pueden reaccionar con el radical, reduciéndolo, y por tanto, la
2! 2

absorcion a esta A desaparece. La absorcion, y el grado de la decoloracion resultante,

zgj

NO, es estequiométrico con respecto al numero —

de electrones que capture: DPPH® + AH =DPPH-H + A®

Esta técnica es un excelente método in vitro para

Extractq

investigar la capacidad antirradicalaria de los antioxidantes,

. . , C 1 . DPPH P
es decir, la donacion de 4tomos de hidrogeno a radicales Antioxidante

libres.
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Material:

= Extractos metandlicos de Plantago spp. y compuestos aislados

Cromatofolios de Silicagel 60 F»s4
= Placas 96 pocillos.

= Lector automatico de placas Multiskan Ex mod. 355 (Labsystems)

Reactivos:

= Metanol para espectroscopia.

= Solucion metanolica de DPPH al 0,2% (ensayo cualitativo) y al 0,022% (ensayo cuantitativo).

Descripcion de la técnica:
a)Ensayo cualitativo:

Las muestras a analizar son cromatografiadas en capa fina empleando las fases moviles
seleccionadas para la optima separacion de los diferentes compuestos. Se revela con una solucién al
0,2% DPPH en metanol. Las placas se observan tras 30 min del revelado. Los compuestos con
actividad antirradicalaria, se detectaran como manchas amarillas frente a un fondo violeta (Cavin A. et

al., 1998). El 4cido ascérbico fue empleado como patron.
b)Ensayo cuantitativo:

El ensayo fue llevado a cabo en placas de 96 pocillos. 50 uL de solucion de DPPH (0,022% en
metanol), se afiadieron a 230 pL de muestra (extractos y compuestos aislados) disueltos en metanol o
DMSO. Las concentraciones ensayadas fueron siete diluciones seriadas 1:3 comprendidas en el rango

1000-1,3 pg/ mL para los extractos, y 1:2 en el rango 100-5 uM para los compuestos aislados.

La actividad antirradicalaria fue determinada tras 30 minutos de agitacion en oscuridad, y se
calcularon los valores de descenso de absorcion inducidos por los compuestos restandose del control.
La actividad antirradicalaria de cada extracto y compuesto fue expresada como valor ICso,
(concentracion en pg/mL o uM para extractos o compuestos, respectivamente, que reduce al radical
DPPH en un 50%) y fue calculada por curvas de regresion lineal, representdndose en abscisa las
concentraciones de las muestras, y en ordenadas, el promedio del porcentaje de la reduccion del radical

DPPH. El control positivo empleado fue acido ascorbico (Cuendet et al., 1997).
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Ademas, en el caso de los compuestos aislados, se estudi6 la cinética de esta actividad

antirradicalaria, determinando la absorbancia en intervalos de 5 minutos.

II1.4.1.2.- Inhibicién de la peroxidacién lipidica microsomal. Test TBA.

Fundamento de la técnica:

La peroxidacion lipidica se induce en liposomas de cerebro bovino, mediante la reaccion de
Fenton, con una fuente de metales (FeCl;) y acido ascorbico, y se determina por el test del acido
tiobarbiturico (TBA) (Uchiyama y Mihara 1978). Este ensayo se basa en el hecho de que la
peroxidacion de la mayoria de los sistemas de membranas desencadena la formacion de malonaldehido
libre (MDA) y otros metabolitos, que reaccionan con el acido tiobarbitirico (TBA), generandose un
complejo coloreado en medio acido, que puede ser medido espectrofotométricamente (532 nm). El
rendimiento de este complejo generado, es proporcional al MDA, y por tanto, a la peroxidacion lipidica

inducida (Gutteridge, 1982).

La incorporacién de un compuesto antioxidante a este ensayo puede reducir la extension de la

peroxidacion, generando menor formacion de MDA y por tanto, menor formacion del producto

cromogénico. s N oH
2| L — | +2H,0
Z P2 Medio dcido Ny XX N
CHO
OH OH OH
TBA MDA Complejo
(TBA) MDA

Material:

« Extractos de cerebro bovino.

» Muestras: Extractos metanolicos de Plantago spp
« Perlas de vidrio de 2 mm de diametro.

« Bafio de ultrasonidos (a 4 °C)

« Tubos Falcon de plastico

« Bafio de agua termostatizado (a 37°y 90 °C)

« Pipetas.

« Centrifuga.

« Espectrofotdometro UV-Vis.
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Reactivos:

= PBS (solucion salina fisioldgica).

= Propilgalato

« Acido ascorbico 1 mM.

= FeCl; 1 mM.

= Metanol.

= BHT (2,6-di-tert-butil-4-metoxifenol) en etanol al 2%
« Acido tiobarbitirico al 1% en NaOH 50 mM

= HClal 25%

= n-Butanol.

Descripcion de la técnica

En primer lugar, se procedio a la obtencion de liposomas, para ello, se prepard una suspension
de extracto de cerebro bovino en PBS (5 mg/mL), afiadiéndose perlas de vidrio de 2 mm de diametro,
sonicandose en agua helada hasta que la suspension se encuentra totalmente homogénea (1-2 h). Es

importante mantener el agua siempre a 4°C para evitar la degradacion de los liposomas.

En tubos Falcon de 15 mL se mezclaron 0,2 mL de la solucion de liposomas, FeCl; 1 mM (0,1
mL), acido ascorbico 1 mM (0,1 mL), PBS (0,5 mL), y la muestra a evaluar la actividad antioxidante
(0,1 mL). Se ensayaron 7 diluciones seriadas 1:3 comprendidas en el rango 1000-1,3 pg/mL. Todos los

tubos se incubaron a 37 °C durante 20 minutos. Este ensayo incluye:

-Un control s6lo con liposomas, PBS y agua (blanco), de esta forma, cualquier autoperoxidacion

puede ser detectada y restada del efecto total.

-La mezcla de reaccion completa (MRC), contiene liposomas, PBS y los dos generadores de
radicales (FeCl;, acido ascorbico); esta mezcla se lleva a cabo para determinar el maximo de

peroxidacion en ausencia de antioxidantes.

-El control positivo, propilgalato, a la concentracion de 10 M. A esta concentracion,
propilgalato muestra una inhibicién de 80-85%, que puede ser utilizada para calcular la precision entre

ensayos.
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-Las muestras a ensayar, a diferentes concentraciones, con la mezcla de reacciébn completa
(MCR) y las muestras con MCR sin liposomas, que se incluye para determinar y eliminar los efectos

causados por la absorbancia de la propia muestra. Cada concentracion se realizé por cuadruplicado.

Liposomas+ | | LiPosomast (IR HE e Liposomas +PBS + PBS+ FeCl,+
P PBS+ FeCl+ FeCl;+ A. Ascorbico FeCly+ A. Ascorbico A. Ascorbico +
PBS+ Agua (. e .
Acido ascorbic + Patron +Muestra Muestra

vV Vv Vv

v VY,

CONTROL MRC PATRON MRC+MUESTRA MRC SIN LIPOSOMAS
(ME) +MUES TRA (ES)

La reaccion se detiene afiadiendo 0,1 mL de solucion 2% de BHT en etanol, seguido de la
adicion de acido tiobarbittrico (0,5 mL) y 0,5 mL de HCI (25%). Posteriormente, se incubd durante 30
minutos a 90 °C y se dejo enfriar durante 30-60 min. Al final de este periodo de incubacion, el acido

tiobarbitirico habra formado un complejo coloreado con malonaldehido.

Como la suspension lipidica puede ser turbia e inestable para el analisis espectroscopico, el
cromogeno es extraido con n-butanol, anadiendo 2,5 mL en cada tubo. La mezcla se agita y centrifuga
a 3500 rpm durante 20 minutos a temperatura ambiente. La fase butandlica se extrae cuidadosamente

de cada muestra en cubetas, y se analizaron por espectrofotometria a 532 nm.

El porcentaje de inhibicion de la peroxidacion lipidica fue determinado segun la siguiente

féormula:
(MRC-B) — (ME-B-ES)
% Inhibicion = x 100
(MRC-B)

= MRC: Densidad optica (D.O.) de la mezcla de reaccién completa (liposomas,

FeCl,, acido ascorbico y disolvente).
= B: D.O. del control (s6lo liposomas)
= ME: D.O. de la muestra a ensayar (MRC con muestra)

= ES: D.O. del blanco de la muestra, (MRC con muestra sin liposomas).
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Los wvalores de porcentaje de inhibicidn son representados frente a las concentraciones
ensayadas, obteniéndose la correspondiente curva dosis-respuesta. A partir de ésta, se calcula su ICsg es
decir, la concentracion en pg/mL de muestra que inhibe la formacién de MDA y otros metabolitos en

un 50%.

II1.4.2. ENSAYO DE INDUCCION DE LA ENZIMA QUINONA REDUCTASA (QR)

Fundamento de la técnica:

La enzima quinona reductasa (QR), protege a las células frente a la toxicidad de quinonas, que
se generan por oxidacion de metabolitos fenolicos del benceno, reduciéndolas a hidroquinonas,
moléculas facilmente eliminadas por glucuronidacion.

La actividad especifica de quinona reductasa (QR) aumenta de forma concomitante con otras

enzimas de fase Il en diferentes tejidos animales en respuesta a diversos agentes quimiopreventivos.

Esta técnica es un ensayo directo, al medirse la

actividad enzimatica en células de hepatoma de ratén 6-P-Glucongto Glucosa 6-P

Hepa 1clc7, basandose en la producciéon de color azul

cuando MTT [bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-di-

Deshidrogenasa

NADPH NADP

fenil tetrazolio] es reducido de forma no enzimatica por

menadiol, que es generado enzimaticamente a partir de 0O
Reductasa

menadiona por la enzima QR. O‘ O O
Glucosa 6-P y Glucosa 6-P deshidrogenasa

continuamente estan generando NADPH, que es O W OH

utilizado por la enzima QR para transferir electrones a
MTT

menadiona. El menadiol generado reduce MTT a azul MTT reducido (amarillo)

(colorante azul formazan)
formazan, cuya absorbancia puede ser medida en un

amplio rango de longitudes de onda (550-640 nm).

Es un bioensayo rapido, preciso, poco costoso y versatil, al poderse ensayar gran numero de
compuestos en un solo experimento. Se monitoriza la induccion de la actividad QR, y esta respuesta es

indicadora de una elevacion generalizada de los niveles de enzimas de fase II.
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La linea Hepa lclc7, posee las caracteristicas de un tejido normal, particularmente en la

capacidad para activar y metabolizar carcindgenos, y se ha comprobado que tiene buena correlacion los

resultados obtenidos in vitro con los posteriores in vivo (Prochaska y Santamaria 1988).

Material

» Linea celular: Hepa 1c1c7 (hepatoma de raton)

« Muestras: Extractos metandlicos de Plantago spp. y compuestos aislados.

« Incubador, Campana de flujo laminar.

« Frascos de cultivo celular (75 cc), Botellas estériles de vidrio pyrex (125, 500, mL), pHmetro.
« Pipetas, Puntas micropipetas, Micropipetas, Micropipeta multicanal

» Filtros Millipack® 0,22 pm.

= Placas 96 pocillos.

» Lector automatico de placas ELISA, mod. BT-2000 (Fisher Biotech) con filtro 595 nm.

Reactivos

» o-MEM (medio minimo esencial de Eagle)
« Suero bovino fetal (FBS)
« Penicilina G sédica (100 U/ml), sulfato de Estreptomicina (100 pg/mL)y Anfotericina B (250

ng/mL).

« HCI 1 N, NaOH 1 M y CO;HNa.

 Tripsina-EDTA (0.25% tripsina, ImM EDTA)

« Dimetil sulféxido (DMSO)

« Cristal violeta al 2% en etanol

» Dodecil sulfato sédico (SDS) al 0,5% en etanol al 50%.

= Digitonina al 0,8% en EDTA al 2 mM (pH 7,8)

« Tampon tris-HC1 0,5 M (pH 7.,4), Tween 20 al 1,5%.

« Flavin adenina dinucleétido (FAD) 7,4 mM en H,O.

+ Glucosa-6-fosfato (G-6-P) (150 mM).

» Nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (NADP) (50 mM).
« Albumina sérica bovina (BSA)

« MTT [bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-2-i1)-2,5-di-fenil tetrazolio]
+ Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G-6-P-D)

» Menadiona (50 mM en acetonitrilo)
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= Bromoflavona

Descripcion de la técnica
-Medios de cultivo

Medio: a-MEM (medio minimo esencial) sin ribonucledsidos ni deoxirribunucledsidos,
suplementado con 10 % FBS, penicilina G sédica (100 U/ml), sulfato de estreptomicina (100 pg/mL) y
anfotericina B (250 ng/mL).

-Cultivo celular:

Las células son sembradas en placas de 96 pocillos por duplicado, ya que la actividad QR hay
que expresarla en funcion del numero de células, por tanto, en una placa se determinara la actividad

enzimatica y en la segunda, la viabilidad celular y proteinas totales.

En ambos casos, a cada pocillo se afiaden 200 pL de una concentracion de 1,5 x 10* células/mL,

teniendo la precaucion de no afadir células a la primera columna. Las placas son incubadas 24 h a 37

°C, en atmosfera 5% CO, y 100 % humedad.
-Preparacion e inoculacion de las muestras.

Transcurrido el periodo de preincubacion, se procede a la adicion de las muestras. Para ello, se
decanta previamente el medio y se afiaden las muestras por duplicado (extractos) o triplicado
(compuestos) a diferentes concentraciones: 160, 80,40,20,10 pg/mL para los extractos, y diluciones
seriadas 1:3 para los compuestos, comprendido en el rango 25-0,01 pg/mL, el patron bromoflavona,
(ensayandose concentraciones seriadas 1:2 a partir de 4 pM) y control de DMSO (conc final 0,5%)

disueltos en medio (volumen final 200 pL), de acuerdo con el esquema mostrado a continuacion:
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Se incuba otras 48 horas en las mismas condiciones y se procede a la determinacion de proteinas

y actividad enzimatica de QR.

Para la determinacion de proteinas totales y la viabilidad celular, se utiliza cristal violeta como
colorante, que se va a unir mediante fuerzas electrostaticas a macromoléculas aniénicas, como
proteinas, ARN o ADN, sirviendo como un colorante general de la biomasa (Skehan et al., 1990). A
cada pocillo, se afiaden 200 pL de solucion de cristal violeta al 2% en etanol, (previamente se decanta
el medio y se elimina) dejandose a temperatura ambiente durante 10 min. Transcurrido este tiempo, se
elimina el colorante mediante lavado con agua de las placas hasta que no queden trazas de colorante y

se dejan secar.

Una vez secas las placas, se afiaden a cada pocillo 200 uL de soluciéon 0,5% SDS en 50 % de
etanol, y se incuba durante 1 h a 37°C, con agitacion, hasta que el colorante se haya solubilizado

completamente. A continuacion se procede a medir en un lector automatico de placa a 595 nm.

Para determinar la actividad enzimatica de QR, se elimina el medio de la placa, y se incuba con
50 pL/pocillo de digitonina®’ 0,8% en 2mM EDTA (pH 7,8) durante 10 min a 37°C con agitacién

continua para provocar la lisis celular.

Transcurrido este tiempo, se anaden 200 puL/pocillo de la mezcla de reaccion (5 mL de 0,5 M tris
HCI (pH 7,4);1 mL Tween 20 1,5%; 0,1 mL de FAD 7,5 mM en H,O; 1mL glucosa-6-fosfato (150
mM); 90 uL NADP (50 mM); 100 mg de albumina sérica bovina; 45 mg MTT, completando el
volumen hasta 15 mL con agua destilada; se afiaden 300 U de enzima glucosa 6-fosfato deshidrogenasa

de levaduras, y justo antes de que la mezcla vaya a ser afiadida a la placa, 50 mM de menadiona en

%7 La digitonina es poco soluble en este tampén, por lo que hay que calentar para favorecer la solubilizacion. En el caso de
que se forme precipitado, solo se utilizara el sobrenadante

148



1II. Material y métodos.

acetonitrilo recién preparada). Las placas se agitan a temperatura ambiente 10 minutos y se procede a

su lectura en un espectrofotometro a 595 nm.

A partir de la placa tratada con cristal violeta, se calcula el porcentaje de supervivencia con el

parametro 1Cs,, concentracion necesaria para inhibir el crecimiento en un 50%:
La determinacion de la actividad enzimatica de QR se calcula como:

- Actividad enzimatica QR= (D.O muestra-D.O. blanco ) x 3247/5.

Actividad enzimatica QR
-Actividad enzimatica especifica OR =

Supervivencia

Con los % de induccion se genera una curva y se calculan las concentraciones requeridas para
inducir un incremento del 50% y del 100% de la enzima QR, esta ultima se denomina como CD

(concentracion que dobla la induccion de QR).

Actividad especifica QR en la muestra
- % Induccion de la enzima QR = |1 - x 100
Actividad especifica QR en DMSO

También se calcula el indice de quimioprevencion = CD / 1Cs,.
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II1.4.3. ENSAYO DE INHIBICION DE LA TRANSFORMACION CELULAR (LINEA JB6) POR
TPA.

Fundamento de la técnica:

La linea celular JB6 (células epidérmicas de raton) es un sistema bien establecido utilizado
extensivamente como modelo in vitro para el estudio de la promocion de tumores y actividad
antitumoral. El ensayo de induccion de la transformacion de células

H3C(H2C)12 0O
JB6 por TPA es un modelo de transformacion irreversible y ha \f CHs
demostrado ser predictivo en el estudio de la carcinogénesis in vivo en

ratones y en humanos.

El éster de forbol, TPA, aislado a partir del aceite de croton

(Croton tiglium), induce diferentes respuestas en las células, y provoca

12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA)
transformacion neoplasica. Mediante este promotor, la linea no
tumorigénica, JB6, se transforma en tumoral (Colburn er al., 1979), detectando la formacion de

grandes colonias tumorales en agar semisoélido.

Material

« Linea celular: JB6 (células epidérmicas de raton)

« Muestras: Extractos metanolicos de Plantago spp. y compuestos aislados

« Incubador, Campana de flujo laminar.

« Frascos de cultivo celular (75 cc), Botellas estériles de vidrio pyrex (125, 500, mL), pHmetro.
« Pipetas, Puntas micropipetas, Micropipetas.

« Filtros millipack 0,22 pm.

« Placas 6 pocillos (35 mm didmetro/pocillo).

« Tubos centrifuga 15 mL.

 Bafio termostatizado 40-45 °C.

Reactivos:

« Medio minimo esencial de Eagle (EMEM) con EBSS, sin L-Glutamina.
« Suero bovino fetal (FBS), L-Glutamina 200 mM
« Penicilina G sodica (100 U/ml), Gentamicina 50 mg/mL y Anfotericina B (250 ng/mL.).
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HC11 N, NaOH 1 M y CO;HNa.

= Tripsina-EDTA (0.25% tripsina, ImM EDTA)

» Bacto-Agar.

« PBS (Tampon salino-fosfato de Dulbecco, sin calcio ni magnesio).
= TPA (16 uM en DMSO) y Dimetil sulfoxido (DMSO)

» Acido 13 cis-retinoico (1 uM)

Descripcion de la técnica: Se ha seguido el protocolo establecido por (Colburn et al., 1979)
-Medios de cultivo:
El medio esta constituido por (2) EMEM:PBS:FBS (4:1:1), con gentamicina 1%.

El agar, a la concentracién de 1,25% en agua bidestilada; se esteriliza en autoclave 15-20

minutos.
-Cultivo celular:

La linea celular epidérmica de raton JB6 fue cultivada en monocapas a 37°C bajo 5% CO, en

medio EMEM enriquecido (4% FBS, L-Glutamina 2mM, Gentamicina 25 pg/mL y 2,2 g/L. NaHCO;).

Las células se dejan crecer hasta que alcanzan aproximadamente el 80% de confluencia,
momento Optimo para realizar el experimento o para realizar los subcultivos. EI mantenimiento de la
linea celular se realiza subcultivando alicuotas de 2 x 10" células en 10 mL de medio EMEM

modificado en frascos de cultivo T25.

Para despegar la monocapa celular del frasco de cultivo, se procede primero al lavado con PBS
libre de calcio y magnesio repetidas veces, y a continuacién se trata con tripsina-EDTA (0,05%)*. Se
incuba 5 minutos a 37°C. Tras este tiempo, se resuspende con medio para proceder al contaje y

determinar la concentracion celular para el ensayo, 3 x 10* células/mL.

Se prepara la mezcla agar-medio (4:6), cuando el agar haya alcanzado la temperatura de 40°C.
Hay que procurar que, durante todo el experimento, la temperatura de esta mezcla permanezca
constante, para evitar su solidificacion. Se distribuyen 3 mL de esta mezcla en cada uno de los 6
pocillos de la placa y se deja reposar en condiciones estériles hasta que se consigue la completa

solidificacion (aprox. 6-8 horas). Para cada compuesto a ensayar, se utilizaran tres pocillos.

8 Hay que tener en cuenta que, trazas de medio con FBS pueden interferir en la accion de la tripsina, de ahi la importancia
de lavar cuidadosamente con PBS.

151



1II. Material y métodos.

A continuacion, dentro de la cabina de flujo laminar, se preparan tubos estériles de 15 mL, que
se disponen en un bafio termostatizado a 40-45 °C, y se mezclan 3 mL de medio:agar con 1,5 mL de
células (la concentracion final de células 3 x 10* células/mL), pipeteando numerosas veces para
homogeneizar la mezcla, evitando la formacion de burbujas; esta mezcla, por tanto, tiene una

suspension celular con agar:medio al 0,33%.
-Preparacion e inoculacion de las muestras.

En los tubos se afiaden los diferentes tratamientos, asi, en el blanco, so6lo se afiade DMSO
(0,1%), en el control, el agente promotor de tumores, (4,5 pL de TPA a 16 uM; concentracion final, 10
nM), y los grupos de los extractos/compuestos a ensayar (4,5 pL), disueltos en DMSO junto con TPA
(misma cantidad que el grupo control) Las concentraciones finales ensayadas fueron 4 pg/mL para los
extractos y 4, 2, 1 y 0,5 pg/mL para los compuestos aislados. Como patrdn positivo de la inhibicion de
la transformacion celular, se utilizé 4cido 13-cis retinoico (concentracion final, 1uM). Distribuimos 1
mL de esta mezcla en cada pocillo (ya contenia la mezcla de agar:medio solidificado) se deja reposar

durante 20-30 minutos y se incuban durante 14 dias a 37°C en atmoésfera de 5% CO, 95% aire.

Tras este periodo de tiempo se procede al recuento de colonias para determinar la frecuencia de

transformacion, siguiendo la siguiente férmula:

-Frecuencia de transformacion celular (FT)=Promedio n° colonias (agrupaciones de mas de 16
células) contadas en 3 areas de 0.25 cm’ elegidas al
azar, en cada pocillo y por triplicado para cada grupo

de tratamiento.

N° colonias compuesto — N° colonias DMSO
-Frecuencia relativa de transformacion celular (%FT)=

N° colonias TPA — N° colonias DMSO

- %lInhibicion de la frecuencia de transformacion: Inversa de %FT

Paralelamente a este ensayo, se determina si el compuesto es citotdxico, (si es positivo, la
inhibicion de la transformacion celular no se deberda a propiedades quimiopreventivas, sino a su

actividad citotoxica).
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II1.4.4. ENSAYO DE INHIBICION DE LA INDUCCION DE ORNITINA DESCARBOXILASA
(ODC) POR TPA.

Fundamento de la técnica:

El principio basico de este ensayo radica en la capacidad que tiene el promotor de tumores, TPA
(12-0O- tetradecanoil-forbol-13-acetato) para inducir la actividad de ODC, basandose en la medida de la
liberacion de ['*C] CO, a partir de L-[1-"*C] ornitina. Esta técnica permite una estimacién lineal y

cuantitativa de la proteina ODC activa en las células.

Material

= Linea celular epidermis de ratéon (JB6), no tumorigénica, proporcionada por Universidad de
Illinois en Chicago (UIC)

= Muestras: Extractos metandlicos de Plantago spp. y compuestos aislados (4 mg/mL en
DMSO).

= Incubador, Campana de flujo laminar.

= Frascos de cultivo celular (75 y 125 cc), Botellas estériles de vidrio pyrex (125, 500, mL)

= pH metro y hematocitometro.

= Pipetas, Puntas micropipetas, Micropipetas.

« Filtros Millipack® 0,22 pm.

= Placas de cultivo de 24 pocillos.

= Papel de parafina.

= Jeringas 1 mL.

» Discos de papel de filtro Whatmann® p 81

= Placas de plastico de 24 pocillos para centelleo.

= Lector de centelleo.

Reactivos

« Medio minimo esencial sin Ca*" ni Mg**. (S-MEM)

= Suero bovino fetal (FBS), L-Glutamina 200 mM

= Penicilina G sédica (100 U/ml), sulfato de Estreptomicina (50 mg/mL) y Anfotericina B (250
ng/mL).
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= Solucidon de aminoacidos no esenciales (NAA) (10 mM, 100X)
« HCI 1 N, NaOH 1 M y CO;HNa.

+ Tripsina-EDTA (0.25% tripsina, ImM EDTA)

« PBS (Tampon salino-fosfato de Dulbecco, sin calcio ni magnesio).
« TPA (0,4 mM en DMSO) y Dimetil sulfoxido (DMSO)

+ L-[1-"*C]Ornitina (56 mCi/mmol, 100 uCi/mL).

= Tampon fosfato sodico (0,2 M, pH 7,2)

« EDTA (12,5 mM, pH 8,0)

« Ditiotreitol (DTT, solucién acuosa 50 mM).

« Piridoxal fosfato (5 mM en solucion NaOH 10 mM)

« L-ornitina (78 pg/mL)

« Acido tricloroacético (TCA) 5 N.

Descripcion de la técnica
-Cultivo celular

Las células JB6 se cultivaron en medio S-MEM (medio minimo esencial) enriquecido con
aminoécidos no esenciales (1 %) ,FBS (5%), Ca>" (0,05 mM) y penicilina-estreptomicina-anfotericina

B (1%), a 37°C en atmosfera de CO,; al 5%.

Cuando los cultivos han alcanzado la confluencia, se lavan con PBS libre de Ca®" y Mg*", y se
afiade nuevo medio de cultivo. Tras 24 h, las células se tratan con tripsina-EDTA y se siembran en
placas de 24 pocillos a la densidad inicial de 2 x 10° células/mL/pocillo, incubandose por 18 h en las

mismas condiciones.
-Preparacion e inoculacion de las muestras.

Se anaden 5 pL de las muestras, extractos de Plantago spp. o compuestos aislados por
duplicado, ( a la concentracion de, 100 pg/mL o 20 pg/mL respectivamente), de forma simultanea con
20 pL de TPA (sol stock®, 0,4 mM en DMSO), incubando de nuevo durante 6 horas en las mismas

condiciones que anteriormente. Los ensayos son realizados frente a un control DMSO y otro con TPA.

%% La solucién stock debe alicuotarse en viales protegidos de la luz y almacenarlos a —80 °C. no es conveniente la
reutilizacion una vez descongelado para diferentes experimentos.
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Transcurrido este tiempo, las células se lavan con PBS libre de calcio y magnesio decantando
previamente el medio, y se congela inmediatamente manteniendo las placas a —80°C hasta que se lleve

a cabo el ensayo de la activida chipper y Verhotsta .
bo el de 1a actividad ODC®® (Schi Verhofstad 2002

Para la determinacion de la actividad enzimatica ODC se sigui6 la técnica descrita por Lichti y
Gottesman (1982), ensayando directamente en las placas de 24 pocillos. Las células congeladas fueron
lisadas, ya que la mayor cantidad de ODC se localiza en el citoplasma y nucleo, para ello, basté con
introducir las placas congeladas en un bafio termostatizado a 37°C durante 2 min. La lisis es originada

por el cambio brusco de temperatura.

A continuacion, se afiade a cada pocillo la mezcla de sustrato y cofactores, constituida por 200
uL que contiene 2 pL de L-[1-'*C] ornitina, 50 pL de tampén fosfato sodico, 16 pL de EDTA, 10 pL
de ditiotreitol, 4 pL de piridoxal fosfato y 118 puL de L-ornitina fria.

A continuacion las placas son cubiertas con papel de parafina donde previamente se han
realizado unos orificios que corresponden con el centro de cada pocillo, presionando para formar una
oquedad sobre cada pocillo. Cada oquedad es cubierta por un disco de papel Whatmann de 1,27 cm de

diametro, y se afade a cada uno 30 uL. de NaOH 1N, consiguiendo la humectacion de cada filtro.

Las placas son cubiertas con una nueva capa de papel de parafina esta vez intacta. Todo el

sistema, se cubre con la correspondiente cubierta de la placa y se asegura con bandas de goma.

El ['*C] CO; liberado es capturado por los discos de papel durante la incubacién a 37 °C 1 hora y

en agitacion continua.

Tras este tiempo, la reaccion es detenida por adicion de 50 uLL de TCA 5N a cada pocillo con
ayuda de una jeringa de insulina, punzando con ésta cerca del borde de cada pocillo a través de los
pliegues de parafina.A continuacion, se vuelve a sellar todo con cinta adhesiva, se cubre y se vuelve a
asegurar con las bandas elasticas. Las placas se vuelven a depositar en el incubador, en agitacion, por
otra hora mas, para permitir la absorcion de ['*C] CO, por la solucion de NaOH que previamente se

afladi6 a los discos de papel.

Los discos de papel fueron depositados en una placa de plastico de 24 pocillos para la medida de

la radioactividad captada mediante un contador de centelleo.

En el caso de que se obtengan resultados positivos, (inhibicion de ODC, por tanto, reduccion de

los niveles de radioactividad), se procede a la determinacién de la concentraciéon proteica en cada

60 . . . . . . . . .
La vida media de ODC es de minutos a una hora, siendo la enzima con menor vida media de las enzimas conocidas.
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pocillo, al tener que expresarse los resultados en funcioén de la cantidad de proteina, ya que puede que

la muestra induzca muerte celular también.

La concentracion total de proteinas se determiné mediante la técnica de Lowry (1951). La
densidad optica se leyé a 660 nm en placas de 96 pocillos, utilizandose albumina sérica bovina como

patron.

Los resultados del ensayo se calcularon como nmol '*CO,/mg proteina/hora y expresados como
porcentaje en relacién con los controles (DMSO y TPA). A partir de las curvas dosis respuesta, se

calcula la ICs,.

Para realizar estos calculos hay que realizar conversion de unidades, ya que la lectura de

radioactividad es proporcionada por el lector como dpm (desintegraciones por minuto).
1bg=1 desintegracién/segundo (dps)=2,7 x 10" Ci=60 desintegraciones/minuto (d.p.m.).

Primero se transforman las dpm en Ci, y a continuacion, teniendo en cuenta la actividad

especifica de la ornitina radiactiva, 55 mCi/mmol, se realiza la ultima trasnformacion de Ci a mmoles.
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IIL.4.5. ACTIVIDAD ESTROGENICA-ANTIESTROGENICA

11.4.5.1.- DETERMINACION DE ACTIVIDAD POR AFINIDAD A LOS RECEPTORES
ESTROGENICOS

Fundamento de la técnica:

Determinados compuestos, como los fitoestrégenos, han mostrado ofrecer proteccion frente a
tumores dependientes de estrogeno, o enfermedades cardiacas. La mayoria de los fitoestrogenos se
unen a los receptores estrogénicos con menor afinidad que el estradiol (Stahl er al., 1998), y son
débilmente estrogénicos (Markaverich y Gregory 1993; Sathyamoorthy et al., 1994). El descenso de
incidencia de cancer de mama en mujeres asiaticas, con una dieta rica en soja, que contiene una
cantidad importante de fitoestrogenos (Messina et al., 1994) ha sido asociado con la capacidad de éstos
de antagonizar los efectos del estradiol (Makela et al., 1995). Puede que estos compuestos ejerzan su
accion via union a receptores estrogénicos o por una via independiente (Le Bail et al., 2000; Zava y

Duwe 1997).

Material

= Receptores humanos recombinantes ER-a (contenido especifico 5000 pmol/mg; 0,44 mg/mL
proteina), ER-B (contenido especifico, 6098 pmol/mg; 0,36 mg/mL proteina), obtenidos por
PanVera Co. (Madison).

= Muestras: Extractos metanolicos de Plantago spp. y compuestos aislados.

= Tubos eppendorf 1,5 mL

= Microcentrifuga.

= Viales y contador de centelleo liquido.

Reactivos

« Hidroxiapatita.
= Alcohol etilico 96°.
« Tampon TE [50 mM Tris-HCI (pH 7,4) y ImM EDTA]
[2,4,6,7-"H] estradiol (E,) (25 uM; 83 Ci/mmol.) y 17-B-estradiol.
« Tampon de union [10 mM-Tris-HCI (pH 7,5); 10% glicerol, 2mM ditiotreitol y 1mg/mL

albumina bovina sérica]
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« Tampones de lavado de receptores:

o:40 mM tris-HCl, (pH 7,5), 100 mM KCl, ImM EDTA y | mM EDTA
:40 mM tris-HCI (pH 7,5)

- Liquido de centelleo Cytoscint®

Descripcion de la técnica:

Para determinar la union del estradiol con los receptores, se siguié el protocolo de Obourn y

cols. (Obourn et al., 1993) modificado por Bhat y Pezzuto (Bhat y Pezzuto 2001).

Se prepararon, 24 h previas al ensayo, una emulsién de hidroxiapatita 50% v/v (utilizando 10 g
de hidroxiapatita/60 mL de tampon TE), manteniéndola a 4°C, el tampon de uniéon a receptores

estrogénicos, asi como los tampones de lavado del receptor estrogénico ER-a. y ER-p.

“La mezcla de reaccion” consiste en 5 pL del receptor estrogénico en el tampoén de unién al
1:20, 5uL de una solucion preparada con (3,2 pL de estradiol marcado [*H]E,, 98,4 uL etanol y 98,4

puL de tampon de union ER), completando hasta 95 pL. con tampén de union.

Para los estudios de union a los receptores estrogénicos, se afiadieron a 95 uL de “la mezcla de
reaccion”, 5 uL de las muestras a ensayar (extractos metanolicos de Plantago spp., y compuestos

aislados, 4 mg/mL en DMSO), asi como estradiol. Las muestras fueron ensayadas por duplicado.

La reaccion se llevo a cabo a temperatura ambiente, durante 2 h. A continuacion, se afiaden 100
pL de hidroxiapatita al 50%, y los tubos se mantuvieron en hielo durante 15 min, centrifugando cada 5
min. Se aflade 1 mL de los respectivos tampones de lavado en los tubos, se agitan y centrifugan a

2000x g durante 5 min. El sobrenadante es desechado, repitiéndose este proceso de lavado 3 veces.

El precipitado (hidroxiapatita con estradiol) se resuspende en 200 puL de etanol, y se transfiere a
viales afiadiendo 4 mL de Cytoscint (liquido de centelleo), para el contaje de la radioactividad

(desintegraciones por minuto).
Todos los ensayos se llevaron a cabo frente a un blanco, sin receptor.

Paralelamente, se prepara un control con “la mezcla de reaccion” y un exceso de estradiol (300

veces superior) para determinar la uniéon no especifica.

El porcentaje de estradiol marcado que se une al receptor es determinado como:
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(dpm muestra - dpm blanco)
% Union = -1x100
(dpm DMSO — dpm blanco)

Representandose los % de union obtenidos para cada muestra.

111.4.5.2.- DETERMINACION DE ACTIVIDAD EN LA LINEA CELULAR DE ISHIKAWA.

Fundamento de la técnica:

Clasicamente, la actividad estrogénica se ha ensayado in vivo con roedores, o bien, a partir de
receptores aislados de levaduras. La utilizacion de receptores aislados tienen la ventaja de la rapidez,
pero, los datos obtenidos no indican si un compuesto que interacciona con el receptor mimetiza o
inhibe la respuesta bioldgica, sin embargo, con la linea Ishikawa (carcinoma de endometrio humano)
esto se puede diferenciar, al mismo tiempo que se puede ensayar la citotoxicidad en esta linea tumoral.
En esta linea celular. la expresion y actividad de la enzima fosfatasa alcalina esta bajo estricto control
estrogénico a nivel transcripcional (Albert et al., 1990). Estradiol origina un incremento en la actividad
de la enzima fosfatasa alcalina en células de Ishikawa, y su respuesta puede ser inhibida por
antiestrogenos (Pisha y Pezzuto 1997)Esta enzima cataliza la formacion de p-nitrofenol a partir de p-

nitrofosfato.

Material

« Linea celular de Ishikawa® (carcinoma de endometrio humano), proporcionada por
Department of Medicinal Chemistry, de School of Pharmacy of UIC (Universidad de Illinois
en Chicago).

= Muestras: Extractos metandlicos de Plantago spp. y compuestos aislados.

= Incubador, Campana de flujo laminar.

= Frascos de cultivo celular (75 y 125 cc), Botellas estériles de vidrio pyrex (125, 500, mL)

= Tubos de centrifuga 50 mL estériles. Centrifuga baja velocidad.

= pH metro. Hematocitometro.

= Pipetas, Puntas micropipetas, Micropipetas, Micropipeta multicanal.

« Filtros Millipack® 0,22 pm.

81 Es de destacar que tras 30 subcultivos, las células pueden perder su capacidad de induccion de la enzima fosfatasa
alcalina, por tanto, es conveniente conservar células que no hayan sido subcultivadas en nitrogeno liquido.
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« Placas de cultivo de 96 pocillos.

« Lector ELISA con filtros de 515 y 405 nm Mod. BT 2000 con Kin Calc 1.1200

Reactivos

« Medio DMEM/F12 y DMEM/F12 libre de rojo fenol

« Suero bovino fetal (FBS). Piruvato sédico (100 mM)

« Penicilina G sddica (10 U/mL)-sulfato de Estreptomicina (10 pg/mL)-Anfotericina B (0,25
pg/mkL).

» Carbon activo. Dextrano. GlutaMAX-1

+ Cloruro sédico. Cloruro potasico. Fosfato sodico dibasico. Fostato potasico monbasico

« HCI 1 N, NaOH 1 M y CO;HNa.

« Tripsina-EDTA (0.25% tripsina, ImM EDTA)

= PBS (Tampon salino-fosfato de Dulbecco, sin calcio ni magnesio).

« Metanol. Dimetil sulfoxido (DMSO)

+ 17- B-estradiol. Tamoxifeno

« Trizma Base. Triton X-100. Nitrofenolfosfato

« Acido tricloroacético (TCA) 20%.

« Acido acético (1%). Sulforhodamina B (0,4% en 4cido acético al 1%).

Descripcion de la técnica (Pisha y Pezzuto 1997):

Cuando las células son tratadas, en medio libre de estrogenos con los compuestos, sin
presencia de estradiol, el incremento de la actividad de la enzima fosfatasa alcalina, indicara que tienen
actividad estrogénica. Si por el contrario, no se induce dicha actividad, y ademas, disminuye la
actividad de la enzima cuando las células son tratadas con los compuestos en presencia de estradiol,
significara que el compuesto se comporta como antagonista estrogénico. Por ultimo, si el compuesto en
presencia de estradiol, induce la actividad de la enzima fosfatasa, indicard que el compuesto muestra un

efecto sinérgico con éste.

-Preparacion de las soluciones:

Para eliminar cualquier traza de estrégeno del suero bovino fetal (FBS), se afiade a 500 mL de

FBS, 1 g de carbon activo y 0,1 g de dextrano y se mezcla. Se calienta la solucion a 60 °C durante 30
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min, agitando de vez en cuando. Dejandose enfriar a temperatura ambiente. El precipitado de carbon
activo y dextrano se separa por centrifugacion a 1000 rpm durante 5 minutos a 38 °C; se repite el

proceso con el sobrenadante obtenido.

El sobrenadante obtenido se esteriliza por filtracion y se distribuye en alicuotas de 50 mL

conservandose a -20°C.
-Medios de cultivo

Medio de mantenimiento: El medio DMEM/F12 se suplementa con 10% de FBS inactivado por
calor (50 mL), piruvato soédico (5 mL), penicilina-estreptomicina (5 mL) y glutaMAX-1 (5 mL). Se

conserva a 4°C.

Medio de ensayo- libre de estrogenos. El medio DMEM/F12 libre de rojo fenol se suplementa
con 10% FBS libre de estrégenos (50 mL), piruvato sédico (5 mL) penicilina G-estreptomicina-

anfotericina B (5 mL) y glutaMAX-1 (5 mL). También se mantiene a 4°C.

Tampon Tris-HCI: A 1 L de agua desionizada y destilada se afiade 12,1 g de Trizma (0,1 M) y se
ajusta el pH a 9,8.

-Cultivo celular

La linea celular de Ishikawa fue cultivada en monocapa a 37°C bajo 5% CO, en medio de
mantenimiento, renovando éste cada 3 dias, hasta que las células hayan alcanzado el 80%-90 % de
confluencia, momento Optimo para realizar el experimento. 24 horas previas a la realizacion del

ensayo, se cambia el medio por el libre de estrogenos.

Para despegar la monocapa celular del frasco de cultivo, se procede primero al lavado con PBS
libre de calcio y magnesio repetidas veces, y a continuacion se trata con tripsina-EDTA (0,05%)%. Se
incuba 5 minutos a 37°C. Tras este tiempo, se resuspende con medio para proceder al contaje y

determinar la concentracion celular.

Para ensayar la actividad estrogénica-antiestrogénica, es necesaria una concentracion celular de
26 x 10° células/mL (concentracion final 5 x 10* células /pocillo). Para cada ensayo de induccion, hay
que hacer el correspondiente de citotoxicidad. (5 x 10° células /mL, concentracién final, 10° células

/pocillo), teniendo en cuenta que el ensayo de citotoxicidad tiene placa cero.

52 Hay que tener en cuenta que, trazas de medio con FBS pueden interferir en la accion de la tripsina, de ahi la importancia
de lavar cuidadosamente con PBS.
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Se afiade 190 pL de la correspondiente solucion de células a los pocillos y se incuban durante 24

horas a 37°C en atmésfera de 5% CO,.
-Preparacion e inoculacion de las muestras:

Las muestras a ensayar (extractos metanolicos de P. afra, P. bellardii, P. coronopus, P. lagopus.
P. lanceolata y P. serraria y compuestos aislados) se disuelven en DMSO a la concentracion de 4 mg/
mL. Las concentraciones finales ensayadas, en el caso de los extractos son 20, 10 y 5 pg/mL, y para los
compuestos, 20, 10, 5y 2,5 pg/mL. La concentracion final de DMSO en este ensayo ha de ser inferior

a0,1%.

Cada placa de ensayo de actividad estrogénica, debe tener un control celular (blanco), otro con
el disolvente (DMSO), un control con estrogeno y otro con antiestrogeno, tamoxifeno. Para la
determinacién de la actividad antiestrogénica, las diluciones de las muestras y controles en este tltimo

caso, deben realizarse con medio suplementado con estrogeno (2x10™ M).

Se afiaden 10 uL de cada una de las muestras a los 190 uL de medio con células previamente

preparado, por triplicado. Las placas se incuban a 37°C bajo atmdsfera de 5% CO,, durante 4 dias.
Transcurrido este tiempo, se procede al analisis de las mismas.
-Medida de induccion:

Eliminar el medio de las placas mediante un rapido volteado. Se lavan las placas 3 veces con
PBS no estéril, dejandolas secar para suprimir las trazas de PBS, y se afladen 50 pL solucion de Triton
X-100 (0,1 % en tampoén Tris-HCI 0,1 M). Pueden almacenarse a —80 °C hasta que se mida la

induccion ya que las células son estables durante varias semanas.

Dejar que las placas alcancen la temperatura ambiente, empleando un bafio termostatizado a
37°C. Se afiaden 150 pL de sustrato nitrofenilfosfato (1 mg/mL en tampo6n Tris-HCI 0,1 M ) a cada
pocillo, se agita durante 30 segundos y se lee la absorbancia en un lector automatico de placas de forma
cinética, obteniendo una lectura cada 15 seg y 10 seg de agitacion entre lecturas, hasta obtener 16-20

lecturas de las placas (8 minutos).

El soporte informatico acoplado al lector automatico de placa permite calcular la cinética de
formacién de p-nitrofenol. Para las determinaciones de la actividad estrogénica, se calcula el porcentaje
de formacién de p-nitrofenol inducido por las muestras, comparandolo con el inducido por el control

de estrogenos, utilizando la ecuacion siguiente:
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(D.O. de la muestra — D.O. del DMSO)
% Induccion = x 100
(D.O. de estrogeno — D.O. del DMSO)

La CEsg se calcula en las muestras que posean un porcentaje de induccion > 50%

Para la actividad antiestrogénica, se calcula la reduccion del porcentaje de induccion de

formacion de p-nitrofenol comparandolo con el control DMSO, utilizando la ecuacion:

(D.O. de la muestra — D.O. de células)
% Induccion = x 100

(D.O. del DMSO- D.O. de células)

Al igual que en el caso anterior, se calculard la Clsy en las muestras que muestren un porcentaje

de inhibicion de la induccion > 50%.
-Ensayo de citotoxicidad.

La citotoxicidad y % de crecimiento celular se determiné utilizando la técnica del SRB. (Ver

apartado I11.5.1.)
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II1.5. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

II1.5.1. CULTIVOS CELULARES. TEST DE LA SULFORHODAMINA B (SRB).

Fundamento de la técnica:

El NCI (Instituto Nacional del Cancer en EEUU) desarroll6 un método de ensayo in vitro para
compuestos antitumorales basdndose en la tincion con sulforhodamina B (SRB). Este método mide el
contenido proteico celular de cultivos adherentes o en suspension en placas de 96 pocillos, segin la
técnica descrita por Monks y cols (1991). El SRB es un colorante aminoxanteno de color rosa, con dos
grupos sulfonicos (Skehan et al, 1990). Estos grupos
. , , N(CH-CHy),
sulfonicos que se unen de forma electrostatica con los residuos

de los aminoacidos basicos de las proteinas en condiciones

ligeramente acidas.

Material: SO4H

Sulforhodamina B
» Lineas celulares tumorales humanas:

« TK-10 (adenocarcinoma renal), MCF-7 (adenocarcinoma de mama), UACC-62
(melanoma), proporcionadas por el Dr. Cragg, del Departamento de Productos Naturales
del NCI (Instituto Nacional del Cancer, Maryland, EEUU).

« Col-2 (carcinoma de colon) y Lu-1 (carcinoma de pulmoén), establecida por el
Department of Surgical Oncology, del College of Medicine of UIC (Universidad de
[llinois en Chicago).

« KB (carcinoma epidermoide de boca), LNCaP (carcinoma de prdstata dependiente de
hormonas) e Ishikawa (carcinoma de endometrio humano) obtenidas de la coleccion
americana de cultivos y proporcionadas por Universidad de Illinois en Chicago, (UIC).

» COLR-23 (carcinoma humano de pulmoén), proporcionada por King’s College (Londres)

« Muestras: Extractos metanolicos de Plantago spp. y compuestos aislados.

« Incubador. Campana de flujo laminar.

« Frascos de cultivo celular (75 y 125 cc). Botellas estériles de vidrio pyrex (125, 500, mL)
« Tubos de centrifuga 50 mL estériles. Centrifuga baja velocidad.

« pH metro. Hematocitometro.

« Pipetas, Puntas micropipetas, Micropipetas, Micropipeta multicanal.

« Filtros Millipack 0,22 pm.

« Tubos eppendorf 1,5 mL.
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= Placas de cultivo de 96 pocillos.
= Espectrofotometro automatico de placa: Lector ELISA con filtros 495 6 515 (modelo BT 2000,
Fisher Biotech) y modelo Multiskan Ex 355 (Labsystems)

Reactivos

» Medio MEME: Medio minimo esencial con sales de Earle y L-glutamina.
» Medio DMEM: Medio Eagle modificado de Dulbecco, alto en glucosa con L-glutamina y 110
mg de piruvato sodico.
« Medio RPMI 1640: Medio libre de rojo fenol.
« Medio DMEM/F12 y DMEM/F12 libre de rojo fenol
= Suero bovino fetal (FBS).
Suero bovino y de ternera (BCS)
= Suero bovino fetal libre de hormonas (HS-FBS)
= Piruvato sédico (100 mM)
« Penicilina G (10 U/mL)-sulfato de Estreptomicina (10 pg/mL)-Anfotericina B (0,25 pg/mL).
« PenicilinaG-Estreptomicina (PS)
« Penicilina G-Estreptomicina-Fungizona (PSF)
» Carbon activo, Dextrano, GlutaMAX-1
« Cloruro sédico, Cloruro potasico, fosfato sodico dibasico, fostato potasico monbasico.
= HCI1 N, NaOH 1 M y COsHNa.
= Tripsina-EDTA (0.25% tripsina, ImM EDTA)
= PBS (Tampon salino-fosfato de Dulbecco, sin calcio ni magnesio).
» Metanol, dimetil sulféxido (DMSO)
« Gentamicina (50 pg/mL) 0.1% (G)
« Etoposido, 17- B-estradiol, testosterona.
- Acido tricloroacético al 20% y 50% (TCA).
- Acido acético glacial (1%), Sulforhodamina B (0,4% en 4cido acético al 1%).

» Tampon Tris base [tris(hidroximetil)aminometano] 10mM
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Descripcion de la técnica

-Preparacion de soluciones.

c];::f;r Medio Suero N?gf)m NAA (mL/L) ‘?;‘J‘;‘Ejf;’ Otros
TK-10 | RPMI 1640 | FBS (20%) - Glutamina (2mM) PS -
MCF-7 | RPMI 1640 | FBS (20%) - Glutamina (2mM) PS -
UACC-62 | RPMI 1640 | FBS (20%) 3 Glutamina (2mM) PS :
Col-2 MEME FBS 10% 22 10 PSF 5
LU-1 MEME FBS 10% 22 10 PSF 5
KB DMEM BCS 3.7 . PSF 5
LNCaP | RPMI 1640 | HF-FBS 10% | 2.0 ; PSF OlnM
testosterona
Piruvato sddico
Ishikawa | DMEM/f12 | FBS (10%) . . . aom)
(5mL)
JB-6 EMEM | FBS (10%) 22 | Glutamina 2mM) | G (25 pg/mL) -
CORL-23 | RPMI 1640 | FBS (10%) - Glutamina (2mM) PS -

NAA: Aminodcidos no esenciales MEM.

-Cultivo celular:

Las lineas celulares fueron cultivadas en monocapa a 37°C bajo 5% CO, en su medio

correspondiente, renovando éste cada 3 dias, hasta que las células alcanzaron el 80%-90 % de

confluencia, momento Optimo para realizar el experimento.

Para despegar la monocapa celular del frasco de cultivo, se procede primero al lavado con PBS

libre de calcio y magnesio repetidas veces, y a continuacién se trata con tripsina-EDTA (0,05%)%. Se

incuba 5 minutos a 37°C. Tras este tiempo, se resuspende con medio para proceder al contaje y

determinar la concentracion celular.

Para determinar la densidad de las células se emplean diferentes
técnicas, desde la simple camara de contaje celular o hematocitometro,
de la que existen numerosas variantes, (camara de Neubauer), hasta
equipos automaticos de contaje celular como el "Counter Coulter". Una
camara de contaje celular es un dispositivo en el que se coloca una

muestra de la suspensién a medir. El dispositivo presenta unas sefiales

63 Hay que tener en cuenta que, trazas de medio con FBS pueden interferir en la accion de la tripsina, de ahi la importancia
de lavar cuidadosamente con PBS.
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que determinan un volumen conocido (uL). Al contar bajo el microscopio el nimero de particulas

presentes en ese volumen se puede determinar la densidad de particulas en la suspension de origen.

Tras el contaje, se hacen las diluciones oportunas para lograr las apropiadas densidades de
células, seglin la linea celular. (ver tabla), sembrando 100 pL de solucion celular en cada pocillo. Las

placas son preincubadas durante 24 h a 37°C

Linea celular | Densidad de células por pocillo
(células/mL)

TK-10 15x 10°
MCF-7 5x 10*

UACC-62 100 x 10*

Col-2 6-7x 10*
Lu-1 5x 10*
KB 3x 10*

LNCaP 6-7x 10*
Ishikawa 5x10°
JB6 8x 10*
CORL- 23 1x10*

-Preparacion e inoculacion de las muestras.

Se debe realizar una placa extra de referencia, de células inoculadas e incubadas (24 h) y fijadas

con TCA justo antes del tratamiento con los compuestos, que se le conoce como placa a tiempo cero.

Las muestras se solubilizaron inicialmente en DMSO a la concentraciéon de 40 mg/mL.
(extractos) y 40 mM (compuestos aislados). Los extractos no fueron filtrados ni esterilizados, pero la
contaminacién microbiana fue controlada mediante la adicion de gentamicina en el medio (50 pg/mL).
Los extractos y compuestos son ensayados a cinco diluciones seriadas logaritmicamente en el medio
correspondiente (250, 25, 2,5, 0,25 y 0,025 pg/mL para los extractos y 10*M, 10°M, 10°M, 10" M y
10® M). Hay que tener en cuenta que, la concentracion final de DMSO nunca debe ser superior al
0,25% (v/v).

Tras la preparacion de estas diluciones de las muestras en estudio, se afiaden 100 puL de cada una
a los pocillos correspondientes, de acuerdo con el esquema mostrado a continuacion. El volumen final

en cada pocillo sera, por tanto de 200uL. Cada concentracion es ensayada por duplicado o triplicado.
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[muestra 1] [muestra 2]
> conc. < conc. < conc. > conc.

— ]
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Sélo RPMI

Linea celular 1

Linea celular 2

(SeIn[90 0[0S)
SHTOUYLNOD

Linea celular 3

0T Q T m g QO w o »

Sélo|RPMI

La incubacion se llevara a cabo durante 2 dias a 37°C en una atmdsfera de 5% de CO, y 100 %

de humedad relativa.

Terminado el periodo de tratamiento, se procede a la fijacion de las células al soporte de la
placa, mediante la adicion de 50 puL de acido tricloroacético (TCA) 50% en frio (4°C). Las placas se
incubaron a esta temperatura durante 1 hora y después, se lavo 5 veces con agua para eliminar los

restos del 4cido y otras sustancias. Las placas fueron secadas al aire y almacenadas a 4 °C hasta su uso.

Las células, una vez fijadas con TCA, se tifien con SRB 0,4% (p/v) en 1% de &cido acético
durante 30 minutos. Tras este periodo, el SRB fue eliminado y los cultivos se lavaron con acido acético
al 1% para eliminar restos de colorante. Tras el secado optimo el colorante unido a las proteinas fue

solubilizado en tampdn Tris Base 10 mM durante 5 minutos en agitacion.

A continuacion se procedio a la lectura de las densidades dpticas mediante un lector de placa, a
las longitudes de onda 495 6 515, ya que se ha descrito que en el rango de 490-530 nm, la densidad

optica (DO) del colorante conserva linealidad con respecto a la concentracion.
-Cdlculo de datos
Las densidades Opticas obtenidas, nos permiten analizar tres medidas:

-T,: DO a tiempo cero. Esta relacionado con el nimero de células en la placa cero,

donde sélo hay células tumorales en medio RPMI incubadas 24 horas.
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-C : DO del control. Da idea del nimero de células tumorales no tratadas tras 48

horas de incubacion. Se mide en la placa problema. (Columnas 6 y 7).

-T :DO de las células tratadas con los compuestos a las diferentes diluciones tras 48

horas de incubacién. Se mide en la placa problema. (Columnas 1-5 y 8-12).

Utilizando estos parametros, podemos calcular la respuesta celular como: estimulacién de

crecimiento, no efecto o inhibicion del crecimiento.
1.- Si T>C, el extracto ha estimulado el crecimiento.
2.- Cuando T=C, no existe efecto por parte del extracto.
3.- Inhibicidon del crecimiento, si Ty >T< C.
4.- Inhibicion total del crecimiento, cuando Ty =T

5.- Crecimiento negativo, es decir, muerte celular neta, si T> T,

Para cada linea celular, se puede crear una curva dosis-respuesta, representando % de
crecimiento celular (M + J) frente a las concentraciones ensayadas. El % de crecimiento celular, se

calcula segun la formula:

(DO de las células tratadas — DO de células tiempo cero)
% Crecimiento = x 100
(DO del control (DMSO)- DO de céluls tiempo cero)

En la curva de crecimiento se pueden calcular por interpolacion, los siguientes parametros:

ICsp : Concentracion de muestra que produce una inhibicidon del crecimiento en un

50 % respecto al control.
ITC : Concentracion de muestra que inhibe totalmente el crecimiento.

CLsy : Concentracion de muestra que reduce a la mitad el nimero de células

inoculadas, (concentracion letal s).

Los valores son calculados para cada uno de estos parametros, en el caso que estos valores
superen la concentraciéon maxima de muestra ensayada, el valor es expresado como “mayor” (>)

(Monks et al., 1991).
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I11.5.2. Venenos de Topoisomerasas.

Fundamento de la técnica:

Las topoisomerasas son enzimas nucleares, indispensables para la viabilidad celular, que se
encargan de llevar a cabo los cambios topoldgicos que sufre el ADN superenrollado en procesos
celulares. Dichos cambios los efectiian a través de cortes transitorios de los enlaces fosfodiéster en una
o en las dos cadenas, y posterior sellado (Cozzarelli, 1980; Liu et al., 1983; Wang, 1985; Wang, 1987;
Zhang et al., 1990).

En el hombre, se han descrito dos tipos, basandose en las diferencias en su mecanismo de
accion, la topo I, que rompe una hebra de la doble hélice del ADN haciendo pasar la segunda a través
de la mella de forma intacta, y la topo II, que rompe las dos cadenas, permitiendo el paso una doble

cadena de ADN intacta a través de la rotura. En ambos casos, posteriormente el ADN es sellado.

-

Mecanismo de accion de topo 1 Mecanismo de accion de topo 1l

Las células cancerosas tienen alteradas la capacidad de proliferacion y diferenciacion celular, y

muestran elevados niveles de estas enzimas (Malonne y Atassi 1997; Pelech y Sanghera 1992).

Los venenos de topoisomerasas son uno de los ultimos grupos de agentes antitumorales
incluidos en la terapia oncolégica. Son capaces de estabilizar los complejos de rotura transitorios que

se forman cuando las topoisomerasas actian sobre la doble hélice de ADN.

Material:

« Topoisomerasas [ y II (TopoGen Inc.).
« Micropipetas
« Tubos eppendorf 1,5 mL.
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= Bafio termostatizado.
= Agitador mecanico
= Centrifuga

= Cubeta de electroforesis y fuente de voltaje.

Reactivos:

= ADN superenrollado.

= H,O ultrapura.

= Tampon de reaccion (pH=8, ATP 0,5 mM)

= Dodecil sulfato sédico (SDS)

= Proteinasa K (2 mg/mL)

= Azul de bromofenol

» Mezcla cloroformo/alcohol isoamilico (24:1)
« Agarosa

« Tampon Tris-acetato-EDTA.

= Bromuro de etidio.

Descripcion de la técnica:
Seguimos los protocolos descritos por Constantinou y cols. (1995) y Capranico y cols (1997).

Se prepard, en hielo, una mezcla de reaccion consistente en 0,25 pg de ADN superenrollado, 2
puL de tampon de reaccion [para topo I: 10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 0,15 M NacCl, 0,1% BSA, 0,1
mM espermidina, 5% glicerol (pH 8); para topo I1I: 30 mM Tris-HCIL, pH 7.6, 60 mM NaCl, 15 mM
mercaptoethanol, 8 mM MgCl, , 3 mM ATP], compuesto problema disuelto en 2 uL de DMSO/H,0O
(2,5%) , 2,5 uL de Topo I (5 unidades) o 2pl de topo II (4 unidades) y H,O destilada hasta completar
un volumen final de 20 pL. Las concentraciones ensayadas fueron 100 y 50 uM para los compuestos
aislados. Los ensayos fueron realizados frente a los patrones camptotecina y etoposido para los ensayos

de topo 1y topo II, respectivamente.

A continuacion, las muestras se incuban a 37°C durante 30 min. La reaccion se detiene
mediante la adicion de 2 pL de SDS (dodecil sulfato sodico) al 10%, y 2 uL de proteinasa K (20
png/mL), incubando, durante 30 min. a 37°C para la topo [ y 15 min. para la topo II.
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Las muestras fueron extraidas con una mezcla de cloroformo y alcohol isoamilico (24:1) y 2
pL de azul de bromofenol y dispuestas sobre un gel de agarosa al 1%, y sometidas a electroforesis

durante 6 h a 1,5 V/cm, en un tampo6n Tris-acetato-EDTA con bromuro de etidio (0.5 pg/mL).

Los geles de agarosa son fotografiados con camara Polaroid bajo una fuente de luz ultravioleta,
y los complejos de rotura inducidos, ADN-lineal y ADN-circular abierto, son cuantificados mediante
densitometria utilizando un software tipo Image J. Los resultados fueron expresados como porcentaje
de “complejos de rotura” (para topo I, circular abierto y para topo II lineal y circular abierto) en

relacion con el ADN total, y comparandolo con el control positivo.

II1.5.3. ENSAYO DE INDUCCION DE LA DIFERENCIACION CELULAR (LINEA HL-60)

Fundamento de la técnica

El cancer puede ser descrito como una enfermedad en la que hay un desequilibrio entre la
proliferacion y la diferenciacion celular. Este concepto ha derivado en una de las estrategias propuesta
para el tratamiento del cancer, la induccion de la diferenciacion de las células malignas, de esta forma,
su capacidad proliferativa se ve limitada (Degos, 1990; Kong et al., 1988). Por tanto, compuestos
capaces de inducir la diferenciacion, podrian considerarse como sustancias antitumorales porque

inducen la diferenciacion de células neoplésicas a normales.

La linea HL-60, establecida a partir de pacientes con leucemia mieloide aguda, proporciona un
modelo in vitro inico para el estudio de los procesos celulares y moleculares de la proliferacion y
diferenciacion de células normales y leucémicas (Birnie, 1988; Collins et al, 1978; Collins, 1987;
DeLuca, 1988; Koeffler et al., 1985; Ostrem et al., 1987; Tanaka et al., 1982). Con esta linea celular,
la diferenciacion puede ser inducida hacia la linea monocitica/macrofaga o granulocitica/linfocitica,
tras el tratamiento con diferentes sustancias, como compuestos polares (Collins ef al., 1978), interferén
(Fisher y Grant 1985; Harris et al., 1985), ésteres de forbol (Fibach ef al, 1984; Hirai et al., 1985),
retinoides (Breitman et al., 1980; Reiss ef al., 1985), 1a,25-dihidroxivitamina D; (Koeffler et al., 1984;
Studzinski et al., 1985), 6-tioguanina (Ishiguro et al., 1984) y otras sustancias. Recientes avances en el
tratamiento de leucemia incluye el uso de sustancias inductoras de la diferenciacion como acido
retinoico, vitamina D3 (Degos ef al., 1985; Gold et al., 1983; Koeffler et al., 1985), observandose una

remision completa (Huang ef al., 1988; Zhang et al., 1992).

Por tanto, este ensayo proporciona un modelo valido para la evaluacion preclinica de posibles

sustancias anticancerosas.
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El fenotipo de las células HL-60 diferenciadas se caracteriza por una inhibicion del
crecimiento, incremento de la adherencia, pérdida de receptores de membrana, incremento de
marcadores de monocitos, induccion de las esterasas, y fosforilacion de determinadas proteinas

(Collins, 1987; DeLuca, 1988; Ostrem et al., 1987).

Mediante la observacion de las propiedades celulares, como la capacidad de reducir azul de
tetrazolio (NBT) (indicativa de la diferenciacion celular en las lineas granulocitica y linfocitica), la
presencia de esterasas no especificas (maduracion en la linea monocitica/macréfaga) o el descenso de
la incorporacion de [*H] timidina, se evalud la capacidad de las muestras para inducir la diferenciacion

celular.
Material:

= Linea HL-60 (leucemia mieloide aguda) proporcionada por la Coleccion de Cultivos
Americanos (Rockville, Madison, EEUU).

= Muestras: Extractos metanodlicos de Plantago spp. y compuestos aislados (40 mg/mL y 40 mM
en DMSO, respectivamente).

= Incubador, Campana de flujo laminar.

= Frascos de cultivo celular (75 y 125 cc), Botellas estériles de vidrio pyrex (125, 500, mL)

= Tubos de centrifuga 15 mL y 50 mL estériles, centrifuga baja velocidad.

= pH metro y hematocitdmetro.

= Pipetas, Puntas micropipetas, Micropipetas, Micropipeta multicanal.

= Filtros Millipack 0,22 pum.

= Tubos eppendorf 1,5 mL.

= Placas de cultivo de 24 y de 96 pocillos.

= Contador de centelleo para placas de 96 pocillos, TOMTECH Harvester 96 ®.

= Portas de vidrio.

Reactivos

« Medio RPMI 1640: Medio libre de rojo fenol.

= Suero de ternera inactivado (FCS), Piruvato sédico (100 mM)

« Penicilina G so6dica (10 U/mL)-sulfato de estreptomicina (10 pg/mL

= Cloruro sédico, Cloruro potasico, fosfato sodico dibasico, fostato potasico monobasico.
« HCI 1 N, NaOH 1 M y NaHCO:;.

« PBS (Tampon salino-fosfato de Dulbecco, sin calcio ni magnesio).
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» Metanol, dimetil sulféxido (DMSO)

= Solucidén salina de Hanks (HBSS): [solucion salina tamponada de Hanks (1L) con NaHCO;
(0,35 ) (pH=7)],

« Azul tripan

» -*H-Timidina (0,5 pCi/mL, actividad especifica, 65 Ci/mmol)

« Liquido de centelleo y filtros Microbeta ™ (Wallac, Finlandia)

« TPA (400 uM)

« Soluciéon NBT-TPA [2 mg/mL NBT (azul nitro tetrazolio) y 1 ug/mL de TPA en PBS].

« Safranina O (0,3 % p/v en MeOH)

= Kit a-Naphtil acetato esterasa (esterasa no especifica, NSE) (91-A) y naphtol As-D
cloroacetato esterasa (esterasa especifica, SE) (91-C) (Sigma, St. Louis)

« Citrato acetona formaldehido

» Vitamina D5 (1,25-dihidroxi-colecalciferol) (10 M)

« Reactivo de Wright Giemsa.

Descripcion de la técnica:

Para ensayar la capacidad de las muestras para inducir la diferenciacion celular, se utilizo el

protocolo descrito por Suh y cols.(Suh et al., 1995).
-Preparacion de soluciones:

Medio de cultivo: El medio RPMI 1640 se suplementa con 10 % de CFS inactivado por calor

(50 mL), penicilina-estreptomicina (5 mL). Se conserva a 4°C.
-Cultivo celular:

La linea celular HL-60 fue cultivada en suspension a 37°C bajo atmosfera de CO, al 5% en
medio el medio de cultivo, renovando éste cada 3 dias, hasta que las células hayan alcanzado el 80%-
90 % de confluencia, momento 6ptimo para realizar el experimento. Las células son subcultivadas dos

veces por semana, aproximadamente, a la densidad de 2 x 10° células/mL.

Para el ensayo, las células HL-60 fueron diluidas a la concentracion de 1,2 x 10° células /mL (2

mL/pocillo) y preincubadas durante 18 horas en placas de 24 pocillos.
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-Preparacion e inoculacion de las muestras:

Las muestras a ensayar (extractos metanodlicos de Plantago spp. y compuestos aislados) se
disuelven en DMSO a la concentracion de 4 mg/ mL. Se afiaden 2 pLL de cada una de las muestras a los
2 mL de medio con células previamente preparado, por duplicado. Las concentraciones finales
ensayadas, en el caso de los extractos es 4 ug/mL, y para los compuestos, 4, 2, 1, 0.5y 0,25 pg/mL. La
concentracion final de DMSO en este ensayo ha de ser inferior a 0,1%. Los valores del control fueron
tratados s6lo con la misma concentracion de DMSO. Los ensayos se realizaron frente al patron

Vitamina D; (1,25-dihidroxi-colecalciferol) (10 M).
Las placas se incuban a 37°C bajo atmdsfera de 5% CO,, durante 4 dias.
Transcurrido este tiempo, se procede al analisis de las mismas.
-Medida de induccion de la diferenciacion:

Las células fueron analizadas para determinar en primer lugar, su viabilidad y proliferacion
celular, y a continuacion, el porcentaje que exhibe marcadores morfologicos, funcionales y enzimaticos
de las células diferenciadas, como la tinciéon con Wright Giemsa para apreciar la morfologia de las
células diferenciadas frente a las que no, el ensayo NBT (azul nitro tetrazolio), y la actividad NSE/SE

(esterasas no especifica/especifica).

1. Determinacion de la viabilidad celular (Coligan et al., 1995)

La viabilidad celular fue monitorizada mediante la exclusion de Azul Tripan. Para ello, las
suspensiones de células tras tratamiento (100 puL) son mezcladas con 250 pL de solucion de tripan blue
y 150 pL de HBSS incubando durante 5 minutos a temperatura ambiente realizando el contaje con un
hematocitometro bajo el microscopio de las células viables, (transparentes y refringentes) y de las que

no viables, (tefiidas de azul).
2. Determinacion de la proliferacion celular

El nivel de proliferacion celular de la linea HL-60 fue medido mediante la determinacion de la

incorporacion de [*H]timidina en el ADN.

Para ello, 100 pL de células tratadas se depositaron en una placa de 96 pocillos por duplicado,
afiadiéndose 100 puL [*H]timidina, y se incuban durante 16 horas a 37°C en una atmésfera de CO, al

5%. Transcurrido este periodo, las células fueron recuperadas en filtros de fibra de vidrio, utilizando
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TOMTEC Harvester 96°. La radiactividad de los filtros fue medida utilizando un contador de liquido

de centelleo (Microbeta™) tras la adicion del fluido de centelleo (expresado en desintegraciones por

(dpm de la muestra)
% Incorporacion de [*H] timidina = x 100
(dpm del DMSO)

minuto, dpm). Finalmente, el porcentaje de incorporacion de [*H]timidina por 10° células fue calculado

segun la siguiente formula:

3. Ensayos de diferenciacion celular:

Estos tres ultimos ensayos son realizados en portas, por lo que, en primer lugar, hay que
recuperar las células del medio. Para ello, las soluciones de las células (10° células) son centrifugadas a
2000 rpm durante 10 min, lavando por duplicado con PBS, y resuspendiendo el precipitado de células
en 100 uL de PBS. Se deposita una gota en los portas para el caso de NSE/SE y Wright Giemsa. Para

el ensayo NBT, se emplea el remanente de la solucion de células.
a) Determinacion de la morfologia celular:

Alicuotas de la suspension de células tratadas (100uL, 2 x 10° células/mL), fueron
utilizadas para preparar las muestras. Una vez depositadas las muestras en los portas, y
secadas, las preparaciones se fijaron en metanol 100% por 1 minuto y tefiido durante 3 min en
Wright-Giemsa en metanol. Las muestras se observaron al microscopio para detectar los
cambios morfoloégicos de la diferenciacion celular (descenso del radio nucleo/citoplasma,

presencia de granulos especificos, etc.)

b) Evaluacion de la reduccion de azul nitro tetrazolio (NBT):

Este ensayo fue empleado para evaluar la capacidad de las células tratadas con la
muestra para producir superéxido cuando son estimuladas con 12-O-decanoilforbol 13 acetato
(TPA). Una mezcla 1:1 (v/v) de suspension de células (10° células) y solucion TPA/NBT fue
incubado a 37 °C durante 1 hora. A continuacion, las células fueron depositadas en portas de
cristal y se tifleron las preparaciones con safranina O (0,3% p/v) en metanol. Las células
diferenciadas reducen NBT formandose depdsitos intracelulares de color negro-azulado
correspondiente al formazan, mientras que las no lo son, se tifien de color rojo-rosado. Las

muestras fueron examinadas al microscopio, realizando un contaje de al menos 200 células por
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muestra (en duplicado). Los resultados fueron expresados como porcentaje de células

diferenciadas frente al total.

¢) Evaluacion de la induccion de las esterasas no especifica y especifica (NSE/SE):

Los ensayos para la actividad de las enzimas a-naftil-acetato esterasa (esterasa no
especifica, NSE) y naftil-AS-D cloroacetato esterasa (esterasa especifica acida, SE), fueron
llevados a cabo utilizando kits citoquimicos de Sigma Chemical Co. (91-A y 91-C), y se
realizaron preparaciones en portas. Las células fueron examinadas al microscopio, realizando
un contaje de, al menos, 200 células por muestra (por duplicado). Las células diferenciadas
hacia monocitos son tefiidas de color negro, y para granulocitos, rojas. Las células no
diferenciadas se observan de color blanco. Los resultados fueron expresados como porcentaje

de células diferenciadas frente al total.

I11.6. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados han sido expresados como la media aritmética + desviacion estandar (M £ 9), y la
significacion de las diferencias entre las muestras ha sido evaluada utilizando ensayo de la varianza
ANOVA vy post-test de student-Newman-Keuls, considerandose significativo a partir de p<0,05, y en el

caso de la comparacion con controles, mediante el test de t-Student..

Los wvalores de ICsy fueron calculados utilizando el soporte informatico GraphPadPrism,
ajustando la curva a la ecuacion de regresion no lineal adecuada para cada ensayo (respuesta sigmoidal
dosis-respuesta o inhibicion de crecimiento). Los valores mostrados estan comprendidos en el rango

del 95% de intervalo de confianza.

177






El hombre se descubre cuando se mide con un obstdaculo.
A. Saint-Exupery.

IV.- RESULTADOS Y DISCUSION







1V. Resultados

IV.1. RENDIMIENTO DE LOS EXTRACTOS.

Seleccionado el método de extraccion, se obtuvieron los correspondientes extractos
metanolicos y n-hexanicos de cada especie. Los extractos metandlicos, fueron de color oscuro y
textura viscosa. Los extractos n-hexanicos, mostraron aspecto céreo, color verdoso excepto en P.

afra, de color amarillo palido.

Los rendimientos de los extractos obtenidos a partir de 50 = 1 g de material vegetal de

cada especie expresados en % (p/p) son mostrados en la tabla X.

Extractos (% p/p)
Metanolicos n-Hexanicos
P. afra 18,04 1,40
P. bellardii 15,96 0,53
P. coronopus 21,32 1,43
P. lagopus 19.46 2,93
P. lanceolata 29,13 1,56
P. serraria 24,17 2,54

Tabla X: Rendimiento de los extractos obtenidos.

IV.2. ENSAYOS CUALITATIVOS

Los extractos metandlicos y n-hexanicos, fueron estudiados por cromatografia en capa
fina (CCF) y reacciones coloreadas. A continuacion, se muestran en la figura 6 a) y b), algunas de
las CCF de los extractos metanolicos y n-hexanicos, en cromatofolios de Silicagel 60 Fps4, y
empleando como Fm, AcOEt: MeOH: H,O (80:5:5, 2 recorridos) para eluir los extractos
metanodlicos y n-Hex: AcOEt (8:2) para los extractos n-hexanicos. Las placas fueron reveladas

con Oleum.
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AcOEt: MeOH: H,0(80:5:5)
2 recorridos n-Hex:AcOEt (8:2)
Revelado con Oleum Revelado con Oleum

b
: 'a) A 688"

s 82 s d a9 5 .9

Pa Pb Pc Plz Pln Ps Pa Pb Pc Plg Pln Ps

Figura 6. a ) CCF de los extractos metandlicos; Fm, AcOEt: MeOH: H,0 (80:5:5); b) CCF de los
extractos n-hexdnicos;, Fm: n-Hex: AcOEt (8:2). Pa: P. afra; Pb: P. bellardii; Pc: P.

coronopus, Plg: P. lagopus, Pln: P. lanceolata; Ps: P. serraria.

IV.3. FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICO DE LOS EXTRACTOS.
DESCRIPCION DE LOS COMPUESTOS AISLADOS.

Tomando como referencia la revision bibliografica y los resultados obtenidos del estudio
cualitativo, seleccionamos para su fraccionamiento cromatografico los extractos metandlicos de

P. bellardii, P. lagopus 'y P. serraria.

1V.3.1. Extracto metandolico de P. bellardii.

IV.3.1.1. Resultados

El extracto metandlico fue cromatografiado en columna de silice (Columna B1), Partimos
de 3,20 g de extracto metanolico de P. bellardii, que una vez disuelto en metanol, fue mezclado
con silicagel 0,2-0,5 mm, formando una cabeza que se montd en una columna de vidrio de 3,50 x

50 cm. Los eluyentes utilizados fueron AcOEt/MeOH/H,0 (80:3:3; 80:5:5; 80:10:5) y MeOH.

Se recogieron 220 fracciones, de volumen comprendido entre 25 mL y 100 mL. Se
agruparon de acuerdo con su comportamiento en CCF. El revelado se realizdé con solucién de

AICl; y oleum.
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De las fracciones [45-62] cristalizé en metanol, un compuesto de color amarillo en forma
de agujas y que se organizaba en forma de estrella. Fue denominado como PBI1. La cantidad

aislada en estas fracciones fue (17,9 + 0,1) mg.

Realizamos una segunda columna en Sephadex LH20 (Columna B2) a partir de las
fracciones [8-15] de la columna B1, y se aislaron dos compuestos puros, PB3 y PB4, que no se
identificaron por obtenerse en cantidad insuficiente, unicamente detectamos su naturaleza

flavonoide para PB4.

La fraccién [16-38] se estudia cromatograficamente, y se realizan las columnas B3 y B4,
pero en ellas no se obtiene el compuesto PB2 en cantidad, por lo que optamos por realizar una
extraccion selectiva liquido-liquido a partir del extracto metandlico, en ampolla de decantacion
con disolventes de diferente polaridad (CLL,CH,, AcOEt, BuOH), obteniendo los extractos
correspondientes. Tras el estudio cromatografico de ellos, aislamos PB2 del extracto butandlico

por CC (Col. BS).

De la fraccion [111] de la columna B8, se consigui6 aislar un compuesto de color blanco,
de aspecto pulverulento, que fue denominado como PB2. La cantidad aislada en estas fracciones

fue 8,0 £ 0,1 mg.

A continuacion, se resume en un esquema el fraccionamiento cromatografico del extracto

metanodlico de P. bellardii.
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Columna B1
Ext°MeOH de P. bellardii: 3,20 g
Fs: Silicagel
Fm: AcOFt-MeOH-H.O (R0-5:5)

[1-7]  [8-15] [16-38] [39-44] [45-74] [75-112] [113-160] [161-184] [185-189] [190-204]
I PB3
PB1 + PB2 PB1 PB4 .
PBI [ -
Columna B3
Fracciones [16-38] PB5 —
Fs: Silicagel
Fm: AcOEt: MeOH: H,O (80:3:3)
Columna B2
Fracciones [8-15]
Fs: Sephadex LH 20 I I
Fm: MeOH: H,O (40:60) [1-6] [7-10] [11-25] [26-38] [39-41]
I
I I
[1-12] [13-19] [20-44] [45-51] [52-82] PB1
PB1+ PB2
PB3 PB4
Columna B4
Fracciones [11-25]
Ext®. MeOH F.s: Seph?dex LH 2.0
I
I I
Extraccion [17  [2] [3-9] [10-14] [15-20]
liquido-liquido |
Ext® C1,CH, (0,2 g)
PB2 PB1
Ext® AcOEt (0,2 g)
Ext® BuOH
ColumI1a B8
1,60 g ext°®

Fs: Silicagel
Fm: AcOEt:C1,CH, (8:2)

[103-109] [llr]

PB2
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Figura 7 : Cromatografia en capa fina (CCF) de diferentes fracciones obtenidas (CC) del extracto metandlico de
P. bellardii.
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Identificacion del compuesto PB1
El punto de fusion y los datos espectroscopicos del compuesto PB1 fueron los siguientes:
PF: 195t 1°C
UV Ansx (nm):
MeOH: 255, 264 sh, 299 sh, 357
MeONa: 270, 330, 410
AlCl5: 268, 297 sh, 370 sh, 401
AICI;+HCI: 272, 293 sh, 362 sh, 387
NaOAc (2min): 269, 331, 369 sh, 396
NaOAc (5-10 min): 269, 335 sh, 369 sh, 389
NaOAc + HBO; (proc. I) 258, 310, 376

Los valores de los desplazamientos quimicos de los espectros '"H-RMN ( MHz, DMSO-d¢) y
BC-RMN (MHz, DMSO-dg) se exponen en la tabla XI.

FAB-EM m/z (%): 633 (3,12%) (M'+Na")

254 l UV MeOH 268
uv ALC]3

264sh
357

401

370 sh

[ 299sh ]

297 sh

Figura 8: Espectros UV del compuesto PB1 en MeOH y con AICI;
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Genina

Azucar 1

Azhcar 2

POSICION H Bc
2 156.43
3 133.28
4 177.30
5 161.19
6 6,17 d 98.74
7 164.34
8 6,36 d 93.61
9 156.56
10 103.85
r 121.12
2’ 7,51d 116.25
3 144.76
& 148.47
5 6,82 d 115.21
6 7,54 dd 121.57
1 532t 101.22
2” 3,20d 76.44
3” 3,06 t 69.99
4 3,25d 75.89
5> 3,20d 74.07
6” 3,69db 66.98

330da
> 437 100.73
2 3,40 dd 70.36
3 3,30 dd 70.55
4 3,06t 71.84
57 3,30t 68.22
6> 0,97 d 17.71

Tabla XI: Desplazamientos quimicos de los espectros 'H-RMN (200 MHz, DMSO-d,) y *C-RMN (50

MHz, DMSO-d,5) del compuesto PB1.

187



1V. Resultados
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Figura 9: Espectros a) 'H-RMN y b) C-RMN del compuesto PBI.
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Identificacion del compuesto PB2
Los datos fisicos y espectroscopicos del compuesto PB2 fueron los siguientes:

PF: 163-164 °C

UV: MeOH): A max= 235 nm

Los valores de los desplazamientos quimicos de los espectros '"H-RMN ( MHz, DMSO-d¢) y
BC-RMN (MHz, DMSO-dg) se exponen en la tabla XII.

FAB-EM m/z (%): 411 (M"+Na")

IE-EM m/z (5): 209 (M'+H")

POSICION H e

Genina 1 4,90 dd 99.0
3 7,51 m 153,
4 108,0
5 2,57 20,5
6 2,28 31,2
7 5,90 dd 129,0
8 143,0
9 2,93 48,0
10 4,20 61,0
11 171,0
-CH,4 3,65 51,0
-OH 2,0

Aziicarl r 471d 99,0
2 3,20 dd 75,1
3 3,34t 73,0
q 3,63 dd 69,1
5 74,7
6 65,5

Tabla XII: Desplazamientos quimicos de los espectros 'H-RMN (200 MHz, DMSO-d,) y >C-RMN (50
MHz, DMSO-dg) del compuesto PB2.

189



1V. Resultados

i WJ'I w1

Figura 10: Espectros 'H-RMN del compuesto PB2.
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IV.3.1.2. Discusién de resultados
El PF y las reacciones coloreadas, orientan de la naturaleza de flavonoide del compuesto PB1.
PB1 presenta un espectro de masas (FAB) cuyo i6n molecular (M+Na)" se muestra a m/z 633 (por

tanto, M" = 610), correspondiendo con la férmula empirica: C27H30016

Su espectro UV es el tipico de un flavonol, con una banda I comprendida entre 352-385 nm
(A=357 nm) y una banda II con sobrehombro [A=255 nm, A=264 nm (sh)]. Este sobrehombro orienta

sobre la presencia de radicales hidroxilo en posiciones 3’ y 4’ en el anillo B.

La adicién de diferentes reactivos pone de manifiesto de la presencia/ ausencia de grupos
hidroxilo en la molécula. Con MeONa, al producirse un efecto batocromico en la banda I, indica la
posible existencia de hidroxilos en posiciones 3, 7y 4°, ya que este reactivo ioniza de forma preferente

a los radicales que se localizan en estas posiciones.

La adiciéon de AICI; revela hidroxilaciones en 3’ y 4°, debido al efecto batocrémico de la banda
I detectado tras la posterior adicién de HCl y en 5’ por la disminucion en la intensidad de la banda.
Esto es debido a que AICI; forma complejos estables en acido con los radicales 4-ceto-5-hidroxilo y 4-
ceto-3-hidroxilo, y complejos 1abiles con cualquier otro radical o-dihidroxilo. Por tanto, el efecto
batocromico resultante en la banda I representa el efecto combinado de ambos efectos. La adicion

posterior de HCI degrada los complejos labiles, produciendo un efecto hipsocrémico en la banda 1.

Con los dos tultimos reactivos, AcONa y AcONa+HBOj3, se confirma que el grupo hidroxilo en
posicion 7 estd de forma libre, al apreciarse un efecto batocrémico en la banda II. Esto es debido a que
este reactivo solamente es capaz de ionizar a los grupos hidroxilo mas acidos (7-OH) (Markham y

Mabry 1975).

La espectroscopia 'H-RMN se utiliza, en el caso de los flavonoides, para definir
principalmente las relaciones entre los protones de los anillos aromaticos, y, por tanto, sus
sustituciones, asi como para determinar el nimero de azucares y su modo de union a la genina. El
rango comprende 0-14 ppm. La parte del espectro que proporciona mayor informacion es la situada
entre 6 y 8 ppm. H-6 y H-8 generalmente aparecen en 6,0-6,4 y 6,3-6,9 ppm respectivamente (en el
caso de PBI, 6,17 y 6,36 ppm), localizando los anillos aromaticos por los dobles dobletes (de la
posicion 6°). También es util para identificar los azicares que se unen a la genina. Las sefiales de los
protones correspondientes a los azlcares aparecen entre 3-4 ppm, siendo caracteristica la sefial a 4,3

ppm del H-1 de ramnosa, y la unién es mediante enlace tipo B al mostrar un acoplamiento 7-8 Hz.
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En el espectro “C-RMN, se identifican el nimero de carbonos que contiene la molécula.
Ademas, proporciona informacion sobre los O- y C- heterésidos, los enlaces de union interglucosidicos

y la naturaleza y posicion de las funciones acidas.

Para los flavonoles y flavonas, las sefiales aparecen en el rango de 90-185 ppm Las sefiales
aparecen en funcion de la densidad electrdnica, asi, carbonos con baja densidad, como los carbonilos o
los carbonos aromadticos oxigenados, resuenan a bajo campo (130-185 ppm), mientras que los
hidrocarbonos y otros carbonos alifaticos, aparecen en campo alto, 0-110 ppm. La sefial del carbono

del grupo ceto en posicion 4 es caracteristica 169-183 ppm (en el caso de PB1, 177)

Mediante los datos obtenidos por RMN, COSY, relacion entre H vecinos, HCQC, relacion C-
H, se corrobora que la molécula posee dos aztlicares, siendo uno de ellos ramnosa y el otro glucosa. Se

detecta un acoplamiento a larga distancia entre posiciones 6 y 8.

Todos estos datos anteriormente descritos indican que el compuesto PB1 es un heterosido de flavonol,
que ha sido identificado como quercetin 3-O-f-glucosil-1-6-a-ramnosil también conocido como

quercetin-3-O-rutinoésido o rutina.

HO

Quercetin-3-rutinosido
(Rutina)
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1V. Resultados

Las reacciones coloreadas orientan de la naturaleza de iridoide del compuesto PB2. Este, en el
espectro de masas (FAB), muestra un i6n molecular (M+Na)" a m/z 411 (por tanto, M" = 388), y el
impacto de masas, (M+H)" a m/z 209 (dato que corresponde a la diferencia entre el i6n molecular del
FAB vy el peso molecular de una molécula de glucosa), por lo que el peso molecular de la genina es

209. La férmula empirica corresponde a una molécula C,7H;905.

El espectro UV de este compuesto en MeOH muestra una sola banda de absorcion a 235 nm,

orientandonos la relativa presencia de enlaces conjugados.

En el caso de la espectroscopia RMN, se revelan las posiciones de los C ¢ H mediante 'H-

13 , , , - . B i
RMN y “C-RMN, asi como que la molécula esta constituida por una genina y una molécula de azicar.

Todos estos datos experimentales, ademas de los bibliograficos, indican que el compuesto PB2

es un heterdsido de un iridoide, que ha sido identificado como genipésido.

COOCH,

X
(@)

HO H O%OH
HO OH

Genipdsido
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1V. Resultados

1V.3.2. Extracto metandlico de P. lagopus.
IV.3.2.1. Resultados

El extracto metanolico fue estudiado por CCF para la posterior separacion de sus componentes
por cromatografia en columna de silicagel.

Partimos de 4.5 g de extracto metanolico de P. lagopus, que una vez disuelto en metanol, fue
mezclado con silicagel 0.2-0.5 mm, formando una cabeza, que se montd en una columna de vidrio de
3.50 x 50 cm. Los eluyentes utilizados fueron acetato de etilo/ metanol/ agua (80:3:3; 80:5:5; 80:10:5)
y metanol.

Se recogieron 171 fracciones, de volumen comprendido entre 25 ml y 100 ml (a partir de la
fraccion 140). Se agruparon de acuerdo con su comportamiento en CCF. El revelado se realizd con

solucion de AICI; y 6leum.

Columna L1
Ext®° MeOH (4,5 g)
Fs: Silicagel
Fm: AcOEt: MeOH: H,O (80:3:3)

[1-37]1[38-53] [54-66] [67-80] [81-89]  [90-99] [100-149] [150-161] [162-169]  [170-171]
| | PL3 PL4
pL] PLI+PL2
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1V. Resultados

Figura 11 : Cromatografia en capa fina (CCF) de diferentes fracciones obtenidas (CC) del extracto

metandlico de P. lagopus.

195
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De las fracciones 38-53 cristalizé en agujas un compuesto de color amarillo claro. Los cristales
se disponian en forma de roseta o globulos. Se obtuvieron 43,6 = 0,1 mg por sucesivas
recristalizaciones en MeOH y fue denominado como PL1. La elucidacion estructural se realizd por

métodos espectroscopicos y constantes fisicas.

Identificacion del compuesto PL1

Los datos espectroscopicos y el punto de fusion del compuesto PL1 fueron los siguientes:

PF:260+1°C

UV Ansx (nm)
MeOH: 253, 264 sh, 347.
MeONa: 263, 391.
AlCl;5: 270, 329, 425.
AICI;+HCI: 272, 293 sh, 362 sh, 387.
NaOAc 2min.: 258, 315, 404.
NaOAc 5-10 min.: 258, 315, 404.

NaOAc + HBO; proc. I: 258, 315, 404.

Los valores de los desplazamientos quimicos de los espectros "H-RMN ( MHz, DMSO-dy) y
BC-RMN (MHz, DMSO-d) se exponen en la tabla XIII.

FAB-EM m/z (%): 449 (17%) (M'+H")
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POSICION 'H Ke
Genina 2 165
3 103 6.75
4 182
5 157
6 95 6.8d
7 163
8 100 6.5d
9 161
10 105
I 122 5.1d
2 154 7.44d
3 146
4 150
5 156 6.9d
6’ 119 7.5dd
Azucar 1 1 100
2” 73 3.2dd
3 77 3.3dd
4> 70 3.1t
57 78 3.4dd
6 61 3.7d
3.45dd

Tabla XIII: Desplazamientos quimicos de los espectros 'H-RMN (200 MHz, DMSO-dy) y *C-RMN (50

MHz, DMSO-dy) del compuesto PLI.
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UV MeOH

47

253
264

UV AICL+HCI

387 272
93

362

UV MeONA

3

263

UV NaOA¢ 2 min.

404

258

315

Figura 12: Espectros UV del compuesto PLI.

UV AlCL

425

270

320

UV NaOAct+HBO; Proc 1

157
372
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Figura 13: Espectros "H-RMN y *C-RMN del compuesto PLI.
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1V.3.2.2. Discusién de resultados

El PF y las reacciones coloreadas orientan de la naturaleza flavonoide del compuesto PLI1.
Presenta un espectro UV tipico de una flavona, con una banda I comprendida entre 304-350 nm
(A=347 nm) y una banda II con un sobrehombro (A=253 nm; sh A=264 nm). Este sobrehombro indica
la existencia de grupos hidroxilo en 3° y 4°. La A=253 nm de la banda II revela de otro grupo OH en
posicion 7.

La adicion de diferentes reactivos orienta otros posibles grupos hidroxilo en la molécula. Con

MeONa, deducimos la glicosilacion en posicion 7, al desaparecer el pico en 320-330 nm, y el efecto

batocromico en la banda I corrobora la presencia de OH en 4°.

Con la adicién de AICI; y HCI se pone de manifiesto la existencia de un grupo hidroxilo en 5,

debido al efecto batocrémico y la disminucion de la intensidad en la banda 1.

Con los dos ultimos reactivos, AcONa y AcONa+HBO;, confirmamos que el grupo hidroxilo
en 7 esta sustituido (por el efecto batocrémico que experimenta la banda I) y que el anillo B estd

dihidroxilado.

El espectro de masas (FAB) muestra el ion molecular (M+H)" a m/z 449 (por tanto, M™ = 448),
resultado que esta en concordancia con el peso molecular calculado para la genina (285) mas la hexosa

(163).

Los espectros RMN corroboran el tipo de unidon entre la genina y el azicar y se identifica el

tipo de azucar, glucosa.

Los datos espectroscdpicos anteriormente descritos asi como los bibliograficos, indican que el

compuesto PL1 es un glucésido de flavona, que ha sido identificado como luteolina-7-O-f-glucésido.

OH

OH O

Luteolina-7-O-p-glucosido
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1V.3.3. Extracto metandlico de P. serraria.

1V.3.3.1. Resultados

El extracto metanolico (3,86 g) de P. serraria, fue cromatografiado en Sephadex LH-20,

columna de vidrio de 3,50 x 50 cm. (Columna S1). El eluyente utilizado fue MeOH/H,O (40:60).

Se recogieron 42 fracciones, de 25 mL Se agruparon de acuerdo con su comportamiento en

CCF. El revelado se realiz6 con solucion de AICI; y oleum.

Realizamos una segunda columna en Silicagel (S2) (Fm: AcOEt/MeOH/ H,0O: 80:3:3) a partir
de las fracciones [19-30] de la columna S1. La fraccion [15-24] se estudia cromatograficamente en

Sephadex LH-20 (Columnas S3 y S4) y utilizando CI,CH,:MeOH (1:1) como fase movil.

A continuacion, se resume en un esquema del de aislamiento de los compuestos mayoritarios

en el extracto metanolico de P. serraria.
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Columna S1
Fs: Sephadex

Fm: MeOH: H,O (40:60)
Fracc: 25 mL

Ext® Metanolico
P. serraria

3,86 ¢

[19-30] [31-42]

PS1 + impurezas

Columna S2
Fs: Silicagel

Fm: AcOEt: MeOH: H,O (80:3:3)

Fracc: 25 mL

[15-24]

Columna S3
Fs: Sephadex
Fm: CI,CH,: MeOH (1:1)

[29-30]

PS1 +

mpurezas

Columna S4
Fs: Sephadex
Fm: CI,CH,: MeOH (1:1)

PJI

SRR AL LUl
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De las fracciones [29-30] de la columna S3 se aislé un compuesto de naturaleza no cristalina, y color

anaranjado, denominado PS1.

Identificacion del compuesto PS1.

Los datos espectroscopicos y el punto de fusion del compuesto PS1 fueron los siguientes:

PF: 145-149 °C

UV Apsx (Nnm)

MeOH: 220, 244 sh, 281, 313 sh, 330

Los valores de los desplazamientos quimicos de los espectros '"H-RMN ( MHz, DMSO-d¢) y
BC-RMN (MHz, DMSO-d,) se exponen en la tabla XIV.

FAB-EM m/z (%):(17%) (M'+H")
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POSICION 'H e
Radical Cinamoil 1 165,60
2 6,16 (d) 113,51
3 742 (d) 145,53
4 125,41
5 7,01 114,64
6 148,49
7 145,445
8 6,75 115,72
9 6,94 121,29
Radical Hidroxitirosol 1’ 3,9 (a) 70,149
3,6 (b)
2’ 2,7 74,453
3 34,93
4 6,61 116,25
5 143,48
6’ 144,93
7 6,63 115,41
8’ 6,48 119,44
Azucar central 17 4.4 102,24
2”7 3,2 74,45
3 3,7 79,01
4> 4,7 69,12
5 3,5 72,40
6’ 3,4 (a) 60,70 (T)
3,3 (b)
Azlcar 1’ 5,0 101,11
complementario 27 3,7 70,42 (D)
3 3,3 70,34
4 3,0 71,60 (D)
5 34 68,62
6> 0.9 18,04

Tabla XIV: Desplazamientos quimicos de los espectros 'H-RMN (200 MHz, DMSO-ds) y > C-RMN (50
MHz, DMSO-dy) del compuesto PS1.
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Figura 14: Espectros a) 'H-RMN y b) "C-RMN del compuesto PSI.
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I1V.3.3.2. Discusion de resultados.

El espectro UV muestra absorcion en el rango 230-330 nm. Este dato indica la naturaleza

fenolica del compuesto PS1, y la posesion de una insaturacion fuera del anillo aromatico.

EL espectro UV de ésteres fenilpropanoides azucarados muestran una banda de absorcion
maxima, en las regiones 290-300 y 325-345 nm, dependiendo de los sustituyentes de los radicales
cinamico y feniletilo. Generalmente, el radical fenilpropanoide de los conjugados cinamicos es el que
contribuye de forma significativa a la absorcion UV, de ahi que el espectro sea similar a los
correspondientes 4acidos cinamicos libres. Asi, se pueden diferenciar los diferentes acidos fenoles, ya
que cada uno presenta diferente absorbancia: 280-290 nm para cinamoil, 310-315 para p-cumaril, 320-
325 para feruloil y 330-335 para cafeoil. Ademas, los espectros de ésteres del acido cafeico y fertlico
normalmente muestran un hombro caracteristico sobre 295-300 nm. En el caso de PS1, al presentar A

max a 330 y sobrehombro a 313 nos orienta de que posee el radical cafeico.

En el caso del espectro '"H RMN, la presencia de residuos E-cinamoil muestra un par de
dobletes correspondientes al doble enlace en posicion o-3, sobre 6,15- 6,64 (H-2, =CH-CO) y 7,43-
7,81 (H-3, Ar-CH=) ppm, con una constante de acoplamiento de 16 Hz. En los ésteres feniletil
glicosidos, donde el doble enlace a-f3 es saturado, una sefial adicional aparece en la region 2,6- 4 ppm.
Como los dos protones en posicion 3 son equivalentes y resuenan alrededor de 2,60-279 ppm, se
desdoblan en un triplete por los dos hidrogenos en posicion 2 adyacentes. El H en posicién 1 no es
equivalente apareciendo su sefial en forma de multiplete alrededor de 3,5-3,95 ppm. En el caso de
ésteres cafeicos de glicosidos 3,4-dihidroxifeniletilo, se observan dos sistemas aromaticos en el
espectro, y las sefales de los protones del radical feniletilo, son normalmente de menor intensidad que

los correspondientes a la parte cafeica.

La formacion de enlaces de tipo éster induce sefales a bajo campo para los protones vecinos a
carbonos. El analisis de RMN de protones de conjugados del acido cinamico es normalmente dificil,
especialmente en el caso de complejos ésteres de glucdsidos de feniletilo, debido al extenso
solapamiento de sefiales. Por tanto, el uso de espectrometria de RMN a alto campo (300-400 MHz) y
técnicas doble dimension (2D HRMN homonuclear; correlacion con C) es necesario para una

asignacion inequivoca de las senales.

La asignacion de uniones estructurales se confirmaron mediante espectros en 2D (COSY,

CH.correlacion).
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La espectroscopia RMN C es muy util en la elucidacion estructural de conjugados cindmicos,
especialmente, en la determinacién de la posicion de union del cinamico y el residuo feniletilo del

radical de carbohidrato del fenilpropanoide.

La glicosilacion de un grupo hidroxilo de un azucar induce un efecto bajo campo de 5-10 ppm
en la sefial del carbono unido a él. En el caso de C-6, estd acompafiado por un efecto a alto campo del
C-5 de 1.5-2.7 ppm. Una mayor confirmacion sobre la posicion de la glicosilacion puede obtenerse tras
preparaciones con derivados acetilados, donde todos los carbonos originalmente poseen radicales

hidroxilo libres se mueven a mayor campo sobre 1.5-4 ppm en el espectro.

Los datos espectroscopicos anteriormente descritos indican que el compuesto PS1 es un

derivado glucosilado fenilpropanoide, que ha sido identificado como verbascésido o actedsido.

HO—5 2™

Verbascosido
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IV.4. DETERMINACIONES COLORIMETRICAS.

1V.4.1. RESULTADOS
-DETERMINACION DE FENOLES TOTALES

Esta técnica esta basada en el método de Folin-Ciocalteu, que se basa en la capacidad de los
fenoles para reaccionar con agentes oxidantes. El reactivo de Folin-Ciocalteu contiene molibdato y
tungstato sddico, que reaccionan con cualquier tipo de fenol formandose complejos fosfomolibdico-
fosfotugstico (Peterson, 1979). La transferencia de electrones a pH basico reduce a los complejos
fosfomolibdico fosfotugstico dando lugar a cromoégenos de color azul intenso, siendo proporcional este

color al nimero de grupos hidroxilo de la molécula (Bray y Thorpe 1954; Julkunen-Tiitto, 1985),

La absorbancia del color azul producido se mide con el espectrofotdmetro a 750 nm. El
contenido de fenoles de cada extracto es expresado como % de fenoles en extracto y mg/g de peso seco
de la planta, como media + desviacion estandar (M * 9) (n=3) (tabla XV y figura 16), basandose en la
curva de calibrado del patron, acido protocatéquico, de ahi que se utilice el término “unidades de acido

protocatéquico equivalentes” (UAP) por gramo de extracto o materia vegetal desecada.

El patrén seleccionado fue acido protocatéquico, (acido 3,4-dihidroxibenzoico), al ser mas
similar a los radicales orto-dihidroxi de los flavonoides aislados asi como de los heterdsidos
fenilpropanoicos, en lugar de utilizar acido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzoico) que es empleado en

bibliografia.

La curva de calibrado fue realizada empleando concentraciones seriadas de acido protocatéquico
comprendidas en el rango 0,02-0,002 mg/mL (n=6) por triplicado. Los valores de absorbancia
obtenidos (U.A) fueron representados frente a la concentracion final ensayada (mg/mL), ajustandose
los puntos a la recta mediante el método de los minimos cuadrados, comprobando el rango de
concentraciones que cumplia la linealidad (0,012-0,002 mg/mL, R*= 0,9981). La ecuacion de la recta
resultante (y = 116,61x - 0,0076) (figura 15) fue empleada para el posterior calculo de la concentracion

de fenoles para los extractos y en planta desecada (tabla XV y figura 16).
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UA

R? = 0,9981

y = 116,61x - 0,0076

0,002

0,004

0,006

0,008

[Fenoles] (mg/mL)}

0,012 0,014

Figura 15: Curva de calibrado para la determinacion de fenoles.

P. lanceolata
P. serraria

4,84+0,39*
8,54 +0,53"

7,11+ 0,37 ¢
544+0,32°
8,16+ 045"
16,83 + 0,88 ¢

8,73+0,71°
14,48+ 0,89 °
15,16+ 0,79
10,59 + 0,62 *
23,77+1,33"
40,67 2,12 ¢

Tabla XV: Contenido en fenoles totales de los extractos metanolicos de Plantago spp. Los resultados se
expresan como (M= 6, n=3).Los valores con distinto superindice para cada columna, son

significativamente diferentes entre si (ANOVA- test Newman-Keuls, p<0,05).
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Figura 16: Porcentaje de fenoles totales en los extractos metandlicos y mg de fenoles/ g planta de

Plantago spp.
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Los resultados obtenidos (tabla XV y figura 16) fueron comparados realizando un estudio
estadistico mediante ANOVA test de student-Newman-Keuls, p<0,05, mostrando que el extracto
metandlico de P. serraria es significativamente diferente al resto (p< 0,001). El orden de los extractos,
de mayor a menor, indicando entre paréntesis si la diferencia es significativa con respecto a la especie

que le prosigue, es el siguiente:

P. serraria (p< 0,001)> P. bellardii (n.s.)> P. lanceolata (p< 0,05) > P. coronopus (p<0,01) >
P. lagopus (n.s) > P. afra.

Y al comparar el contenido de fenoles totales por g de planta, el orden y la significacion

estadistica es:

P. serraria (p< 0,001)> P. bellardii (n.s.)> P. lanceolata (p< 0,01) > P. coronopus (p< 0,01) >
P. lagopus (n.s) > P. afra.

-DETERMINACION DE FLAVONOIDES TOTALES

La determinacion de flavonoides fue realizada seglin la técnica de Lamaison (Lamaison y

Carnat 1990).

Las curvas de calibrado fueron calculadas empleando diferentes concentraciones de dos
flavonoides de referencia, luteolina-7-glucosido para P. afra, P. coronopus, P. lagopus, P. lanceolata,

mientras que para P. bellardii, rutina.

Las curvas de calibrado fueron realizadas empleando concentraciones seriadas del flavonoide
correspondiente comprendidas en el rango 100-3,12 pg/mL por cuadruplicado. Los valores de
absorbancia obtenidos fueron representados frente a la concentracion final ensayada, ajustandose los
puntos a la recta mediante el método de los minimos cuadrados, comprobando el rango de
concentraciones que cumplia la linealidad. Las ecuaciones de la recta resultantes fueron empleadas
para el posterior calculo de la concentracion de flavonoides para los extractos. Para verificar la
precision del método, se midieron concentraciones conocidas (diferentes de las constituidas por la
curva de calibrado) de los patrones y se calcul6 el rendimiento siguiendo la ecuacion de la recta. Las
concentraciones ensayadas fueron 200 y 60 ug/mL (por cuadruplicado), el rendimiento se expresa

como el promedio de éstos valores.
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Luteolina-glucdsido Rutina
Ecuacién recta R’ Rendimiento (%) Ecuacion recta R’ Rendimiento (%)
y=0,0302x- 0,076 | 0,9941 98,05 +£5,22 y=0,0149x + 0,0226 | 0,9986 109,4

Los resultados obtenidos para las muestras fueron:

‘Extractos % flavonoides en extractos

P. serraria

1,124 0,05
2,71+ 0,05
1,05+0,04*
3,09 +0,08°
1,24 + 0,03 ¢
0,69 + 0,09

mg flavonoides totales/g planta seca

T

2,13£0,09*
4,274 0,04 "

6,01 +0,16 ¢
3,61+ 0,08 ¢

2,254 0,08 * |

1,68+0,23°¢

Tabla XVI: Contenido en flavonoides totales de los extractos metandolicos de Plantago spp. Los resultados se
expresan como (M=% 6, n=3) Los valores con distinto superindice, para cada columna, son significativamente
diferentes entre si (ANOVA- test Newman-Keuls, p<0,05).

3.5

3.0

N % Flavonoides

N ¢ flavonoides/g planta

% Flavonoides en extractos

P. afra

P. bellardii P. coronopus P. lagopus

ejue[d 3/soprouoaseyj Sw

P. lanceolata P. serraria

Figura 17: Porcentaje de flavonoides totales en los extractos metandlicos y mg de flavonoides/ g de planta de

Plantago spp .

Los resultados obtenidos (tabla XVI y figura 17) para cada especie fueron comparados

realizando un estudio estadistico mediante ANOVA test de student-Newman-Keuls, p<0,05, mostrando
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que el extracto metanolico de P. lagopus es significativamente superior al resto (p< 0,001). El orden de
los extractos, de mayor a menor, indicando entre paréntesis si la diferencia es significativa con respecto

a la especie que le prosigue, es el siguiente:

P. lagopus ( p< 0,001)> P. bellardii (p>0,001.)> P. lanceolata (p< 0,05) > P. afra (n.s.) > P.
coronopus (p<0,001) > P. serraria
Y al comparar el contenido de flavonoides totales por g de planta, el orden y la significacion

estadistica es:

P. lagopus ( p< 0,001)> P. bellardii (p>0,001.)> P. lanceolata (p< 0,001) > P. coronopus
(n.s.) > P. afra (p<0,001) > P. serraria

- DETERMINACION DE FENILPROPANOIDES TOTALES

La determinacion de fenilpropanoides fue llevada a cabo mediante la técnica de Arnow (1937).

La curva de calibrado fue realizada empleando concentraciones seriadas de verbascosido
(fenilpropanoide aislado) comprendidas en el rango 20-0,31 pg/mL por triplicado (n=7). Los valores de
absorbancia obtenidos fueron representados frente a la concentracion final ensayada, ajustandose los
puntos a la recta mediante el método de los minimos cuadrados, comprobando el rango de
concentraciones que cumplia la linealidad (10-0,31 pg/mL, R*= 0,9963). La ecuacion de la recta
resultante, y = 11674x-0,0301, fue empleada para el posterior calculo de la concentracion de

fenilpropanoides en cada uno de los extractos.

Los resultados obtenidos para las muestras fueron:

Extractos % fenilpropanoides en extractos mg de fenilpropanoides/g planta desecada
P. afra 2,15+ 0,03 * 3,88 + 0,06 *
P. bellardii 3,62+0,13° 5,78+0,21°

P.coronopus 2,45+0,20 ¢ 522+042°

P. lagopus 1,38 £0,03 ¢ 2,70, + 0,06 °

P. lanceolata 2,18+ 0,06 4,40+0,13*

P. serraria 7,17+0,85°¢ 17,34 +2,06 ¢

Tabla XVII: Contenido en fenilpropanoides totales de los extractos metandlicos de Plantago spp. Los resultados

se expresan como (M #+ 6, n=3). Los valores con distinto superindice, para cada columna, son significativamente
diferentes entre si (ANOVA- test Newman-Keuls, p<0,05).
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Figura 18: Porcentaje de fenilpropanoides totales en los extractos metandlicos y mg de

fenilpropanoides/g de planta de Plantago spp.

Los resultados obtenidos (tabla XVII y figura 18) fueron comparados realizando un estudio
estadistico mediante ANOVA test de student-Newman-Keuls, p<0,05, mostrando que el contenido de
fenilpropanoides totales del extracto metandlico de P. serraria es significativamente diferente al resto
(p< 0,001). El orden de los extractos, de mayor a menor, indicando entre paréntesis si la diferencia es

significativa con respecto a la especie que le prosigue, es el siguiente:

P. serraria ( p< 0,001)> P. bellardii (p< 0,01)> P. coronopus (p< 0,05) > P. lanceolata (n.s.)
> P. afra (p< 0,05) > P. lagopus. P lagopus es significativamente diferente a P. bellardii (p<0,01)y P.
coronopus (p<0,05).

Y al comparar el contenido de fenilpropanoides totales por g de planta, el orden y la

significacidn estadistica es:

P. serraria ( p< 0,001)> P. bellardii (n.s.)> P. coronopus (n.s.) > P. lanceolata (n.s.) > P.
afra (n.s.) > P. lagopus. P lagopus es significativamente diferente a P. bellardii (p<0,01) y P.
coronopus (p<0,05).
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- DETERMINACION DE IRIDOIDES TOTALES.

La determinacion cuantitativa de iridoides fue realizada segun diferentes técnicas, vainillina

etandlica, reactivo de Trim-Hill, y AcOH:HCI (1:1).

Las curvas de calibrado fueron realizadas empleando concentraciones seriadas de aucubina por
triplicado (n=6). Los valores de absorbancia obtenidos para cada método fueron representados frente a
la concentracion final ensayada, ajustindose los puntos a la recta mediante el método de los minimos
cuadrados, comprobando el rango de concentraciones que cumplia la linealidad. Las ecuaciones de la
recta resultantes fueron empleadas para el posterior calculo de la concentracion de iridoides,
expresados como aucubina, para los extractos. En la tabla XVIII, se muestran el rango de
concentraciones ensayadas, el rango que cumple la linealidad, las ecuaciones de las rectas obtenidas asi

. .y . 2
como el coeficiente de regresion lineal, R”.

Método Rango concentraciones ensayadas Linealidad Ecuacioén curva R’

Vainillina 21,70-0,70 pg/mL 10,90-1,40 ug/mL | y=52,467x-0,0375 | 0,9971

Trim-Hill 48,80- 4,90 pg/mL 39,00- 4,90 ug/mL y=9,5121x + 0,996
0,0104

Tabla XVIII: Ecuaciones de las rectas de calibrado obtenidas para cada reactivo.

Los resultados obtenidos para las muestras, expresados como porcentaje de iridoides en
extractos y mg de iridoides (aucubina)/ g de planta se muestra en la tabla XIX y figuras 19 y 20 (M9,
n=3)

I Extractos % Iridoides(aucubina) en extractos mg iridoides(aucubina)/g planta seca I

Vainillina etandlica Reactivo Trim-Hill | Vainillina etanélica  Reactivo Trim-Hill

P. afra 0,97 £ 0,05 * 0,95+ 0,06 * 1,75+ 0,10 * 1,72+0,11*

P. bellardii 0,59 £ 0,02 ° 4,63+£1,16° 0,94 £ 0,02° 7,39+1,02°

P. coronopus 0,32+0,01° n.d. 0,67 +0,02 ¢ n.d.

P. lagopus 0,66 £ 0,01 ° 0,83 +£0,01° 1,29+ 0,02 ¢ 1,61+ 0,03°

P. lanceolata 0,38 £ 0,03 ¢ n.d. 1,09 £ 0,09° n.d.

P. serraria n.d. n.d n.d. n.d

Tabla XIX: Contenido en iridoides de los extractos metandlicos de Plantago spp. determinado mediante el
empleo las dos técnicas. Los resultados mostrados se expresan como (M= 6, n=3). Los valores con distinto
superindice, para cada columna, son significativamente diferentes entre si (ANOVA- test Newman-Keuls,
p<0,05). n.d.: No detectado.
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Figura 19: Porcentaje de iridoides totales en extractos metandlicos de Plantago spp, empleando dos reactivos.
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Figura 20: mg de iridoides / gramo de planta.

Los resultados obtenidos (tabla XIX y figuras 19 y 20) fueron comparados realizando un
estudio estadistico mediante ANOVA test de student-Newman-Keuls, p<0,05. A continuacion, se
muestra el orden de mayor a menor, del contenido en iridoides de los extractos metandlicos de

Plantago spp, indicando si la diferencia es significativa con respecto al que le prosigue.

-Vainillina:

P. afra (p< 0,01) > P lagopus (p< 0,01) >P. bellardii (p< 0,001) >P. lanceolata (p<0,05)> P.
coronopus. En P. serraria no se detectaron iridoides por este método.

-Trim-Hill:

P.bellardii (p< 0,001)> P. afra (n.s.)> P. lagopus. En el resto de los extractos,
correspondientes a P. coronopus, P.lanceolata y P. serraria, no se detectaron iridoides empleando este

reactivo.
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Y si se compara el contenido de iridoides totales /g de planta, el orden y significacion

estadistica es:
-Vainillina:

P. afra (p< 0,001) > P lagopus (p< 0,01) >P. lanceolata (p< 0,5) >P. belllardii (p<0,001)>

P. coronopus.
-Trim-Hill:

P.bellardii (p< 0,001)> P. afra (n.s.)= P. lagopus.
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Reacciones coloreadas:

Determinacion de Fenilpropanoides: Reactivo de Arnow

Verbascosido + R. Arnow Extractos + R. Arnow

Determinacion de Iridoides: Reactivo de Trim-Hill

Aucubina + R. Trim-Hill Extractos + R. Trim-Hill

Determinacion de Iridoides: Reactivo de Vainillina etanolica

T i | R T T —

Aucubina + R. Vainill Extractos + R. Vainill.

Figura 21: Diferentes reacciones coloreadas. Pa, P. afra; Pb, P. bellardii; Pc, P. coronopus; Plg, P. lagopus;

Pin, P. lanceolata; Ps; P. serraria.
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Figura 22: Representacion grdfica de los resultados del estudio colorimétrico de los extractos metandlicos de

Plantago spp.
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IV.5. DETERMINACIONES CROMATOGRAFICAS (HPLC).

Se cuantificaron los dos flavonoides (luteolina-7-glucosido y rutina) y el fenilpropanoide,

verbascosido, aislados de los extractos de Plantago spp.

a) Optimizacién de las condiciones de separacion.
La eleccion de las condiciones de experimentacion se fundamentd en la necesidad de obtener

cromatogramas con una resolucién mayor de picos adyacentes.

Se probaron diferentes mezclas de agua y metanol como fase movil, asi como el tipo de
elucién (en gradiente e isocratico), y el empleo de diferentes dcidos en la fase acuosa, para reducir la
ionizacion de los grupos fenoles. Finalmente, las condiciones experimentales seleccionadas fueron:
elucion isocratica agua (5% acido formico):metanol (70:30 o 74:26) y con flujo de 0,8 mL/min. al

conseguirse una mejor resolucion del par critico luteolina-7-glucésido-rutina.

Se verifico que los extractos no poseian las geninas correspondientes a los flavonoides

aislados, por lo que el tiempo de analisis se redujo a aproximadamente, 20-25 min.

Los cromatogramas fueron regirstrados a A= 340, al ser una longitud de onda en la que

absorben tanto verbascosido como los dos flavonoides.

Bajo estas condiciones, verbascoésido, eluye a tg=7,1-7,3 min, luteolina-7-glucésido, a tg=10,9

min, y rutina a tg=12,3 min aprox. (figura 24).

b) Ecuaciones de regresion
El analisis de regresion lineal para cada uno de los compuestos fendlicos fue realizado
mediante el método de estandar externo, empleando diferentes diluciones de una mezcla constituida
por los tres compuestos a analizar (diluciones seriadas 1:2 iniciando con 500 pg/mL), representando el
area del pico de cada analito frente a la concentracion. Los resultados obtenidos se muestran en la
tablaXX, donde se expresa, el rango de linealidad , la ecuacion de la recta ajustada por el método de los
minimos cuadrados, donde “y” es el area del pico y “x” es la concentraciéon de cada compuesto; el

. ., . 2 ;. .y . <y
coeficiente de regresion lineal R”, el limite de deteccion y cuantificacion a 340 nm, para cada uno de

los compuestos.
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Verbascosido Luteolina glucosido Rutina
n 8 8 8
Rango concentraciones (p1g/mL) 500-3,90 500-3,90 500-3,90
Ecuacion recta y=32030x-56372 | y=37201x + 433427 | y=73526x- 281837
R’ 0,9974 0,9982 0,9998
Limite deteccion (LOD) (ug/mL) 13,94 13,76 3,88
Limite cuantificacion (LOQ) (ug/mL) 69,27 41,85 11,80

Tabla XX:.Relacion lineal entre el area de pico y concentracion (n=8). En la ecuacion de regresion lineal, x se
refiere a la concentracion de cada compuesto (ug/mL), y el drea del pico, y R’, el coeficiente de
correlacion lineal de la ecuacion.

¢) Ensayo para determinar la adecuacion del sistema.
El ensayo de rendimiento o recuperacién de cada uno de los compuestos fue llevado a cabo
mediante la adicion de patrones (a concentraciones conocidas, en diferentes rangos de la curva) a
soluciones de extractos. El rendimiento medio para cada uno de los compuestos se muestra en la tabla

XXI.

Concentracion Rendimiento (%)
(ng/mL) Verbascdsido Luteolina glucosido Rutina
50 97-98 98,3-98,7
100 105 88 98
400 94,5 88-98 80

Tabla XXI: Rendimiento obtenido de los diferentes compuestos en las condiciones experimentales descritas.

El ensayo de precision fue realizado mediante la adicién de la misma muestra cinco veces,
mostrando que la desviacion estandar relativa del area de pico para cada muestra era: <6%, valor
incluido en el rango exigido por la IUPAC y Comision ICH para considerar un método analitico

valido.

En el caso de la prueba de estabilidad, las muestras fueron analizadas durante 3 dias
consecutivos, viendo que los analitos eran estables durante este periodo almacenados a —20 °C en

metanol.

d) Aplicacion
Un volumen de 10 pL de cada una de las muestras (extractos metanolicos) fue inyectado en el
sistema. Los picos obtenidos en el cromatograma fueron identificados comparando el tiempo de

retencion con los patrones, asi como mediante el método de la adicion interna, es decir, afadiendo una
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concentracion conocida de patrones a cada muestra y calculando la diferencia de area entre los picos

antes y después de la adicion.

El contenido de los tres compuestos en las muestras fue calculado empleando las rectas de
regresion previamente mostradas. Los porcentajes de cada compuestos para cada una de las muestras,
expresados como porcentaje en cada extracto y como contenido en mg / g de planta desecada, se
muestran en las tablas XXII y XXIII..y figura 23. Las determinaciones fueron realizadas por

duplicados durante 3 dias consecutivos, (M % J).

Contenido (% en extracto)

Muestras
Verbascdsido Luteolina-glucésido Rutina

P. afra 2,67+0,27° n.d. n.d

P. bellardii 5,57+0,56* n.d. 1,80 £ 0,29
P. coronopus 4,12+1,01° n.d. n.d.

P. lagopus 1,46 +045° 3,33+£0,07* n.d.

P. lanceolata 4,16+1,31* 1,37+0,25" n.d.

P. serraria 21,18+ 6,11° n.d n.d.

Tabla XXII: Contenido en verbascosido, luteolina-7-glucosido y rutina de los extractos metandlicos de Plantago
spp. Los resultados mostrados se expresan como (M= 6, n=3). Los valores con distinto superindice, para cada
columna, son significativamente diferentes entre si (ANOVA- test Newman-Keuls, p<0,05). n.d.: No detectado.

Contenido (mg/g planta seca)

Muestras
Verbascdsido Luteolina-glucésido Rutina

P. afra 4,82 + 0,50 n.d. n.d

P. bellardii 8,88+ 0,89 n.d. 2,86 + 0,46
P. coronopus 8,78+ 2,16 n.d. n.d.

P. lagopus 2,83 + 0,88 6,48 + 0,14 n.d.

P. lanceolata 12,12 + 3,82 4,01 +0,73 n.d.

P. serraria 51,19 £ 14,77 n.d n.d.

Tabla XXIII: Contenido en verbascosido, luteolina-7-glucésido y rutina en la planta desecada.
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Figura 23: Porcentajes de a) verbascosido, b)luteolina-7glucosido y c) rutina en extractos metandlicos de

Plantago spp y mg/g planta desecada.
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Figura 24: Cromatogramas por HPLC de extractos metandlicos de Plantago spp, A=340 nm
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-Aucubina y geniposido.
a) Optimizacién de las condiciones de separacion.

La eleccion de las condiciones de experimentacion, en este caso, fue basada en la necesidad de
detectar ambos compuestos, ya que presentan una absorcién en el UV muy baja, (geniposido, Amax=
235 nm, aucubina, Amax= 215-205). En el caso de aucubina, la fase Optima elegida fue
agua:acetonitrilo (98:2). En el caso de geniposido, no logramos hacer un cuantitativo, al carecer de

cantidad para la recta de calibrado, aunque si pudimos identificar el pico en los extractos.

b) Ecuaciones de regresion
El analisis de regresion lineal para cada uno de los compuestos terpénicos fue realizado
mediante el método de estandar externo, empleando diferentes diluciones de aucubina, representando
el area del pico de cada analito frente a la concentracion. Los resultados obtenidos se muestran en la
tabla XXIV, donde se expresa, la ecuacion de la recta ajustada por el método de los minimos
cuadrados, donde x es la concentraciéon de cada compuesto, e y el area del pico; el coeficiente de
regresion lineal R% el rango de linealidad,, el limite de deteccion y cuantificacion detectado a 205 nm,

para aucubina.

Aucubina
n 8
Rango concentraciones ensayado (ug/mL) 2000-15.62
Ecuacion recta y=4386.3x + 63443
R’ 0,9994
Limite deteccion (LOD) (ug/mL) 61,12

Tabla XXIV:.Relacion lineal entre el area de pico y concentracion (n=8). En la ecuacion de regresion lineal, x
se refiere a la concentracion de cada compuesto (ug/mL), y. el drea del pico, y R, el coeficiente de
correlacion lineal de la ecuacion.

¢) Ensayo para determinar la adecuacion del sistema.
El ensayo de rendimiento o recuperacion de cada uno de los compuestos fue llevado a cabo
mediante la adicién de patrones (a diferentes concentraciones conocidas, en diferentes rangos de la

curva) a soluciones de extractos. El rendimiento medio para aucubina fue del 98.5 %

En el caso de la prueba de estabilidad, las muestras fueron analizadas durante 3 dias
consecutivos, viendo que los analitos eran estables durante este periodo almacenados a —20 °C en

metanol.
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d) Aplicacion

Un volumen de 10 pL de cada una de las muestras (extractos metanolicos) fue inyectada en el

sistema. Los picos obtenidos en el cromatograma fueron identificados comparando el tiempo de

retencion con el patron, asi como mediante el método de la adicion interna, es decir, afiadiendo una

concentracion conocida de aucubina a cada muestra y calculando la diferencia de area entre los picos

antes y después de la adicion.

El contenido de los dos compuestos en las muestras fue calculado empleando las rectas de

regresion previamente mostradas. Los porcentajes de cada compuestos para cada una de las muestras,

expresados como % de aucubina en extractos y contenido en mg por g de planta seca, se muestran en la

tabla XV y figura 25. Las determinaciones fueron realizadas por duplicados durante 3 dias

consecutivos.
— - |
Muestras % Aucubina en extractos mg aucubina/g planta
P. afra 0,31+£0,24" 0,56 + 0,45
P. bellardii 1,42+£0,25" 2,27 + 0,40
P. coronopus n.d. n.d.
P. lagopus 1,95 + n.s.” 3,79 £ n.s
P. lanceolata 1,65+ 0,18 ¢ 4,82 + 0,53
P. serraria 0,21 + 0,05 0,50 + 0,12°

Tabla XV: Contenido en aucubina de los extractos metandlicos de Plantago spp.. Los resultados mostrados se
expresan como (M+ 6, n=3). Los valores con distinto superindice, para cada columna, son
significativamente diferentes entre si (ANOVA- test Newman-Keuls, p<0,05). n.d.= no detectado.”:
Elvalor obtenido es inferior al LOD.

i |
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Figura 25: Porcentajes de aucubina en extractos metandlicos de Plantago spp.
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IV.6. ENSAYOS DE QUIMIOPREVENCION

IV.6.1. ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
IV.6.1.1. Resultados

-Actividad antirradicalaria frente al DPPH

a)Ensayo cualitativo.
Los extractos metandlicos de las diferentes especies de Plantago fueron cromatografiados en
capa fina con diferentes fases moviles y reveladas con una soluciéon de DPPH (1,1-difenil-2-

picrilhidracilo).

Como se muestra en la figura 26, todos los extractos de Plantago spp. muestran poseer algiin

compuesto con capacidad antioxidante.

Figura 26 : Cromatograma (CCF) de extractos metandlicos de Plantago spp. (Fm: BuO:H 20: acido acético
60:35:15). Revelador: Solucion al 0,2 % de DPPH en metanol.

b) Ensayo cuantitativo.

La actividad antirradicalaria fue valorada por colorimetria a A=540 nm mediante reaccion de
las muestras disueltas en MeOH o DMSO con el radical libre 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo (DPPH") en
placas de 96 pocillos tras incubar durante 30 minutos. Fue comparada con el control disolvente, (0% de

actividad antirradicalaria) y, ademas, se hizo un ensayo paralelo con acido ascorbico como patron.

Los datos obtenidos (tabla XXVI) fueron representados graficamente (figura 27), en abscisas
concentracion de las muestras ensayadas y en ordenadas, el promedio del porcentaje de reduccion del
radical DPPH de cuatro ensayos realizados, calculando la ICs, (concentracidon necesaria para reducir al

50% el radical DPPH) (tabla XX VIl y figura 28).
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La diferencia significativa entre grupos en cada ensayo fue realizado mediante ANOVA test de

student-Newman-Keuls, p<0,05.

| Concentracion de % Inhibicion del radical DPPH |

extractos (pg/mL) P.afra P. bellardii | P. coronopus | P. lagopus | P. lanceolata | P. serraria
1000 90,72 £ 0,67 90,30 £ 0,75 | 89,61 +1,94 |88,16+2,05 |90,49+3,75 |91,30+0,37

333,33 90,03 £0,41 [90,63 +£0,44 |90,79+0,82 |[91,12+0,66 |91,33£0,26 |91,87+£0,47

111,11 61,55+4,34 190,39 +0,35 |89,41+0,62 |88,65+0,53 |89,76+0,44 |91,87£0,18

37,04 24,09+ 1,82 70,37 £8,21 |34,82+3,26 |48,75£6,76 |49,40+6,41 |90,84 £ 0,40

12,34 5,73+£2,14 |24,67+3,47 |11,34+237 |21,52+3,48 |23,84+6,20 |53,95%1,05

4,12 225+589 |[8,68+282 [556+246 13,27+439 |14,71£542 |35,22+432

1,37 -1,17+£3,77 |541£492 4961272 0,74 £4,75 10,85 £ 4,73 |23,95+3,97

Tabla XXVI: Actividad antirradicalaria de los extractos metandlicos de Plantago spp, expresados como (M2 ¢,

n=3).
100 -
a
o 75-
2 —=— P, afra
) .
'S 50- —— P, bellardii
2 —— P. coronopus
£ —e— P. lagopus
e 25-
° —eo— P. |anceol ata
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1 10 100 1000
[ext®] pg/ mL

Figura 27: Curvas dosis-respuesta (% inhibicion DPPH)
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Extractos metandlicos | ICs, (ug/mL)

P. afra 85,22 +7,56°
P. bellardii 23,70 £2,99°
P. coronopus 47,43 +3,42°
P. lagopus 31,31 +£5,55°

P. lanceolata 30,86 +4,66°

P. serraria 7,60+ 0,46 ¢

Tabla XXVII: Valores de ICsy (1g/mL) de los extractos metandlicos de Plantago spp, expresados como(M= 6,
n=3). Los valores con distinto superindice, para cada columna, son significativamente diferentes
entre si (ANOVA- test Newman-Keuls, p<0,05).
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Figura 28: Representacion grdfica de los valores de ICsg (M £ 6 en pg/mL, n=3)

Los compuestos aislados se ensayaron en idénticas condiciones experimentales que para el
caso de los extractos. Todos los valores son expresados como M = 5, n=3. En la figura 29 se muestran
los % de inhibicion frente al DPPH a las diferentes concentraciones ensayadas medidas tras 30 minutos
de incubacion con el radical. En la tabla XXVIII y figura 30, se muestran los valores ICs, expresados

en pM.
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Figura 29: Curvas dosis respuesta (% Inhibicion DPPH)

|

Compuesto ICso (UM)
Aucubina n.a.
Geniposido n.a.

Luteolina glucosido | 8,98 +1,40*™"

Rutina 9,75+ 0,87
Verbascosido 11,52+ 1,60
Acido ascérbico 24,19 + 4,21

= ~ |

Tabla XXVIII: Valores de IC50 (uM) de los compuestos aislados. n.a.: No activo. Los valores con distinto

superindice, para cada columna, son significativamente diferentes entre si (ANOVA- test
Newman-Keuls, p<0,05) *** p<0.001 vs patron.

30 .
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IC , 15
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5
N N N
Aucubina  Geniposido  Luteolina Rutina ~ Verbascosido Acido
glucosido ascorbico

Figura 30: Representacion grdfica de los valores de ICsy (uM).
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-Inhibicion de la peroxidacion lipidica microsomal. Test TBA.

Los extractos metanolicos de Plantago spp. fueron ensayados para determinar la capacidad de
inhibicion la peroxidacién lipidica inducida en liposomas de cerebro bovino. La peroxidacién fue
iniciada mediante la adicion de vitamina C e i6n ferroso, y fue medida por espectrofotometria mediante

el test del acido tiobarbittrico.

Los wvalores de porcentaje de inhibicion (tabla XXIX) son representados frente a las
concentraciones ensayadas, obteniéndose la correspondiente curva dosis-respuesta (figura 31). A partir

de ésta, se calcula su ICs, es decir, la concentracion en pg/mL de muestra que inhibe la formacion de

MDA y otros metabolitos en un 50% (tabla XXX y figura 32). Los valores son expresados como M + 6
(n=4).

I Concentracion de % Inhibicion de peroxidacion lipidica I

extractos (pg/mL) P.afra P. bellardii | P. coronopus | P.lagopus | P. lanceolata | P. serraria
1000 86,01 £5,30 | 90,78 + 0,43 | 93,06 £ 1,66 | 93,55+ 1,19 | 96,40 + 0,42 | 82,75+ 6,99

333,33 75,57 +2,29 | 90,66 + 1,05 | 76,49 £ 1,14 | 84,90+ 1,10 | 87,36 +4,13 | 80,15+ 5,49

111,11 40,41 £4,30 | 87,36 £0,45 | 4591 +2,10 | 5522 +2.22 | 67,28+0,57 | 76,25+ 0,63

37,04 17,66 £2,43 | 57,72 +4,58 | 32,88 +3,13 | 21,70 £9,07 | 49,36 £2,64 | 55,07 £ 6,43

12,34 456+ 1,44 | 38,55+5,22 | 13,60+£2,85 | 3,67+£591 | 28,85+4,14 | 30,72 +3,14

4,12 -2,89+4,57 | 27,75+4,09 | 17,37 +4,16 | -0,21 £7,54 | 40,61 £4,71 | 14,01 £ 5,69

1,37 0,85+ 1,28 | 22,05+3,82 | 11,69+6,08 | 0,05+594 | 18,14+0,89 | -1,18 4,22

Tabla XXIX: Actividad antioxidante de los extractos metandlicos de Plantago spp.
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= —e— P lagopus
= 25 .
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X 0d —— P serraria
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1
1000

Figura 31: Curvas dosis-respuesta (% inhibicion de la peroxidacion lipidica)
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| Extractos metanolicos | ICs, (ug/mL) |

P. afra 152,21+ 6,14°
P. bellardii 17,01 £3,26°
92,91 +9,03°¢

103,09 +19,76 °
P. lanceolata 24,69 +3,05°
P. serraria 29.84+4,17°

Tabla XXX: Valores de ICsy (ug/mL) de los extractos metandlicos de Plantago spp. Los valores con distinto
superindice, para cada columna, son significativamente diferentes entre si (ANOVA- test Newman-
Keuls, p<0,05).
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Figura 32: Representacion grdfica de los valores de ICsy (ug/mL).
En la figura 33 resumimos los valores de ICs, calculados para la actividad antirradicalaria e

inhibicion de la peroxidacion lipidica de los extractos metandlicos de Plantago spp.

180 B DPPH
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Figura 33: Representacion grdfica de los valores de ICsy (ug/mL) para la inhibicion del radical DPPH y la
peroxidacion lipidica.
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IV.6.1.2. Discusion de resultados.

Los resultados obtenidos muestran que todos los extractos metanolicos de Plantago spp.
ensayados presentan actividad antioxidante. Analizando los valores de ICs, el orden establecido de
potencia es el siguiente: P. serraria (p<0,001) > P. bellardii (n.s.) = P. lanceolata (p<0.001.) > P.
lagopus (p<0,001) > P. coronopus (p< 0,001) > P. afra, tanto frente al radical DPPH como en la

peroxidacion lipidica.

En relacion con los compuestos aislados, la actividad antirradicalaria calculada como ICsy,
expresados en uM, muestran que luteolina glucosido, rutina y verbascosido son significativamente mas
activos que el patron acido ascorbico (p <0,001), no existiendo diferencia significativa entre ellos. Si
los valores se expresan en pg/mL, luteolina glucdsido es el mds activo no mostrando diferencia
significativa con acido ascorbico, sin embargo, rutina y verbascosido, son significativamente menos
activos que acido ascorbico o luteolina glucésido ( p< 0,05 y p< 0,01 respectivamente). Ademas, los
compuestos tratados con DPPH fueron analizados en periodos de 5 min, comprobandose que, la
actividad antioxidante se iniciaba de forma instantanea, estabilizandose el valor de ICs, a partir de 30
min de incubaciéon para el acido ascoérbico, mientras que para el resto de los compuestos, se
estabilizaban a los 15 min.(p>0,05). También se comprobd que esta actividad antirradicalaria

permanecia durante el tiempo (hasta 90 min de analisis).

Cos y colaboradores (Cos et al., 2001), estudi6 la peroxidacion lipidica de flavonoides, como
rutina, quercetina y luteolina, encontrando una actividad marcada para luteolina (0,69 £ 0,01 uM) y
quercetina (0,95 £ 0,04 uM); por el contrario, la rutina mostré una ICsy de 26,5 £ 0,9 uM, lo que
confirmé que la glicosilacion de los grupos hidroxilos tiene una influencia negativa en la actividad
antioxidante. También concluye que la presencia de la insaturacion entre C-2 y C-3, y un grupo
carbonilo en posicion 4 es importante para la actividad. La introduccion de grupos hidroxilo en
posiciéon 5 y 7 incrementan la actividad inhibitoria, asi como también en posiciéon 3’ o 6. que
contribuyen mas que en hidroxi en posicion 4’. Ademas, los flavonoles son, en términos generales, mas

activos que sus correspondientes flavonas (Hohmann ez al., 1999; Fejes et al., 2000; Lee et al., 2002).

La mayoria de los estudios concluyen que el radical catecol o pirogalol en el anillo B y un
grupo hidroxi libre en posiciéon 3, son esenciales para una elevada actividad antirradicalaria. La diana
para los radicales es la estructura orto-dihidroxhi en el anillo B. Pero, a nivel inhibicion de la
peroxidacién lipidica, no siempre se cumple esta regla, indicando que existen otros factores a los que

se debe esta actividad.
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Se encontré una relacion directa entre la actividad antirradicalaria y la cantidad en los
extractos, de fenoles totales (R*= 0,9465), fenilpropanoides (R*> = 0,895) y verbascosido (R* = 0,9479),

no encontrando una relacion similar con el contenido total de flavonoides e iridoides (figura 34).
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Figura 34: Correlacion entre la potencia antirradicalaria y el porcentaje de fenoles, fenilpropanoides y
verbascosido en los extractos metandlicos de Plantago spp.

A la vista de los resultados obtenidos, en la actividad antioxidante de los extractos metanolicos
de Plantago spp. juega un papel importante el contenido en fenilpropanoides, como justifica el alto
contenido en verbascosido de P. serraria. Estos datos concuerdan con los resultados mostrados por
diferentes autores que describen a verbascosido como un compuesto activo frente a diferentes ensayos
antioxidantes, tanto de actividad antirradicalaria (Wang et al, 1996) como de inhibicion de la
peroxidacion lipidica (Zhou y Zheng 1991; Xiong et al, 1996; Li et al, 1997a; 1998; Seidel et al.,
2000; Liu et al., 2003). A esta potente actividad se le atribuye los efectos protectores frente a las
lesiones del ADN (Li et al., 1996; 1997b; 1997c; 1999a; Shi et al., 1999b; 2000; 2000).
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1V.6.2. ENSAYO DE INDUCCION DE LA ENZIMA QUINONA REDUCTASA (QR).
IV.6.2.1. Resultados

La induccidén de la actividad de la enzima quinona reductasa (QR) por los diferentes extractos y
compuestos aislados fue realizado en células Hepa 1clc7 mediante la determinacion de formacion de
azul formazan, a partir de MTT. Las células de hepatoma murino crecieron durante 24 horas y fueron
expuestas as las muestras por 48 horas mas. La actividad QR fue medida y comparada con el control

para calcular el radio de la actividad de la enzima.

Actividad especifica QR en la muestra
- % Induccioén de la enzima QR =|1 - x 100
Actividad especifica QR en DMSO

Donde, la actividad enzimdtica especifica QR = actividad enzimdtica/supervivencia, y la actividad

enzimdtica= (DO muestra-DO blanco) x 3247/5.

Con los porcentajes de induccidn, se genera una curva y se calculan las concentraciones
requeridas para inducir un incremento del 50% y del 100% de la enzima QR. Esta tltima se denomina
como CD (concentracion que dobla la induccion de QR), pardmetro utilizado para comparar entre si a

los diferentes compuestos activos.

Los extractos, ensayados por duplicado, no mostraron una induccién de la actividad de la

enzima quinona reductasa a las concentraciones ensayadas (160, 80, 40, 20, 10 pg/mL).

Los resultados de la densidad celular total y la densidad de viabilidad celular, en la linea Hepa
Iclc7 expuestas a los extractos a diferentes concentraciones, fueron, en todos los casos, comparable
con los resultados observados para sus respectivos controles (DMSO 0,1%). Por tanto, no hay

evidencia de efectos citotoxicos por ninguno de los extractos ensayados en la linea Hep 1clc7.

En el caso de los compuestos aislados, se ensayaron por triplicado, utilizando diferentes
concentraciones (25, 8.3, 2.7 ,0.92, 0.31, 0.10, 0.03, 0.01 pg/mL), (tabla XXXI y figura 35); Las que
inducen un incremento del doble en la actividad de la QR fueron superiores a las dosis ensayadas, por
lo que no se pudo calcular el parametro CD (concentracion requerida para doblar la actividad de la
enzima quinona reductasa). Como se detecté una inducciéon de la actividad de la enzima QR con
respecto al control, se calculd la concentracion que incrementaba la actividad de la enzima QR en un

50%.
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Concentracion | % Induccion de la actividad QR (muestra vs control)
(ug/mL) Geniposido Luteolina gluc. Rutina Verbascosido

25 44 + 16 45+ 15 56 +25 70 £18
8,33 58+9 50+3 48 +£20 78+ 6
2,77 50+10 47+3 57+36 71+17
0,92 25+1 29+3 55+£22 56=+1
0,31 39+9 42+ 15 32+16 48+ 6
0,10 17+7 18+ 10 18+ 17 38+4
0,03 n.a 2+8 15+3 40 £ 10
0,01 n.a n.a n.a 24 +10

Tabla XXXI: Porcentajes de induccion de la actividad de la enzima QR de los compuestos aislados. (M2 0,
n=3)n.a: no activo.
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Figura 35: Curva dosis-respuesta de la induccion de la actividad QR por los diferentes compuestos aislados.

La tabla XXXII resume muestra las concentraciones que incrementan la actividad de la enzima
QR en un 50% sobre el control, expresadas en pg/mL. Los valores entre paréntesis representan las
concentraciones de cada compuesto expresadas en uM. También se indica el radio de induccion

maxima a la mayor concentracion ensayada (25 pg/mL).
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Compuestos Concentracion requerida para | % de induccion méxima frente a
incrementar la actividad de QR en 50% | concentracion ensayada

Geniposido > 25 (>64,4) 44 (64.,4)

Luteolina glucésido >25 (>55,8) 45 (55.8)

Rutina 0,80 (1,32) 56 (40,9)

Verbascosido 0,47 (0,80) 78 (40,1)

Bromoflavona no calculado 532 (2 uM)

Tabla XXXII: Valores de la concentracion requerida de compuestos aislados para incrementar la actividad QR
en un 50% y porcentajes de induccion maxima.

Verbascosido es el que muestra mayor actividad inductora de la enzima QR, de forma dosis
dependiente, que se puede apreciar en la tabla con la curva dosis respuesta.

Ademas, como en el rango de concentraciones utilizado ninguno de los compuestos ha
mostrado efecto citotdoxico o que retarde el crecimiento de las células Heplclc7, la induccion de QR

debe ser considerada como un efecto propio del compuesto, y no como respuesta celular ante el estrés.

I1V.6.2.2. Discusion de resultados.

La induccion de enzimas detoxificantes de fase Il es una de las estrategias mejor establecidas y

efectivas para la proteccion de organismos frente a los efectos toxicos de diversas moléculas.

Los extractos metanodlicos de Plantago spp. no mostraron capacidad de inducir la enzima
Quinona Reductasa (QR) a las concentraciones ensayadas (10-160 pg/mL); Tampoco hay evidencia de

citotoxicidad en células Hepa 1clc7.

De los compuestos ensayados, verbascosido es el que induce a la enzima en mayor proporcion,
posiblemente debido a sus dos grupos catecoles. En bibliografia no se han descrito como inductores de
QR a los fenilpropanoides. Por el contrario, hay numerosos estudios sobre flavonoides relacionando la
estructura con la actividad inductora de QR. Asi, de los flavonoides estudiados por nosotros, rutina
heterosido de quercetina, a las dosis ensayadas, incrementa la actividad enzimatica en un 50% (40
uM), mientras que su genina, a la dosis 13 uM, es capaz de doblar su actividad.(Uda et al., 1997).
Williamson y colaboradores también estudian los glucdsidos de quercetina como inductores de la
enzima QR, mostrando que s6lo la genina y 4’-glucésido son capaces de inducir a ésta (Williamson et

al., 1996). Este autor considera que la rutina, a la concentracion de 100 uM, no induce a la enzima QR.
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Se ha descrito la actividad inductora de luteolina, que a la dosis de 0,5 pg/mL (1,7 uM) la
actividad de QR en un 24 % (Kwon ef al., 2003), sin embargo, nuestros resultados calculados para el
heterésido de luteolina, luteolina-7-glucésido, muestran que ese porcentaje de induccion se alcanza a
0,31 uM (0,11 pg/mL), por lo que parece tener mayor efecto que su genina, aunque seria necesario

completar este ensayo bajo las mismas condicones experimentales.

En la revision publicada por Talalay y cols., (1995)muestra que, todos los inductores de esta
enzima muestran una caracteristica estructural comun, se comportan como bases de Shift, grupo en el

que estan incluidos los flavonoides y fenilpropanoides.
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1V.6.3. ENSAYO DE INHIBICION DE LA TRANSFORMACION CELULAR (LINEA JB6) POR
TPA.

IV.6.3.1. Resultados.

Se determina la inhibicion de la transformacion de células epidérmicas de raton (JB6), inducida

por TPA, en células tumorales.

Se ensayaron los extractos metanolicos de Plantago spp. a la concentracion de 4 pg/mL. Tras
14 dias de tratamiento, se procedio6 al contaje de las colonias tumorales, al calculo de la frecuencia de
transformacion y al porcentaje de inhibicion de la transformacion, comparando con el control (TPA) y

utilizando como patrén acido 13-cis-retinoico (1 uM).

En la tabla XXXIII y figuras 36 y 37, se muestran los valores calculados (M % 8, n=3) de la

frecuencia de transformacion y porcentajes de inhibicion de la transformaciéon para los extractos

metanoélicos de Plantago spp.

Muestras Frecuencia de transformacion | Porcentaje de inhibicién de
celular (FT) transformacion celular (%])
Blanco (DMSO) 12+6,8 * 100
Control (TPA) 34 +0,38 0
Patrén (Acido retinoico) 1 £0,5 *** 127
P. afra 20+£9,5 63,6
P. bellardii 25+8,1 40,9
P. coronopus 24 £4,7 * 454
P. lagopus 15+2,8 ** 86,3
P. lanceolata 23+7,5 50
P. serraria 20+ 8,6 63,6

Tabla XXXIII: Valores de FT y porcentaje de inhibicion de la transformacion celular de los extractos de
Plantago spp. Los valores obtenidos fueron comparados estadisticamente mediante ANOVA vs
tratamiento con TPA. (* P<0,05; ** P<0,01; *** P<,001 vs el tratamiento con TPA sin agente
inhibidor).
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Figura 36: Frecuencia de transformacion (FT) de los extractos metandlicos de Plantago spp. (*, P<0,05; **,
P<0,01; *** P<0,001; vs el tratamiento con TPA sin agente inhibidor por t-student). Pa: P. afra,
Pb: P bellardii; Pc: P. coronopus; Plg :P lagopus, Pln: P. lanceolata; Ps: P serraria.
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Figura 37: Porcentaje de inhibicion de la transformacion celular de los extractos. PA: P. afra, PB: P bellardii;
PC: P. coronopus; PLg :P lagopus; PLn: P. lanceolata; PS: P serraria.

Paralelo al ensayo de la inhibicion de la transformacion celular inducida por TPA, se
determino la viabilidad celular, o el % de supervivencia ejercido por cada uno de los extractos, para ver

si la reduccion de la frecuencia de transformacion se debia a un efecto citotoxico o a que el compuesto,
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per se es responsable de esta actividad. La viabilidad celular fue ensayada a las dosis 250, 25, 2.5,
0.25, 0.025 pg/mL, y fue realizada mediante la técnica del SRB. En la figura 38 se muestran los % de

crecimiento a cada una de las concentraciones ensayadas para cada extracto, (como M = §, n=3).

140 SRB JB6
120
% 100 T T I T —e—P. afra
El [ — % —8— P. bellardii
= |
'§ 50 P. coronopus
E? ] P. lagopus
= 40 —¥— P. lanceolata
X
207 —e— P. serraria
0 T T T '
0.01 0.1 1 10 [exto] pg/mL

Figura 38: Citotoxicidad en la linea celular JB6 de los extractos de Plantago spp.

A continuacion, en la tabla XXXIV se compara la actividad quimiopreventiva (% de inhibicion
de transformacion celular a 4 pg/mL) con la actividad citotéxica (% de viabilidad celular a 4 pg/mL)
para los diferentes extractos de Plantago spp. A mayor radio, mayor interés como quimiopreventivo.
Los extractos, estarian ordenados, por tanto, en funcién de su interés quimiopreventivo como P.

lagopus>>>P. afra> P. serraria>P. lanceolata>P. coronopus> P. bellardii.

% Frecuencia de % Viabilidad Viabilidad/Frecuencia
transformacion celular celular de transformacion
P. afra 36.3 90.75 2.5
P. bellardii 59.1 88.61 1.5
P. coronopus 54.5 95.69 1.7
P. lagopus 13.6 105.02 7.7
P. lanceolata 50 92.48 1.8
P. serraria 36.3 87.98 24

Tabla XXXIV: Comparacion actividad quimiopreventiva frente a la citotoxicidad para los extractos metandlicos
de Plantago spp.
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Los compuestos aislados de los extractos fueron ensayados, por triplicado, a las
concentraciones de 4, 2, 1 y 0.5 pug/mL, calculandose los respectivos parametros de frecuencia de

transformacién y porcentajes de inhibicion de la transformacion celular.

Los resultados obtenidos para cada compuesto, a la mayor dosis ensayada, 4 pg/mL, se

muestran en la tabla XXXV y figura 39. Los % de inhibicion de la transformacion celular a todas las

concentracionees ensayadas, se recogen en la figura 40.

Compuestos aislados (4 pg/mL)

Frecuencia de transformacion

Porcentaje de inhibicién de

celular (FT) transformacion celular (%]I)
DMSO 12+6* 100
TPA 34403 0
Geniposido (10,30 uM) 11+6* 104,5+5,6
Luteolina-7-glucésido (8,92 uM) 14+£7% 87,9+5,2
Rutina (6,55 uM) 11£1 ** 112,4 £ 28,3
Verbascoésido (6,40 uM) 8§+4* 123,8+ 17,8

Tabla XXXV: Valores de frecuencia de transformacion (FT) y % de inhibicion de transformacion
inducida por los diferentes compuestos aislados expresados como M + & (n=3) a la
concentracion de 4 pg/mL y entre paréntesis, la concentracion en uM. (*, P<0,05; ** P<0,01, vs

el tratamiento con TPA sin agente inhibidor por t-student doble cola).
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Figura 39: Frecuencia de transformacién (FT) inducida por los compuestos aislados (¥, P<0,05; *¥*,
P<0,01, vs el tratamiento con TPA sin agente inhibidor por t-student doble cola.
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Figura 40: Porcentaje de inhibicion de la transformacion celular de los compuestos aislados (4,2,1y 0.5 ug/mL)

Al aplicar a los resultados obtenidos para cada compuesto ANOVA-test Newman, no se
encontraron diferencias significativas. A pesar de ello, al observar el nimero y el tamafio de las
colonias inducidas por TPA en las células JB6 y tratadas con cada compuesto, nos conduce a pensar

que, genipodsido, es el menos activo de los cuatro compuestos ensayados (figura 41).

242



1V. Resultados

Figura 41: Células y colonias JB6 tras 14 dias de tratamiento. A. Control (DMSO), B (TPA+DMSO), C (TPA+
dacido retinoico), D(TPA + verbascosido) E (TPA+ geniposido 2 pg/mL)

Al igual que se realizo con los extractos, se determind la viabilidad celular mediante la técnica
del SRB de los compuestos. Los compuestos fueron ensayados a las dosis de 20, 2, 0,2, 0,02 y 0,002
puM. En la figura 42 se representa el % de crecimiento frente a las diferentes concentraciones para cada
compuesto (M £ 3, n=3). Los % de crecimiento fueron comparados frente al control (DMSO) mediante

ANOVA. y test Newman. (*p< 0,05; ** p<0,01)
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Figura 42: Citotoxicidad en la linea celular JB6 de los compuestos aislados (* p<0.05; ** p<0.01 vs control).

En la siguiente tabla figuran los % de viabilidad calculados para cada compuesto a las
concentraciones ensayadas. Ademas, se calculo el radio viabilidad/Clsy, (dosis maxima a la cual no se
detecta efecto en la viabilidad celular / la concentraciéon que inhibe el 50% de la transformacion
celular), comparando de esta forma, la actividad citotdxica frente a la quimiopreventiva. A mayor
radio, mayor interés como quimiopreventivo. Los compuestos, estarian ordenados, desde el punto de
vista del interés quimiopreventivo (actividad vs citotoxicidad) como verbascosido > luteolina glucosido

> geniposido > rutina.

Concentracion %Viabilidad celular

ensayada (ug/mL) | Genipésido | Luteolina glucésido | Rutina | Verbascosido
4 97.2 98.2 64.3 89.8

2 100.9 103.1 71.2 95.95

1 103.1 106.3 79.9 100.1

0.5 104.2 108.2 88.1 102.5
Viabilidad/Cls, | 147 | 2.67 | 0.67 | 4 |

Tabla XXXVI: Porcentajes de viabilidad celula y radio viabilidad/ Cl;s en la linea JB6 para los compuestos
aislados.

1V.6.3.2. Discusion de resultados.

Los extractos y compuestos aislados mostraron actividad como inhibidores de la
transformacion celular inducida por TPA, siendo el extracto metanodlico de P. lagopus el que muestra
mayor actividad y verbascésido y luteolina glucosido los mas activos. Ninguno de los compuestos,

excepto rutina, afectan, a las dosis ensayadas, el crecimiento celular de la linea JB6, por lo que la
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actividad inhibitoria de la transformacion se debe a un efecto directo del compuesto, y no a su

citotoxicidad.

Intentando buscar relacion entre la actividad mostrada por los extractos y la de los compuestos
aislados a partir de ellos, el que P. lagopus y P. serraria tengan mayor actividad puede deberse a su
alto contenido en luteolina glucésido y verbascésido respectivamente; por otra parte, la ligera
citotoxicidad de P. bellardii, podria relacionarse a su contenido en rutina, tinico que la contiene, y, por

tanto, presente el menor radio de quimioprevencion.

Dado que el tratamiento de las células JB6 con TPA conlleva a la generaciéon de ROS. Un
posible mecanismo por el que se pudiera revertir la transformacion celular, seria basicamente, en
primer lugar, el bloqueo de la actividad de ROS. La potente actividad antioxidante de verbascosido y
luteolina-7-glucosido podrian contribuir al efecto inhibidor sobre la transformacion celular inducida
por TPA, aunque serian necesarios estudios mas extensos para elucidar otros posibles mecanismos de

accion implicados.
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1V.6.4. ENSAYO DE INHIBICION DE LA INDUCCION DE ORNITINA DESCARBOXILASA
(ODC) POR TPA.

IV.6.4.1. Resultados

Para conocer si la inhibicidn de la transformacion celular inducida por TPA mostrada por los
compuestos aislados era debida a una inhibicién de la enzima ODC, se realizd este ensayo. La enzima
ODC se estimula por accion del TPA, pero, no siempre es inhibida cuando un compuesto muestra

actividad inhibidora de la transformacion celular.

Nuestros ensayos fueron realizados primero, en la linea JB6. En primer lugar, los extractos y
compuestos, fueron ensayados a una sola dosis, 100 y 20 pg/mL respectivamente. De los extractos
ensayados, s6lo mostro actividad inhibitoria el extracto metanolico de P. lanceolata, con un 16,25 +
2,1 % a la dosis de 100 pg/mL. No podemos encontrar una relacion entre la actividad y la composicion

que contiene.

De los compuestos ensayados, (genipdsido, rutina y verbascdsido), sélo geniposido inhibid
ligeramente a la enzima ODC. En la grafica se muestran los % de inhibiciéon de la induccion de la
enzima ODC por TPA en células JB6 por el compuesto geniposido, a las diferentes dosis ensayadas. Es

de destacar como a menor concentracion desarrolla una inhibicion mayor.

/‘/0
—

50 10 2 0.4 0.08

@

%Inhibicion
L 4N, N
OO © 01 ©O O ©
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o

[geniposido] uM

Figura 43: Curva dosis respuesta de la inhibicion de la induccion de la enzima ODC por geniposido.

Al ser la inhibicion menor de un 50%, no se prosiguidé con su estudio. El resto de los

compuestos ensayados, no mostraron actividad inhibitoria frente a la induccién de esta enzima.
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IV.6.4.2. Discusion de resultados

Los resultados obtenidos hacen pensar, en primer lugar, que la inhibicion de la transformacion
celular no es debida a una inhibicion de la enzima ODC. En segundo lugar, los heterdsidos de
flavonoides, rutina y luteolina glucésido, conservan el comportamiento de sus geninas, no inhibiendo a

la enzima ODC a las dosis ensayadas, al menos, en un 50%.

Geniposido ha sido descrito como inhibidor de esta enzima cuando es aplicado via topica en
ratones durante 20 dias, junto con TPA, previa iniciaciéon con benzopiroeno, reduciendo la incidencia

de tumores (Lee et al., 1995).
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1V.6.5. ACTIVIDAD ESTROGENICA Y ANTIESTROGENICA

IV.6.5.1. Determinacion de actividad por afinidad de los receptores estrogénicos.

-Resultados.

En primer lugar, fue ensayado la unién a receptores B-estrogénicos (ER-B) de los extractos
metanoélicos procedentes de Plantago spp., a la concentracion de 200 pg/mL. (Tabla XXXVII y figura
44)

Muestras % Union al receptor ER-3
Patron (Estradiol) 74,6
P. afra 23,5
P. bellardii 3,0
P. coronopus 43,2
P. lagopus 11,9
P. lanceolata 20,1
P. serraria n.e.

Tabla XXXVII: Porcentajes de union al receptor  (ER-p) de los extractos metandlicos de Plantago

spp. n.e. no ensayado.
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E2(50 nM) P afra P bellardii P coronopus P lagopus P lanceolata
[200 ug/mL]

Figura 44: Valores de porcentaje de union al receptor fde los extractos metandlicos de Plantago spp.
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Siguiendo el mismo protocolo, fue ensayada la uniéon de los compuestos a la dosis de

200ug/mL a los receptores . Los resultados del % de unidn al receptor  se muestran en la tabla

XXXVIII y figura 45.

Muestras % Union al receptor ER-f3
Patron (Estradiol) 76,9
Geniposido 45,5
Luteolina-glucésido 51,9
Rutina 66,5
Verbascosido 63,4

Tabla XXXVIII: Porcentajes de union al receptor [f (ER-p) de los compuestos aislados.

90
80

% union al receptor

70 -
60 -
50 A
40 A
30 -
20 A
10 A

Receptor 3 _

E2(50 nM)  Genipdsido

Luteolina Rutina

gluc

Verbascosido

[200 pgmL]

Figura 45: Valores de porcentaje de union al receptor [ de los compuestos aislados.
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De igual forma, fue ensayada la union de los compuestos a la dosis de 200ug/mL a los

receptores o.. Los resultados del % de union al receptor o se muestran en la tabla XXXIX y figura 46.

Muestras % Uniodn al receptor ER-a
Patron (Estradiol) 74,1
Geniposido 46,9
Luteolina-glucosido 18,3

Rutina 8,64
Verbascosido 0

Tabla XXXIX: Porcentajes de union al receptor o (ER-a) de los compuestos aislados.

90 Receptor ¢ -
80 -
70 +—f
60 +—
50 +—f
40 +—
30
20 +—
10 1
0 ‘ ‘ ‘

E2(50 nM) Genipésido  Luteolina Rutina  Verbascosido

gluc
[200 pg/mL]

% unién al receptor

Figura 46: Valores de porcentaje de union al receptor o de los compuestos aislados.

IV.6.5.2. Determinacion de la actividad en la linea celular de Ishikawa.

En primer lugar, se ensayaron los extractos a tres concentraciones (20, 10 y 5 pg/mL), en
ausencia y presencia de estradiol. Se midi6 la absorbancia cada 15 segundos, calculandose la pendiente
de la curva de la cinética de la absorbancia. En las figuras 47 y 48, se representa la cinética de
formacién de p-nitrofenol por la enzima fosfatasa alcalina de las muestras ensayadas, tanto en un
medio libre de estrégenos (figura 47) como en un medio con estrogenos (figura 48). Como patrones se

utilizaron estradiol (E2) y tamoxifeno.
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Figura 47: Cinética de formacion de p-nitrofenol por la enzima fosfatasa alcalina de los extractos metandlicos
de Plantago spp. en un medio libre de estrégenos.
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Figura 48: Cinética de formacion de p-nitrofenol por la enzima fosfatasa alcalina de los extractos metandlicos
de Plantago spp en un medio con estrogenos.

Tal y como se observa en las figuras 47 y 48, los extractos no indujeron significativamente la
actividad de la enzima fosfatasa alcalina cuando se administraron solos a ninguna de las

concentraciones ensayadas, por lo que no poseen actividad estrogénica (figura 47). Cuando las células
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fueron tratadas con los extractos en un medio enriquecido con estrogenos (InM), se detectd un
aumento de la actividad, indicando que tampoco muestran actividad antiestrogénica (figura 48). Tal y
como se puede ver con los controles, tamoxifeno, antagonista estrogénico, no induce a la enzima
fosfatasa alcalina en un medio libre de estrogenos (figura 47) e inhibe la induccion de ésta en un medio
con estrogenos (figura 48). Al no mostrar actividad, no se calcularon los % de induccion de la enzima

fosfatasa alcalina.

Paralelamente, se determind la viabilidad celular mediante la técnica del SRB, en células
tratadas solo con los extractos, estradiol y tamoxifeno (figura 49). Los extractos no afectaron a la
viabilidad celular, ni tampoco se detecta un incremento en la proliferacion celular, tal y como se

apreciod en el tratamiento solo con estradiol. (% crecimiento celular = 115,4 £ 6,8)

120

100 T |
2 §Z\ x
2 g —
8 80 Y?* ##
S —e—P afra
$60 . o
2 —m— P bellardii
§ 40 P coronopus
3 1]
S P lagopus
X 20 -+ —%— P lanceolata

—e— P serraria

0 T T T T
0 5 10 15 20 25
[extracto] p g/mL

Figura 49: Curvas dosis-respuesta de crecimiento celular de los extractos metanolicos de Plantago spp en
células Ishikawa.*, p<0,05; ** p<0,01 vs control; ## p< 0,01 vs estradiol (ANOVA-test Dunnett).
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En las mismas condiciones experimentales, se ensayaron, por triplicado, los compuestos
aislados, a las dosis de 20, 10, 5 y 2.5 pg/mL. Los valores de la cinética de formaciéon de p-nitrofenol a

por la enzima fosfatasa alcalina de los compuestos aislados se muestran en las figuras 50 (medio libre

de estrogenos) y 51 (medio con estrogenos).
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Figura 50: Cinética de formacion de p-nitrofenol por la enzima fosfatasa alcalina de los compuestos aislados en

un medio libre de estrégenos.
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Figura 51: Cinética de formacion de p-nitrofenol por la enzima fosfatasa alcalina de los compuestos aislados en
un medio con estrogenos.
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A continuacion se calcularon los porcentajes de induccion de la enzima fosfatasa alcalina (tabla XL y
figura 52) asi como los % de inhibicion de la inducciéon de ésta (tabla XLI y figura 53) por los
diferentes compuestos a partir de los valores obtenidos en el tratamiento con un medio libre de

estrogenos (figura 49), y con estrogenos (figura 50), respectivamente.

% Induccion de fosfatasa alcalina
[compuesto] pg/mL | Genipdsido | Luteolina glucosido Rutina Verbascosido
20 n.a. 37.6 £ 2.5 *¥** 5.6 £3.1 n.a
10 n.a. 153+3.7* 3.8%+1.6 n.a
5 n.a. 11.6+1.4 1.7£1.0 na
2.5 n.a. 49+1.6 1.9£0.8 na

Tabla XL: Porcentajes de induccion de la enzima fosfatasa alcalina por los compuestos aislados. n.a.: no activo

* p<0,05; *** p< 0,001 vs control (ANOVA).

| —=— Genip6sido Sin adicién de E2
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40 17 Rutina T
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-10
[compues to] mg/mL

Figura 52: % de induccion de fosfatasa alcalina por los compuestos aislados.*, p<0,05; p<0,001 vs control;

+++, p<0,001 vs resto de los compuestos.

254




1V. Resultados

% Inhibiciéon de induccion fosfatasa alcalina
[compuesto] pg/mL | Genipdsido | Luteolina glucosido Rutina Verbascosido
20 n.a. 7.6+3.0 33£3.1 13.4+16.6
10 n.a. n.a. 09%1.0 3.814.6
5 n.a. n.a. n.a. n.a.
2.5 n.a. n.a. n.a. n.a.

Tabla XLI: Porcentajes de inhibicion de la enzima fosfatasa alcalina por los compuestos aislados. n.a.: no
activo
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Figura 53: % de inhibicion de la induccion de la enzima fosfatasa alcalina por los compuestos aislados.

Al igual que en caso de los extractos, también se calcularon los % de crecimiento de las células

de Ishikawa inducido por los compuestos en ausencia de estradiol a diferentes dosis (figura 54).
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Figura 54: % de crecimiento de la linea de Ishikawa de los compuestos aislados.®, p<0,05;**% p<0,001 vs.

control.; ##, p< 0,01; ### p<0,001, vs. estradiol (E2) (ANOVA)
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Como se puede apreciar, ninguno de los compuestos mostré una induccién en la proliferacion
celular, destacando que, luteolina-7-glucésido de forma mas marcada, y rutina, indujeron una

reduccidn en la viabilidad celular a la dosis de 10 pg/mL en un 20% aproximadamente.

Estradiol a la concentracion de 1 nM estimula el crecimiento de las células de Ishikawa
comparado con el control, mientras que los compuestos, tal y como se puede observar en la grafica,

antagonizan dicho efecto, y la supresion del crecimiento celular fue evidente en ausencia de estradiol.

-Discusién de resultados

Analizando los resultados obtenidos, podria decirse que luteolina-7-glucésido muestra una
actividad estrogénica significativamente mayor a rutina y genip6sido, en ausencia de estradiol, pero,
cuando se combina el tratamiento con éste, la actividad de la enzima es inhibida, lo que induce a pensar
que luteolina glucésido, asi como rutina, se comportan como agonistas parciales, es decir, su actividad
dependera de la concentracion de estradiol que exista en el medio. Esto es corroborado con el hecho de
que luteolina glucdsido, a las dosis que induce la actividad de la enzima fosfatasa alcalina, inhibe la
proliferacion celular. Verbascosido y geniposido, en ausencia de estradiol, no muestran induccion de la
actividad fosfatasa alcalina, y en presencia de estradiol, se incrementa aunque no de forma

significativa, por lo que no seria concluyente pensar que tienen un efecto sinérgico con estradiol.

Han y cols. (2002), ensayan la actividad de union a los receptores estrogénicos tipo B, para
diferentes flavonoides, mostrando que la ICsy de luteolina es 0,5 pM, mientras que quercetina es
débilmente activa a 50 uM. Ademads, estudiaron la interaccion entre flavonoides y estrogenos,
mostrando que luteolina y genisteina compiten con estradiol en su unién por el receptor ER f3, pero la
actividad estrogénica que muestran es menor que el propio estradiol o dietilstilbestrol, y por otro lado,
suprimen débilmente la actividad de etinilestradiol. Tampoco interaccionan con la actividad de
tamoxifeno. En el caso de la quercetina, ha mostrado unirse a los receptores tipo . Este tipo de
receptores estd en tejidos normales y en diferentes tumores, como de mama, ovario, colorrectal,

meninge, leucémico y melanoma.(Lamson y Brignall 2000).

Luteolina compite con *H-estradiol por la unidn a los receptores B, y mimetiza p-hidroxifenil-
lactato. Al poseer grupos hidroxil-catecoles en anillos A y B, pueden formar quinonas capaces de
unirse de forma covalente a proteinas. La union con receptor estrogénico 3 es de tipo irreversible, por
lo que se piensa que es de tipo covalente, y ademas, muestra una elevada afinidad (Markaverich y

Gregory 1993). En nuestro caso, también se detecta una interaccion del heterdsido de luteolina,
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luteolilna-7-glucdsido, por los receptores estrogénicos, haciendo pensar que la glicosilacion de

luteolina mantiene dicha actividad.

En la figura 55 se muestra las similitudes entre la molécula de estradiol y la isoflavona

genisteina y la flavona luteolina.

Genisteina

HO

17 B-Estradiol

OH O Luteolina

Figura 55: Comparacion y similitudes de las estructuras de [-estradiol y luteolina y genisteina.

Estos flavonoides pueden tener una dualidad estrogénica y antiestrogénica de forma dosis
dependiente, a través de la unién con ER, y en la inhibicién de la proliferacion e induccion de la
diferenciacion en células de mamiferos. Asi, cuando luteolina y otros flavonoides son administrados
solos, muestran propiedades estrogénicas, mientras que cuando se administran con estradiol muestran

una leve actividad antiestrogénica in vivo.

Luteolina y quercetina, son capaces de inhibir la actividad estimulante de la proliferacion
celular inducida por estradiol en MCF-7 (Han ef al., 2001). Luteolina también muestra una marcada
actividad estrogénica en linea BT-474 (cancer de mama) (Zand et al., 2000). Estos resultados sugieren
que sus actividades biologicas y fisioldgicas son ttiles para la prevencion del cancer, asi como

modificadores de la actividad estrogénica.

La actividad estrogénica de las isoflavonas fue descubierta en la década de los 40, cuando se
observo que pastos de trébol ricos en isoflavonas, podrian inhibir la fertilidad de ovejas en Australia

(Bennets et al., 1946). Utilizando un ensayo de respuesta transcripcional dependiente del receptor

257



1V. Resultados

estrogénico, Misicek clasifico los flavonoides e isoflavonoides segiin su potencia: genisteina >
kamferol > naringenina > apigenina > daidzeina > biochanina A > formonetina > luteolina > fisetina >

catequina/taxifolina > hesperitina.(Miksicek, 1995).

La potencia estrogénica de todos los isoflavonoides y/o flavonoides es muy débil, del orden de
10°-'% veces menos que estradiol (Davis ef al., 1998). Pero, como las concentraciones de isoflavonas
circulantes pueden ser hasta 100 veces mayor que el estradiol, flavonoides e isoflavonoides pueden
desempenar una actividad antiestrogéncia, dependiendo del nivel de estdgenos, pudiendo interacionar
con los estrogenos enddgenos a través de unidon competitiva a los receptores estrogénicos (Birt et al.,

2001).

No hay datos bibliograficos sobre fenilpropanoides o iridoides y actividad estrogénica o unioén

a receptores estrogénicos.
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IV.7. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

IV.7.1. CULTIVOS CELULARES. TEST SRB
IV.7.1.1.- Resultados.

Los resultados del ensayo de citotoxicidad de los extractos metanolicos de Plantago spp. y los
compuestos aislados, en las lineas tumorales TK-10, MCF-7, UACC-62, Col-2, Lu-1, KB, LNCaP,
CORL-23, se exponen en las tablas XLII-XLIII y XLIV-XLV, respectivamente. Los valores de
citotoxicidad correspondientes a las lineas de Ishikawa y JB6 se han mostrado en las figuras 38, 42, 49

y 54. Los valores son representados como M + 3 (n=3).

Extractos Parametros de TK-10 MCF-7 UACC-62 Col-2

metanolicos inhibicion

P. afra 1Csp > 76.1+£19.2 53.8+16.0 >

ITC > > 238.0+117.2 >

CL50 > > > >

P. bellardii ICs 86.3+21.4 42.0+2.7 34.7+4.1 >

ITC > 87.4+9.1 84.2+79 >

CL50 > > > >

P. coronopus 1Cs > 32.6+119 409+£5.8 >

ITC > 743+ 14.1 80.9+13.3 >

CLso > 169.4 £ 6.9 198.6 £34.3 >

P. lagopus 1Cso > 114.45 +£20.24 66.1 £8.7 >

ITC > > 244.5+78.9 >

CL50 > > > >

P. lanceolata 1Cs > 47.1+6.8 50.5+11.1 >

ITC > 999+1.5 > >

CLs > 212.9+22.1 > >

P. serraria 1Cs > 551+113 48.9+8.1 >

ITC > 120.8 £ 16.2 118.2 £28.2 >

CLs > 2744 +124 > >

Tabla XLII: Concentracion de extractos metandlicos (ug/mL) que produce 50 % de inhibicion del crecimiento

(ICsq), una inhibicion total del crecimiento (ITC), y un 50% de muerte celular (CLsy) en las lineas
TK-10, MCF-7, UACC-62, Col-2. El signo > indica que la mayor dosis utilizada (250 ug/mlL) no ha

sido suficiente para provocar el efecto deseado.
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Extractos Parametros de Lu-1 KB LNCaP CORL-23
metanolicos inhibicion

P. afra ICs > > > >
ITC > > > >
CL50 > > > >

P. bellardii 1Cso > > > 39.54+0.01
ITC > > > >
CL50 > > > >

P. coronopus 1Cso > > > 1209 +5.7
ITC > > > >
CLs, > > > >
P. lagopus | (O > > > >
ITC > > > >
CL50 > > > >
P. lanceolata 1Csp > > 246.6 £ 4.6 >
ITC > > > >
CL50 > > > >

P. serraria 1Cs > > 179.7 £ 4.1 16.9 £0.6
ITC > > > >
CLs > > > >

Tabla XLIII: Concentracion de extractos metandlicos (ug/mL) que produce 50 % de inhibicion del crecimiento
(ICsq), una inhibicion total del crecimiento (ITC), y un 50% de muerte celular (CLsy) en las lineas
Lu-1, KB, LNCaP, CORL-23. El signo > indica que la mayor dosis utilizada (250 pg/mL) no ha
sido suficiente para provocar el efecto deseado.

Compuestos Parametros de TK-10 MCF-7 UACC-62 Col-2
aislados inhibicion
Geniposido 1Cs >38.8 >38.8 >38.8 >7.8
ITC
Aucubina 1C5 >34.6 >34.6 32.1 n.e
ITC >
CLs
Luteolina-7- ICsy 278 £17.8 18.3+4.2 9.3+47 >9
glucosido ITC > > 23.7%5.5
Luteolina ICsp 8.7+ 9.8 21.4+9.1 29+ 26 n.e
ITC > > >
Rutina ICsg 12.2+6.9 >61 22.0+2.7 >12.2
ITC > >
CLs
Quercetina 1Csq 134 +£0.1 9.5+3.0 1.86 £2.7 n.e
ITC > > 20.5
Verbascosido ICsg >62.4 11.8+0.7 16.1 £3.6 >12.5
ITC >62.4 22.7+04 38.8+10.8 >12.5
CLs >62.4 436112 >62.4 >12.5

Tabla XLIV: Concentracion de compuestos aislados de Plantago spp. y geninas (ug/mL) que produce 50 % de
inhibicion del crecimiento (ICsg), una inhibicion total del crecimiento (ITC), y un 50 % de muerte
celular (CLsy) en las lineas TK-10, MCF-7, UACC-62, Col-2. El signo > indica que la mayor dosis
utilizada no ha sido suficiente para provocar el efecto deseado.
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Compuestos Parametros de Lu-1 KB LNCaP CORL-23

aislados inhibicion
Geniposido 1Csy >7.8 >7.8 >7.8 n.e.
ITC
CLso
Aucubina 1Csp n.e. n.e. n.e. n.e.
ITC
CLso

Luteolina-7- ICs >9 >9 >9 n.e.
glucoésido ITC
CLs

Luteolina 1Csy n.e. n.e. n.e. n.e.
ITC
CLso

Rutina 1Cs >12.2 >12.2 >12.2 >61
ITC
CLs,
Quercetina 1Cs n.e. n.e. n.e. n.e.
ITC
CLs,
Verbascdsido ICs >62.4 11.8+0.7 16.1 £3.6 >12.5
ITC >62.4 22.7+£04 38.8+10.8 >12.5
CLs >62.4 43.6+1.2 >62.4 >12.5

Tabla XLV: Concentracion de compuestos aislados de Plantago spp. y geninas (ug/mL) que produce 50 % de
inhibicion del crecimiento (ICsg), una inhibicion total del crecimiento (ITC), y un 50 % de muerte
celular (CLsy) en las lineas Lu-1, KB, LNCaP, CORL-23. El signo > indica que la mayor dosis
utilizada no ha sido suficiente para provocar el efecto deseado.

1V.7.1.2.- Discusion de resultados.

Los seis extractos metandlicos de Plantago spp. muestran inhibicion del crecimiento sobre las
lineas celulares procedentes de adenocarcinoma mamario (MCF-7) y melanoma (UACC-62) a las
concentraciones ensayadas. Sin embargo, ningiin extracto metanolico, a excepcion del procedente de P.
bellardii (ICsp= 86 pg/mL), mostré inhibicion del crecimiento en células procedente de
adenocarcinoma renal (TK-10). Los extractos metanolicos de P. coronopus y P. bellardii fueron los
mas activos en las lineas celulares tumorales MCF-7 y UACC-62 (ICso = 32 y 34 pg/mL,
respectivamente). El crecimiento en la linea celular MCF-7 fue totalmente inhibido por los extractos de
P. bellardii, P. coronopus, P. lanceolata y P. serraria (ITC=87, 74, 99 y 120 pg/mL, respectivamente)
y los extractos metanodlicos de P. afra, P. bellardii, P. coronopus, P. lagopus y P. serraria mostraron
una total inhibicion del crecimiento en la linea celular UACC-62 (ITC= 238, 84, 89, 244 y 118 pug/mL,
respectivamente). Por otra parte, ninguno de los extractos ensayados mostraron una inhibicion total del
crecimiento en la linea celular TK-10. Ademas P. coronopus, P. lanceolata, y P. serraria en las células
procedente de adenocarcinoma mamario (MCF-7) produjeron la muerte del 50% de las células (CLsy ),
a las concentraciones de 169, 212 y 274 pg/mL, respectivamente y en las células UACC-62. P.

coronopus mostro una CLs a las dosis de 198 pg/mL.

261



1V. Resultados

Los protocolos establecidos por el NCI contemplan, que para que un extracto sea considerado

citotoxico, el valor de ICso< 20 pg/mL. e IC5o< 4 ug/mL en el caso de los compuestos aislados.

Luteolina-7-glucosido, aislada del extracto metandlico de P. lagopus, y su genina, luteolina
mostraron inhibicion del crecimiento en las lineas celulares TK10, MCF-7 y UACC-62, mostrandose
mas activa la genina que el heterdsido. El heterésido de flavona, luteolina-7-glucosido, presentd una
mayor inhibicion del crecimiento en la linea celular procedente de adenocarcinoma mamario (MCF-7)
con una ICsp= 40ug/ml, mientras que la genina de flavona, luteolina mostré una mayor inhibicion del

crecimiento en la linea celular de melanoma con una ICsp=10 pg/mL

Rutina, aislada del extracto metanolico de P. bellardii, inhibio el crecimiento de las lineas TK-
10 y UACC-62, alcanzando la ICsq a las concentraciones de 12 y 22 pg/mL respectivamente, aunque a
la maxima dosis ensayada, 61 pg/mL no produce una inhibicion total del crecimiento. Quercetina, la
genina de este heterdsido, ejercid un efecto citotoxico en las tres lineas celulares TK-10, MCF-7 y
UACC-62, y al igual que el caso anterior, es mas activo que su heterdésido. Pero, tampoco, como la

rutina, inhibe totalmente el crecimiento.

Verbascoésido, fenilpropanoide aislado de P. serraria, mostrd una inhibicion del crecimiento en

las lineas MCF-7 y UACC-62, con valores de ICs;=11.8 y 16.1 png/mL respectivamente.

El iridoide aislado de P. bellardii, genipdsido, asi como el identificado en diferentes especies

de Plantago spp., aucubina, no fueron citotdxicos a las concentraciones ensayadas.

La inhibicion del crecimiento en las lineas celulares MCF-7 y UACC-62, puede ser debido a la
presencia del fenilpropanoide, verbascoésido y al heterdsido de flavona, luteolina-7-glucésido, y
pudiendo contribuir la rutina, al efecto del extracto metandlico de P. bellardii sobre la linea celular
TK-10. Aun asi, los extractos de Plantago spp. y compuestos aislados pueden considerarse como no

activos debido a los valores establecidos por el NCI, previamente mencionados.
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IV.7.2. VENENOS DE TOPOISOMERASAS
IV.7.2.1.- Resultados

Los ensayos para estudiar la actividad veneno de topoisomerasa fue realizada mediante
electroforesis y posterior cuantificacion de las bandas de circular abierto (OC) y lineal con respecto al
ADN total. Las imagenes de los geles obtenidos con los diferentes compuestos aislados de Plantago

spp., para la topo 1 y II se muestran en la figura 56 y 58 respectivamente.

Ensayos con Topo I

1. Topo I+ ADN + Aucubina 50 uM

1. Topo I + ADN + Luteolina glucésido 50 pM 2. Topo I+ ADN + Aucubina 100 uM

2. Topo I+ ADN + Luteolina glucésido 100 pM 3. Topo I+ ADN + Genipésido 50 M

3. Topo I+ ADN + Luteolma >0 uM 4. Topo I + ADN + Genipdsido 100 pM
4. Topo I+ ADN + Luteolina 1.00 uM 5. Topo I + ADN + Camptotecina 100 uM
5. Topo I+ ADN + Camptotecina 100 uM 6. Topo I + ADN

6. Topo I + ADN 7 ADN

7. ADN

8. Topo [ + ADN + Verbascdsido 50 uM
9. Topo I + ADN + Verbascosido 100 uM

Figura 56: Geles de formacion de complejos ADN-topo I de los compuestos aislados de Plantago spp.

En la tabla XLVIy figura 57, se resumen los % de formacién de OC en el ensayo de topo I que induce

cada compuesto tomando como referencia al veneno de topo I, camptotecina.
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Compuesto "o ADNOC
vs Camptotecina.

Aucubina 50 pM 19.6
Aucubina 100 uM 19.6
Genipoésido 50 uM 69.1
Geniposido 100 pM 71.5
Luteolina-7-gluc 50 uM 58.8
Luteolina-7-gluc100 uM 62.0
Luteolina 50 uM 59.0
Luteolina 100 uM 59.4
Rutina 50 uM n.a.
Rutina 100 pM 10

Quercetina 100 uM n.a.
Verbascosido 50 uM n.a.
Verbascosido 100 uM n.a.
Camptotecina 100

Tabla XLVI: % de formacion de ADN lineal abierto (OC) por los compuestos con respecto a camptotecina. n.a.,

no activo.

—
(=3
(=]

% Formacion OC vs Camptotecina

o —

50 100 50 100 50 100 50 100 50 100 Querc Camptotecingt

Aucubina Genipdsido Luteolina gluc Luteolina Rutina

[compuesto] uM

Figura 57:% de OC ADN-topo I de los compuestos aislados de Plantago spp.
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Ensayos con Topo I1

1. Topo I + ADN + Luteolina glucésido 50 uM
2. Topo Il + ADN + Luteolina glucoésido 100 uM
3. Topo I + ADN + Rutina 50 uM

4. Topo II + ADN + Rutina 100 uM

5. Topo Il + ADN + Etop6sido 100 uM

6. Topo I + ADN

7. ADN

8. ADN linear

1. Topo I + ADN + Verbascosido 50 uM
2. Topo I + ADN + Verbascésido 100 uM
3. Topo II + ADN + Aucubina 50 uM

4. Topo IT + ADN + Aucubina 100 uM

5. Topo II + ADN + Genip6sido 50 uM

5. Topo IT + ADN + Genipdsido 100 uM
6. Topo I + ADN + Etopdsido 100 uM

7. Topo I + ADN

8. ADN

9. ADN linear

Figura 58: Geles de formacion de complejos ADN-topo Il de los compuestos aislados de Plantago spp.

Los compuestos ensayados no mostraron estabilizacion de los complejos de rotura OC y lineal

en la topo II, por lo que no son activos como venenos de topoisomerasa II.

IV.7.2.2.- Discusion de resultados

El gel representado en la figura 56 muestra los efectos de la estabilizacion de luteolina-7-
glucosido, luteolina, rutina, aucubina y genipdsido a las concentraciones ensayadas de 50 y 100 uM,
induciendo la formacién del complejo de rotura, ADN circular abierto (OC). Los ensayos fueron
realizados frente a camptotecina, a 100 uM, patréon en el ensayo de topoisomerasa I. El compuesto
fenilpropanoide, verbascésido, asi como quercetina, no mostraron actividad como venenos de

topoisomerasa I.

Por otro lado, tal y como se observa en los geles de la figura 58, ninguno de los compuestos
ensayados (luteolina glucosido, rutina, verbascésido, aucubina y genipdsido) mostraron actividad como
venenos de topoisomerasa II, ensayo realizado frente al patron etoposido, al no inducir la estabilizacion

de los complejos de rotura lineal y circular abierto.

En estudios anteriores, se ha demostrado la acciéon de flavonoides como venenos de

topoisomerasa [ y II, y como parece existir una relacion estructura-actividad.
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En el caso de los iridoides, no se han descrito anteriormente como venenos de topoisomerasa.
Esta actividad mostrada, podria ser debida a que los iridoides, pueden abrir su anillo y generar
dialdehidos, que reaccionan con grupos disulfuro, interaccionando, por tanto, con proteinas ricas en

aminoacidos con grupos “S” como cisteina.

1V.7.3. INDUCCION DE LA DIFERENCIACION CELULAR
IV.7.3.1. Resultados.

Las células HL-60 (leucemia mieloide aguda), tratadas con los extractos metandlicos de
Plantago spp. a la concentracion de 4 pg/mL fueron analizadas para determinar en primer lugar, su
viabilidad y proliferacion celular, mediante la inhibicién de la incorporacion de [*H]-timidina (tabla
XLVIl), y a continuacion, el porcentaje que exhibe marcadores morfologicos, funcionales y
enzimaticos de las células diferenciadas, como el ensayo NBT (azul nitro tetrazolio), y la actividad

NSE/SE (esterasas no especifica/especifica) (tabla XLVIII).

Muestras % Viabilidad celular | % inhibicién de incorporacion de
[*H]-timidina

P. afra 92,7+124 n.a.

P. bellardii 98,2+ 11,4 n.a.

P. coronopus 80,7+5,3 n.a.

P. lagopus 103,3 8,5 14,0152

P. lanceolata 108,1 £26,9 30,9+ 12,7

P. serraria 97,4+9,5 51,5+2,1

Vitamina D3 1219+ 11,6 95,2

Tabla XLVII: % de viabilidad celular y % inhibicién de la incorporacion de ['H]-timidina de los extractos

metanolicos de Plantago spp.
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Muestra %Diferenciacion NBT | % Diferenciacion NSE/SE
P. afra 42,5 18,7
P. bellardii 33,2 37,2
P. coronopus 28,9 47,1
P. lagopus 30,6 37,7
P. lanceolata 14,3 41,2
P. serraria 42.5 50,3
Vitamina D3 67,3 81,2

Tabla XLVIII: % de células inducidas a la diferenciacion detectadas mediante el método NBT y NSE/SE de los

extractos metandlicos de Plantago spp.

Siguiendo el mismo protocolo, las células, fueron tratadas también con los compuestos aislados

de Plantago spp. a diferentes concentraciones (5, 2.5, 1.25, 0.62, 0.31 ug/mL). Los resultados de %

viabilidad celular y % de inhibicion de incorporacion de [*H]-timidina se muestran en las tablas XLIX

y L, respectivamente, y los % de células diferenciadas detectadas por los dos métodos, en la tabla LI y

LII.
% Viabilidad celular
Concentraciones | Geniposido | Luteolina gluc | Rutina | Verbascdsido
ensayadas

5 101,6 60,3 196,8 66,7

2,5 85,7 114,3 241,3 104,8

1,25 111,1 152,9 165,1 107,9

0,625 82,5 174,6 2159 111,1

0,3125 47,6 155,6 327,0 136,5

Tabla XLIX: % de viabilidad celular en la linea HL-60 de los compuestos aislados de Plantago spp.
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% Inhibiciéon de incorporacion de [*H]-timidina
Concentraciones | Geniposido |Luteolina gluc |Rutina | Verbascdsido
ensayadas

5 53.0 71,1 43,0 n.a.
2,5 15.8 81,3 52,7 27,7
1,25 46.2 60,7 35,9 33,9
0,625 41.9 50,7 61,9 29,2
0,3125 n.a. 48,1 71,5 55,2

Tabla L: % de inhibicion de incorporacion de [3H]—l‘imidina en la linea HL-60 de los compuestos aislados de

Plantago spp.

% de diferenciacién NBT (reduccion de NBT)
Concentraciones Geniposido |Luteolina gluc | Rutina | Verbascoésido
ensayadas
5 51,1 64.2 53.5 55,1
2,5 65,1 62,3 44,9 51,5
1,25 58.5 59.6 50,7 52,1
0,625 65.0 60.4 54,0 59,9
0,3125 49.7 50.6 42,6 53,1

Tabla LI: % de diferenciacion NBT en la linea HL-60 de los compuestos aislados de Plantago spp.

% de diferenciacion NSE/SE (actividad esterasas))
Concentraciones | Geniposido |Luteolina gluc |Rutina | Verbascdsido
ensayadas

5 53,8 7,2 22,7 29,8
2,5 56,4 47,9 41,1 55,2
1,25 68,9 81,9 54,1 70,7
0,625 59.4 49,6 61,5 66,9
0,3125 55,8 52,5 72,8 67,6

Tabla LII: % de diferenciacion NSE/SE en la linea HL-60 de los compuestos aislados de Plantago spp.
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1V.7.3.2. Discusion de resultados.

De los extractos ensayados, P. lagopus, P. lanceolata y P. serraria, inhiben la incorporacion de
[’H]-timidina en la linea HL-60, sin afectar a la viabilidad celular, es decir, detienen la proliferacién
celular sin ser toxicos para las células Ademas., los extractos ensayados inducen la diferenciacion
celular hacia ambas lineas, granulocitica-linfocitica (ensayo NBT) y monocitica-macrofaga (ensayo
NSE/SE), aunque destaca el extracto metandlico de P. lanceolata, que induce la diferenciacion

predominantemente hacia la segunda. .

Los compuestos aislados también muestran una inhibicion de la proliferacion celular, aunque
no se puede establecer una relacion concentracion dependiente. Esto mismo ocurre con la difereciacion
hacia las lineas granulocitica-linfocitica y monocitica-macréofaga, siendo luteolina-7-glucosido y

verbascoésido los que muestran mayor actividad.

La quimioterapia convencional, se centra en destruir las células en busqueda de una remision
hematologica completa. En los ultimos afios, sin embargo, diferentes sustancias no convencionales,
selectivas antileucémicas, han sido desarrolladas, y éstas, funcionan a nivel de moléculas diana
involucradas directamente en la patogénesis de la enfermedad. Por ejemplo, el acido todo trans-
retinoico (ATRA), ha revolucionado el tratamiento de la leucemia promielocitica aguda, mostrando
remisiones completas de la enfermedad sin mostrar alteraciones en la médula o incrementar la

fibrinolisis.

La linea HL-60 fue establecida a partir de un paciente con leucemia mieloide aguda. En
cultivo, esta linea puede se inducida hacia su diferenciacion finalizando en las células granulociticas,

por acido retinoico, o hacia células monociticas-macrofagas por vitamina D3.

Y mas atin, los niveles de proliferacion pueden ser determinados por la incorporacion de
timidina.

En bibliografia se han estudiado algunos flavonoides como inductores de la diferenciacion de

la linea HL-60.

Kawaii y cols, (1999), muestran que diferentes flavonoides, incluidos luteolina y quercetina,
son activos, y que muestran un incremento en la actividad SE y en la reduccion de NBT, induciendo

similares porcentajes de monocitos y macrofagos.
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Luteolina fue uno de los flavonoides maés potentes. induciendo mas del 50% de la

diferenciacion celular a la dosis de 10 uM, e inhiben la proliferacion celular a la dosis de 40 uM.

Estos autores realizan un estudio actividad farmacolégica-estructura quimica, concluyendo

que:

- Todos los flavonoides que poseen un radical o-catecol en el anillo B, muestran una

potente actividad.

- Luteolina y quercetina poseen una actividad potente, mientras que los flavonoides que
pierden este grupo hidroxilo en 3’ (apigenina y kampferol, respectivamente) pierden

actividad.
- Comparando los diferentes grupos de flavonoides, es importante la insaturacion C2-C3.

- La hidroxilaciéon en C3 reduce de forma significativa la actividad, y la glicosilacion de
este, anula totalmente su actividad (en nuestro caso, mostramos como los heter6sidos

muestran también induccion de la diferenciacion celular)

En el caso de los glicésidos de fenilpropanoides, (Wang et al., 1999) mostr6 la induccion de la

diferenciacion de la linea HL-60 por isoverbascosido, isomero del fenilpropanoide investigado en esta ocasion.

Aunque no se saben atn con certeza los mecanismos moleculares, se sabe que estan implicados
receptores retinoicos, o que algunos genes estan involucrados en el desarrollo de diferentes tipos

malignos de leucemia, relacionados con la diferenciacion y la apoptosis.
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D

2)

3)

4

3)

6)

7)

8)

9

Los extractos metanolicos de las hojas de las especies de Plantago estudiadas (P. afra, P.
bellardii, P. coronopus, P. lagopus, P. lanceolata, P. serraria) destacan por su riqueza en
compuestos fenolicos, entre ellos, flavonoides y fenilpropanoides. Ademas, los extractos

correspondientes a P. afra, P. bellardii, P. lagopus y P. lanceolata contienen iridoides.

Los flavonoides identificados fueron: Luteolina-7-glucésido en P. lagopus 'y P. lanceolata, y
rutésido en P. bellardii; esta tltima especie es, hasta el momento, la unica del género Plantago,

de donde se ha aislado un derivado de flavonol.

El fenilpropanoide, verbascosido, aislado de P. serraria, ha sido identificado en todas las

especies de Plantago estudiadas.

Del extracto metandlico de P. bellardii se aislo el compuesto iridoide genipdsido, no
identificado antes en el género Plantago. En los extractos procedentes de P. afra, P. bellardii,

P. lagopus y P. lanceolata fue identificado otro iridoide, la aucubina.

Actividad antirradicalaria, frente al DPPH, la presentaron todos los extractos metandlicos de
Plantago spp. estudiados (P. serraria > P. bellardii > P. lagopus > P. lanceolata >P.
coronopus > P. afra), mientras que la inhibicion de la peroxidacion lipidica sélo la mostraron

tres de ellos (P. bellardii > P. serraria > P. lanceolata).

Existe una relacion directa de la actividad antirradicalaria con el contenido de
fenilpropanoides/flavonoides/fenoles totales, destacando verbascésido, rutésido y luteolina-7-

glucosido.

De los extractos metanolicos y compuestos aislados de Plantago spp., solamente verbascosido

se puede considerar como inductor de la enzima detoxificante Quinona-Reductasa (QR).

En relacion al ensayo de inhibicién de la transformacion celular, la mayor actividad la mostro
el extracto metandlico de P. lagopus, con alto contenido en Iluteolina-7-glucésido, y P.
serraria, con riqueza en verbascosido. La implicacion en la actividad de la enzima Ornitina-

Descarboxilasa (ODC) fue descartada.

Todos los compuestos aislados (flavonoides, fenilpropanoides e iridoides) se unieron al
receptor B-estrogénico, aunque sélo presentaron actividad estrogénica, sin proliferacion de las

células Ishikawa, los dos flavonoides (luteolina-7-glucdsido y rutosido).
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10)

11)

12)

13)

Los resultados de citotoxicidad, en diferentes lineas tumorales, fueron negativos tanto para los

extractos como para los compuestos aislados ensayados.

Los flavonoides (luteolina-7-glucosido, rutésido y la genina luteolina), e iridoides (geniposido

y aucubina), se comportaron como “venenos” de Topoisomerasa I.

La diferenciacion celular, en la linea HL-60, fue inducida por todos los compuestos aislados,
destacando luteolina-7-glucosido y verbascésido, sin poder establecer una relacion dosis-

efecto.

De las anteriores conclusiones, a su vez se concluye, el interés quimiopreventivo del extracto

metandlico de P. serraria y del fenilpropanoide aislado del mismo, verbascdsido.
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