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I. OBJETO



Desde los tiempos mds remotos hasta Ia actualidad el hombre ha conocido las
aplicaciones de las plantas en sus aspectos mds diversos, de todos ellos, su utilizacién

terapéutica es la que presenta un mayor interés para el farmacéutico.

Actualmente, como resultado de los modernos procedimientos de aislamiento
de principios activos y de experimentacion farmacoldgica, nuevas drogas vegetales

encuentran su camino hacia la medicina.

Desde hace algiin tiempo en nuestro laboratorio se viene estudiando la especie
Viscum cruciatum Sieber, planta pardsita que vive sobre diferentes huéspedes, con

resultados bastante esperanzadores en el campo de los citostdticos.

En el presente trabajo, nuestro objetivo ha sido continuar nuestras
experiencias en este sentido, con el fin de observar la influencia del hospedador
Cratacgus monogyna Jacq. sobre esta actividad, a la vez que hemos tratado de poner
de manifiesto las posible variaciones fitoquimicas que puedan repercutir de forma

directa sobre la accion farmacoldgica.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA



I1.1. TRITERPENOS Y ESTEROIDES

11.1.1. DISTRIBUCION EN LA NATURALEZA

TRITERPENOS

Los terpenos, compuestos ampliamente distribuidos en el reino vegetal, son
particularmente abundantes en Gimnospermas, encontrdndose no solo en distintos
drganos vegetales (p. ej.: agujas de los pinos), sino también formando parte de

productos farmacognésticos (oleo-resinas).

En las Coniferas, las principales fuentes de triterpenos descritas durante estos
ﬁlﬁmos afios son las fracciones insolubles en hexano de las oleo-resinas y los
extractos de distintas especies de los géneros Abies, Pinus, Picea, y Chamaecuparis.
Estructuralmente estos triterpenos se han identificado como lanostanos, cicloartanos

y derivados serratanos. (San Feliciano, A. y Lépez, J.L.; 1991).

También en numerosas familias de Angiospermas se han identificado diversos

triterpenos (Tabla I).



FAMILIA GENERO ESPECIE TRITERPENOS AISLADOS REFERENCIA
ANNONACEAE POLYALTHIA P. suberosa Suberosol (Li, H.Y. y colbs.; 1993)
APOCYNACEAE STROPHANTHUS S. intermedius Acido Ursélico (Charlwood, B. V. y colbs.; 1991)

ARECACEAE SERENOA S. repens Cicloartenol (Hatinguais, P. y colbs.; 1981)
ASCLEPIADACEAE ASCLEPIAS A. espiralis Cicloart-27-ene-3a,25-diol, cicloeucalenol, 24-
Metilen cicloartanol (Rasool, N. y colbs.; 1991)
ASTERACEAE ATRACTYLIS A. cardus Ac. Oleandlico, Lupeol (Sarg, T.M.; 1987)
BIGNONIACEAE JACARANDA J. decurrens Ac. Urs6lico (Varanda, E.M. y colbs.; 1992)
BURSERACEAE CANARIUM Canarium sp. Resina Dammar” (Poehland, B.L. y colbs.; 1987)
CARDIZABALACEAE AKEBIA A. quinata Ac Oleandlico, Ac
Mesembryanthemoidigenico, Ac. 38-Hidroxi-
29(30)-al-olean-12-en-28-oico, Derivados del
Ac. 30-Norolean-12,20(29)-dien-28-oico (Charlwood, B.V. y colbs.; 1991)
CELASTRACEAE MAYTENUS M. buchananii Ac. Polpunomico, Tingenona, 228-Hidroxi-
tingenona (Charlwood, B.V. y colbs.; 1991)
TRIPTERYGIUM T. wilfordii Celastrol, Ac. Polpunomico, Ac. Oleanélico,
Ac. 3,24-dioxi-fridelan-29-oico (Charlwood, B.V. y colbs.; 1991)
(Zhang, W.J.; 1986)
COMPOSITAE AMBERBOA A. ramosa (22R)-Cicloart-25-ene-~38,22-diol, Cicloartanol,
cicloart-23-ene-30,25-diol. (Akhtar, N. y colbs.; 1993)
CUCURBITACEAE CUCURBITA C. maxima «-Amirina, 8-Amirina,Cicloartenol, 24-

Metilemcicloartenol

(Charlwood, B.V. y colbs.; 1991)

(*) Dammaradienol, Dammarenediol-II, Hidroxidammarenone-I, Ac. Urs6nico, Hidroxihopanone, Ac. Dammarenélico, Ac. Shoerico, Ac. Eichlerianico, Lactona Hidroxioleanonica

Tabla I: Triterpenos aislados en diferentes familias de Angiospermas.




FAMILIA GENERO ESPECIE TRITERPENOS AISLADOS REFERENCIA
TRICHOSANTHES T. kirilowii Cicloartenol, 24-Metilencicloartenol (Charlwood, B.V.; 1991).
LUFFA L. cylindrica Ac. Brion6lico, Glicésido del Ac. Oleandlico. (Tabata, M. y colbs.; 1993).
Ac. Briondlico. (Tabata, M. y colbs.; 1993).
BRYONIA B. dioica
Ac. Brionélico. (Tabata, M. y colbs.; 1993).
CUCUMIS C. sativus
Ac. Brionélico. (Tabata, M. y colbs.; 1993).
C. melo
Ac. Brionélico. (Tabata, M. y colbs.; 1993).
CITRULLUS C. lanatus
Ac. Briondélico. (Tabata, M. y colbs.; 1993).
BENINCASA B. cerifera
Ac. Brionélico. (Tabata, M. y colbs.; 1993).
LEGENDARIA L. siceraria
Ac. Oleandlico. (Charlwood, B.V. y colbs.; 1991).
CHENOPODIACEAE CHENOPODIUM C.quinoa
Resina Dammar® (Pochland, B.L. y colbs.; 1987).
DIPTEROCARPACEAE HOPES Hopes sp.
Resina Dammar” (Poehland, B.L. y colbs.; 1987).
SHOREA Shorea sp.
Resina Dammar” (Poehland, B.L. y colbs.; 1987).
BALANOCARPUS Balanocarpus sp.
Resina Dammar® (Poehland, B.L. y colbs.; 1987).
VATERIA Vateria sp.
Ac. Ursélico, Uvaol, a-Amirina, Ac.
ERICACEAE ARCTOSTAPHYLOS A. uva-ursi Oleandlico, B-Amirina, Lupeol, Ac.
Betulinico. (Proliac, A.; 1980); (Jahodar, L. y colbs.;
1988)
Cicloartenol, 24-Metilencicloartenol. (Evans, F.1.; 1973).
ESCROFULARIACEAE DIGITALIS D. purpirea
Cicloartenol, Acetato B-Amirina, lupeol,
EUPHORBIACEAE EUPHORBIA E. millii Eufol. (Pancorbo, S. y colbs.; 1972).

(*) Dammaradienol, Dammarenediol-II, Hidroxidammarenone-I, Ac. Urs6nico, Hidroxihopanone, Ac. Dammarendlico, Ac. Shoerico, Ac. Eichlerianico, Lactona Hidroxioleanonica

Tabla I (continuaci6n): Triterpenos aislados de diferentes familias de Angiospermas.




FAMILIA GENERO ESPECIE TRITERPENOS AISLADOS REFERENCIA
E. tirucalli Eufol, Tirucallol. (Charlwood, B.V. y colbs.; 1991).
E. nivulia Cicloart-25-en-38-ol, Ciclolaudenol,
Cicloartenol, Cicloeucalenol, Cicloart-25-en-
38,24 (x 6 B)-diol. (Satyanarayana, V. y colbs.; 1992).
E. clarkeana Cicloartanol, Cicloart-23-ene-38,25-diol,
Cicloarclarkeanol. (Ayatoltahi, S.A.M. y colbs.; 1992).
E. mellifera Taraxerone, Moretenone, Cicloartenol, 24-
Metilencicloartenol. (Ferreira y colbs.; 1993).
EUPTELEACEAE EUPTELECEA E. polyandra Ac. Oleandlico, Ac. 3-O-Acetiloleandlico, 3-
O-Acetileritrodiol, Ac. Maslinico, 1,3-Dioxo-
olean-12-ene, Acetato del Ac. Olean6lico, dos
derivados del grupo Lupano. (Konoshima y colbs.; 1987).
LABIATAE SALVIA S. canariensis Escualeno, Ac. Urs6lico, Ac. Olean6lico, Ac.

S. tomentosa

S. pomifera

8. verticillata

S. virgata

S. pinnata

a-Hidroxiursélico.
Ac. Ursélico, Ac. Oleandlico, Ac.
Crataegdlico, Ac. 28,38-dihidroxiolean-5,12-

dien-28-oico, Ac. 28,38,18-trihidroxiolean-12-
en-28-oico.

Ac Oleandlico, a-Amirina, Lupeol, Ac.
Metilesteroleanélico, Taraxasterol.

Ac. Ursélico, Ac. Crataegélico, Ac.
Oleandlico, Ac. Vergético, Ac. Betulinico.

Ac. Urs6lico, Ac. Oleandlico, Ac. Vergético.

Ac. Ursélico, Ac. Oleandlico, Ac. Vergético.

(Luis, G.L.; 1991).

(Ulubelen, A. y colbs.; 1984); (Ulubelen, A. y

colbs.; 1992).

(Ulubelen, A. y colbs.; 1992).

(Ulubelen, A. y colbs.; 1984).
(Ulubelen, A. y colbs.; 1984).

(Ulubelen, A. y colbs.; 1984).

Tabla I (continuacién): Triterpenos aislados en diferentes familias de Angiospermas.




TRITERPENOS AISLADOS

FAMILIA GENERO ESPECIE REFERENCIAS
S. officinalis Ac. Ursélico, Ac. Oleandlico, Ac.
Crataegélico. (Ulubelen, A. y colbs.; 1984).
. Ac. Ursélico, Ac. Oleanélico, Ac. Betulinico. (Ulubelen, A. y colbs.; 1984).
S. triloba
RABDOSIA Ac. Ursélico, Ac. Oleandlico. (Charlwood, B.V. y colbs.; 1991).
R. japonica
PERILLA Ac. Ursélico. (Charlwood, B.V. y colbs.; 1991).
P. frutescens
PRUNELLA Ac. Oleanélico, Ac. Ursélico, Metil-3-O-
P. vulgaris Acetilursolato, Metil-3-O-Propionilursolato,
Metil-3-O-Senecioilursolato. (Lee, K.H. y colbs.; 1988).
HYPTIS Metil-3-O-Myristoilursolato. (Lee, K.H. y colbs.; 1988).
GLECHOMA H. capitata Ac. Oleandlico, Ac Ursélico. (Konoshima, T. y colbs.; 1987).
LEGUMINOSAE GLYCYRRHIZA Ac. Betulinico, B-Amirina, Lupeol. (Charlwood, B.V. y colbs.; 1991).

G. hederaceae

G. glabra

Tabla I (continuacién): Triterpenos aislados en diferentes familias de Angiospermas.




FAMILIA GENERO ESPECIE TRITERPENOS AISLADOS REFERENCIAS
MELIACEAE SANDORICUM S. koetjape Ac. Koetjapico, Ac. 3-oxo-olean-12-en-29-
oico, Ac. Katénico. (Kaneda, N.; 1992).
MYRTACEAE EUCALYPTUS E. perriniana Ac. Ursélico, Ac. Oleandlico, Ac. Maslinico,
Ac. 2¢-hidroxiurs6lico, Hederagenina, Ac.
23-Hidroxiursélico, Ac. Arjunélico, Ac.
Asidtico. (Charlwood, B.V. y colbs.; 1991).
PAEONIACEAE PAEONIA P. japonica Ac. Oleanélico, Hederagenina, Ac. Betulinico,
24-Cicloartanol, 30-Norhederagenina, Ac. 23-
Hidroxibetulinico. (Charlwood, B.V. y colbs.; 1991).
RANUNCULACEAE DELPHINIUM D. ajacis Cicloartenol, 24-Metilencicloartenol. (Charlwood, B.V. y colbs.; 1991).
RHAMNACEAE COLUBRINA C. texensis Ac. 28-formil-3a-hidroxi-nor-lup-20(29)-en-
28-oico. (Charlwood, B.V. y colbs.; 1991).
ROSACEAE CRATAEGUS C. monogyna Ac. Ursélico, Ac. Oleandlico, Ac.
Crataeg6lico. (Bezanguer-Beauquesne, L. y colbs.; 1990)
ERIOBOTRYA E. japonica Ac. 23-Trans-p-coumaroiltormentico, Ac. 23-
Cis-p-coumaroiltormentico, Ac. 3-O-trans-
caffeoiltormentico, Ac. 3-O-trans-p-
coumaroilrotundico, A¢. 2ao,3a,19¢-
Trihidroxiurs-12-en-28-oico, Ac. 38,68,19¢-
Trihidroxiurs-12-en-28-o0ico, Ac.
28,38,19«,23-Tetrahidroxiurs-12-en-28-oico. (De Tommasi, N. y colbs.; 1992).
COWANIA C. mexicana Dammarenediol-II. (Pochland, B.L. y colbs.; 1987).
GIEROCARPUS G. intricatus Isofouquierol (Poehland, B.L. y colbs.; 1987)
RUBIACEAE PSYCHOTRIA P. serpens Ac. Ursélico, Metil-3-O-myristoil-ursolato. (Lee, K.H. y colbs.; 1988).
UNCARIA U. tomentosa Ac. Ursélico, Ac. Oleandlico, 38,68,19q-

Trihidroxiurs-12-ene-23,28-dimetilato.

(Aquino, R. y colbs.; 1991).

Tabla I (continuacién): Triterpenos aislados de diferentes familias de Angiospermas.




FAMILIA GENERO ESPECIE TRITERPENOS AISLADOS REFERENCIAS
RUTACEAE CITRUS C. paradisi Limonin, monolactona de Limonato A-ring (Charlwood, B.V. y colbs.; 1991).
C. sinensis Limonin, monolactona de Limonato A-ring. (Chariwood, B.V. y colbs.; 1991).
SIMAROUBACEAE Nortriterpenos tetraciclicos. (Charlwood, B.V. y colbs.; 1991).
ALIANTHUS A. altissima Alianthona. (Charlwood, B.V. y colbs.; 1991).
SOLANACEAE SOLANUM S. auiculare Ac. Betulinico. (Charlwood, B.V. y colbs.; 1991).
S. dulcamara Cicloartenol, Cicloartanol, 24-
Dihidrolanosterol, 24-Metilencicloartanol. (Charlwood, B.V. y colbs.; 1991).
VERBENACEAE VITEX V. negundo Ac. 3B-acetoxiolean-12-en-27-oico, Ac.
2a,3a-dihidroxiolean-5,12-dien-28-oico, Ac.
28,3a-diacetoxiolean-5,12-dien-28-oico, Ac.
2a,3B-diacetoxi-18-hidroxiolean-5,12-dien-28-
oico. (Chawla, A.S. y colbs.; 1992).
VISCACEAE VISCUM V. album Acetato de 8-Amirina, Ac. Olean6lico, Ac.

V. cruciatum

V. liquidambaricolum

V. multinerve

Betulinico.
Ac. Ursélico, B-Amirina.

Acetato B-Amirina.
B-Amirina.

Acetato de B-Amirina

(Fukunaga, T. y colbs.; 1987)
(Delaveau, P.; 1980).

(Agudo, M.A.; 1989).
(Chen, Ch.-S.; 1973).

(Lin, J.-H.; 1979).

Tabla I (contunuacién): Triterpenos aislados en diferentes familias de Angiospermas.




En algunas algas marinas, han sido identificados compuestos de naturaleza

triterpénica.

En la familia Euphyaceae, subfamilia Clorofita, han sido aislados algunos
triterpenos. En Caulerpa prolifera una serie derivada del escualeno, y tres triterpenos

relacionados con el nor-cicloartano en Tydemania expeditionitis. (de Rosa, S.; 1991).

En la subfamilia Rhodophyta se han aislado algunos compuestos de este tipo
en distintas especies del género Laurencia, siendo los mds simples los 10-11-epéxidos

del escualeno aislados de L. okamuri (de Rosa, S.; 1991).

ESTEROLES

Los esteroles, compuestos intimamente identificados con los triterpenos seguin

diversos autores, han sido aislados de numerosas familias botdnicas (Tabla II).

Otros esteroles han sido aislados de diferentes hongos, especialmente en la
familia Tricholomataceae, identificindose en la especie Hypsizigus marmoreus el
Ergosterol y Ergosterol peréxido (Yasukawa, K. y colbs.; 1994), y en la especie
Polyporpus versicolor, el 5« Ergosta-7,22- dien-38,5,68-triol (Cerevisterol) y el Sa

Ergosta-7,22-dien-38,5,68,9«-tetraol (Iorizzi, M. y colbs.; 1988).
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REFERENCIA

FAMILIA GENERO ESPECIE ESTEROLES AISLADOS
ARECACEAE SERENOA S. repens B-Sitosterol, Campesterol, Estigmasterol,

Hexocosanol, Octacosanol, Triacontanol. (Hatinguais, P. y colbs.; 1981).

ASTERACEAE ATRACTYLIS A. carduus B-Sitosterol, Estigmasterol. (Sarg, T.M.; 1987).

CUCURBITACEAE A¥-Esteroles. (Goad, L.J.; 1991).
LUFFA L. cylindrica a-Spinasterol. (Tabata, M. y colbs.; 1993).
ERICACEAE ARCTOSTAPHYLOS A. uva-ursi B-Sitosterol. (Proliac, A.; 1980); (Jahodar, L. y colbs.;
1988).
ESCROFULARIACEAE DIGITALIS D. purpurea Cicloeucalenol, Obtusifoliol, 24-
Metilenelofenol, 24-Etilenelofenol,
Colesterol, Campesterol, Estigmasterol,
Sitosterol,Isofucosterol, 24-
Metilencolesterol. (Evans, F.J.; 1973).
Heterésidos cardioténicos con genina

esterofdica. (Bruneton, J.; 1993).

EUPHORBIACEAE EUPHORBIA E. millii B-Sitorterol. (Pancorbo, S. y colbs.; 1972).
E.nivulia Sitosterol. (Satyanarayana, V. y colbs.; 1992).
E. mellifera Lanosterol, Butirospermol, B-Sitosterol. (Ferreira y colbs.; 1993).

GRAMINAE Campesterol, Sitosterol, Estigmasterol. (Goad, L.J.; 1991).
LABIATAE SALVIA S. pomifera B-Sitosterol. (Ulubelen, A. y colbs.; 1992)
S. verticillata B-Sitosterol, Sitosterol B-D-glucésido. (Ulubelen, A. y colbs.; 1984).

Tabla II: Esteroles aislados en diferentes familias botdnicas.




FAMILIA

GENERO

ESPECIE

ESTEROLES AISLADOS

REFERENCIA

LOGANIACEAE

SOLANACEAE

URTICACEAE

VERBENACEAE

VISCACEAE

GELSEMIUM

SOLANUM

URTICA

VISCUM

S. scorpioideum

Urtica dioica

V. album

V. liquidambaricolum

12-8-hidroxi-5a-Pregn-16-en-3,20-diona, 12-8-
hidroxi-Pregna-4,16-dien-3,20-diona.

(25R)-6-hidroxi-5-Spirostan-3-on, (25S)-6-
hidroxi-5-Spirostan-3-on, Clorogenina,
Neoclorogenina.

Sitosterol, Sitosterol B-D-glucésido, 78-
Hidroxisitosterol, 7a-Hidroxisitosterol, (6 "-O-
palmitoil)-Sitosterol-3-O-B8-D-glucésido, 78-
Hidroxisitosterol-B8-D-glucésido, 7a-
Hidroxisitosterol-8-D-glucésido, (28R)-etil-5a-
Colestano-38,6a-diol.

A%-Esteroles
Fitosteroles, Fitosterol-B8-D-glucésido.

B-Sitosterol

(Schun, H. y colbs.; 1987).

(Usubillaga, A.N. y colbs.; 1987).

(Chaurasia, N. y colbs.; 1987).

(Goad, L.J.; 1991).
(Fukunaga, T. y colbs.; 1987).

(Chen, Ch-S.; 1973).

Tabla II (continuacién): Esteroles aislados de diferentes familias botdnicas.




En invertebrados marinos, los esteroles polihidroxilados son metabolitos
bastante comunes y durante estos ultimos afios se les ha prestado mucha atencion,

poniendose de manifiesto en:

-Esponjas marinas:

Familia Dysideidae (Orden DICTYOCERATIDA). En la especie Spongiella
gracilis se han aislado 38,6ca-dihidroxiesteroles y 38,5«,68- trihidroxiesteroles
(Piccialli, V. y colbs.; 1987). Los 38,6a-dihidroxiesteroles han sido idetificados por

Madaio y colbs. en 1989 como:

(22E)-24-Nor-5a-colesta-7,22-dien-38,6a-diol.
(22E)-27-Nor-24-metil-5c-colesta-7,22-dien-38,6«-diol.
(22E)-5a-Colesta-7,22-dien-38,6a-diol.
(22E,24R)-24-Metil-5a-colesta-7,22-dien-38, 6a-diol.
(24S)-24-Etil-5a-colest-7-en-38,6a-diol.
(24R)-24-Etil-5a-colest-7-en-38,6a-diol.
24-Keto-5a-colesta-7,25(26)-dien-38,6«-diol.

(22E)-5a-colesta-7,9(11),22-trien-38,6¢-diol.

Familia Hymedesmidae; especie Stylopus australis. Se ha aislado un esterol
sulfato, el 3B,4B-Dihidroxi-pregn-5-en-20-ona-3-sulfato (Prinsep, M.R. y colbs.;
1989).
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Familia Spongiidae. En la especie Hippospongia communis se han aislado
38,5a,6B esteroles trihidroxilados (Madaio, A. y colbs.; 1989) que han sido

identificados como:

(24S)-24-Metil-5a-colest-7-en-38,5,68-triol.
(24R)-24-Metil-5a-colest-7-en-38, 5,6B-triol.
(24Z)-24-Etil-5a-colesta-7,24(28)-dien-38,5,68-triol.

(24E)-24-Etil-5a-colesta-7,24(28)-dien-38,5,68-triol.

En Spongia officinalis se han aislado 38,5c,68-esteroles trihidroxilados
(Madaio, A. y colbs.; 1989) y también esteroles tetrahidroxilados identificados

como:

Sa-Colest-7-en-38,5,68,9-tetraol.
(22E)-5a-Colesta-7,22-dien-38,5,68,9-tetraol.
(22E,24S)-24-Metil-5a-colesta-7,22-dien-38,5,68,9-tetraol.
24-Metil-5a-colest-7-en-38,5,68,9-tetraol.
(24S5)-24-Etil-5a-colest-7-en-38,5,68,9-tetraol.
(24R)-24-Etil-5a-colest-7-en-38,5,68,9-tetraol.

(Migliwolo, A. y colbs.; 1990).

Familia Thorectidae. En la especie Ircina variabilis se han aislado 38,5c,68-
esteroles trihidroxilados (Madaio, A. y colbs.; 1989).
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Familia Oscarellidae. En la especie 11a lobularis se han aislado:

Sa,68-Epoxicolest-9(14)-en-38-0l-7-on.
5a,6a-Epoxi-24-metilcolesta-9(14),22E-dien-38-ol-7-on.

(Aiello, A. y colbs.; 1990).
-Estrellas de mar

En la especie Sphaerodiscus placenta se han aislado esteroides glicosidos:
Halitilésido E, 22-Dehidrohalitilésido E, 22-Dehidrohalitilésido D, Halitilésido B,
Halitilésido A y Placentdsido. También han sido aislados esteroles polihidroxilados

(Zollo, F.; 1987) identificados como:

(25S)-5a-Colestano-38,68,8,15«,168,26-hexol.
(25R)-24-Metil-5a-colest-24(28)-en-38,68,15«,168,26-pentol.

(25R)-24-Metil-5a-colest-24(28)-en-38,68,8, 15, 168,26-hexol.

En la especie Protoreaster nodosus, Cuidia maculata y Coscinasterias
tenuispinas también fue aislado el (25S)-5a-Colestano-38,68,8,15«,168,26-hexol

(Zollo, F. y colbs.; 1987).

En Poraster superbus se ha aislado el (25R)-24-Metil-5a-colest-24(28)-en-
38,68,8,15¢,168,26-hexol (Zollo, F. y colbs.; 1987).
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En Halityle regularis se han aislado los Halitilésidos A,B y E (Zollo, F. y

colbs.; 1987).

En Coscinasterias tenuispina también se ha aislado un esteroide glicdsido al

que se ha denominado Coscinasterésido D (Zollo, F. y colbs.; 1987).

- Hidras de mar

En hidras pertenecientes a la familia Eudendriadae, especiec Eudendrium

glomeratum, se han aislado e identificado:

Colest-5-en-2x,3cx, 168, 18-tetrol-2, 16, 18-triacetato.

Colest-5-en-3a,78,158,18-tetrol-7,15,18-triacetato.

(Aiello, A. y colbs.; 1987).

- Gorgonias

En la Familia Gorgonaceae, especie Isis hippuris, se aislé un esterol

polihidroxilado al que se le dié el nombre de Gorgostano-1a,38,5«,68,11a-pentaol

(Rao, CH.B. y colbs.; 1988).
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- Moluscos

Clase Bivalba, especie Patinopecten yessoensis, se han aislado 7 esteroles

polihidroxilados (Iorizzi, M. y colbs.; 1988) identificados como:

Colesta-7,22-dien-38,5«,68-triol.
24-Metilcolest-7-en-38, 5o, 68-triol.
(22R)-24-Metilcolest-7,22E-dien-38,5a,68-triol.
Colest-7-en-38,5q,68-triol.
(24S)-24-Metilcolest-7-en-38,5a,6B-triol.
24-Etilcolest-7,22E-dien-38,5a,68-triol.
24-Etilcolest-7-en-38,5a,68-triol.

24-Etilcolest-7-en-38,5a,68,9a-tetraol.

- Coral blando

Dos nuevos esteroles, Numersterol A y B, han sido aislados en el Sur de

China del coral blando Sinularia numerosa (Alcyoniidae):
24-Metilencolestan-1cx,38,5«,68-tetrol (Numersterol A).
24-Metilen-22-homocolestan-18,36,5«-triol (Numersterol B).

(Su, J. y colbs.; 1989).
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- Pluma de mar

En la familia Pennatulidae, especie Pteroides esperi, ha sido aislado otro

esterol polihidroxilado identificado como Colesta-38,5q,68-triol por Datta y colbs.

en 1990.
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11.1.2. RUTAS BIOSINTETICAS

Los terpenos y esteroides elaborados a partir de los mismos precursores,

constituyen un amplio capitulo de metabolitos secundarios de los vegetales.

Todos los terpenos tienen algo especial en comiin, se puede considerar que
se forman por el acoplamiento de un nmimero entero de unidades pentacarbonadas

ramificadas, derivadas del 24-metilbutadieno.

Las estructuras esteroidicas parecen no obedecer a la regla isoprénica. Una
serie de degradaciones y de recombinaciones de un esqueleto triterpénico originan

estas anomalias aparentes.

La existencia de los terpenos y esteroides estd condicionada por tres

secuencias reaccionales fundamentales:

- Formacién del isopreno activo a partir del acetato via dcido mevalénico.

- Acoplamiento "cabeza-cola” de las unidades de Cs, que justifica la
existencia de mono, sesqui, di, sester y politerpenos.

- Acoplamiento "cola-cola" de las unidades de C;s 0 Cy, que justifica la

existencia de triterpenos, esteroides y carotenos.

En general los triterpenos y esteroides son compuestos de 30 dtomos de
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carbono, procedentes de la ciclacion del escualeno. Los triterpenos poseen una
estructura siempre policiclica, normalmente tetra o pentaciclica, casi siempre
hidroxilados en 3, y al contrario de los demds terpenos, presentan una unidad

estructural bastante fuerte.

No existe una diferencia fundamental entre triterpenos y esteroides,
considerdndose estos ltimos triterpenos tetraciclicos que han perdido como minimo
tres metilos. Biogenéticamente, las dos series tienen un precursor comun, la
diferenciacion se realiza precozmente en funcién de impedimentos estéricos

impuestos por un enzima.

El escualeno forma un ep6xido en una de sus extremidades con el oxigeno del
aire. La existencia de un hidroxilo en posicion 3, constante en los esteroides y
raramente ausente en los triterpenos, permite suponer que la ciclacién se inicia por
la ruptura dcido-catalasa de un oxirano. La ruptura del oxirano ocasiona la ciclacion.
De esta conformacién inicial del 2,3-epéxido escualeno sobre la superficie del
enzima, depende la orientacion de la biosintesis hacia esteroides y triterpenos

tetraciclicos por una parte, y hacia triterpenos pentaciclicos por otra:

1. Cuando el precursor se mantiene sobre la zona activa del enzima en una
conformacion "silla-barco-silla-barco”, se forma un carbocation Protostano, precursor

de los esteroides y triterpenos tetraciclicos.
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2. Una conformacion inicial "silla-silla-silla-barco” dard lugar al carbocation
Dammarano, que puede o no sufrir una ciclacion suplementaria con la formacién de

triterpenos pentaciclicos (Fig. 1).

Las directrices que deben conducir a la elaboracién de los principales
esqueletos triterpénicos se esquematizan en la figura 2. Algunas de estas secuencias

son todavia hipotéticas.

Las modificaciones secundarias de los triterpenos son bastante limitadas,
siendo las mds wusuales: hidroxilaciones suplementarias, insaturaciones,

funcionalizacion de los metilos angulares y lactonizacién (Bruneton, J.; 1993).

Los esteroles tipicos de las plantas superiores, tales como Campesterol,
Sitosterol, Estigmasterol y Espinasterol, tienen un grupo alquilo normalmente metilo
o etilo localizado en el C,, de la cadena lateral. Se ha confirmado que de este grupo

deriva la S-adenosil-metionina trds varios mecanismos de transmetilacion.

Otra caracteristica de la biosintesis de fitosteroles es la produccion de
Cicloartenol como producto de la ciclacién del escualeno-2,3-oxido en organismos
fotosintéticos. Esta ciclacion se produce mediante una alquilacion del carbono 9 por
el metilo en 18. En los seres no fotosintéticos, 1a pérdida de un protén en 9 origina

Lanosterol.
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El paso de triterpeno de C;, (Lanosterol o Cicloartenol) al esqueleto
esteroidico bdsico de C,; implica una desmetilacién progresiva en 4 y 14, reduccién
del doble enlace en 24, apertura del ciclopropano (en el Cicloartenol) y migracion

del doble enlace de la posicion 8,9 (en el Lanosterol) a la posicion 5,6.

La cadena lateral puede ser acortada, lo mismo que funcionalizada y ciclada,
0 poseer uno o dos carbonos suplementarios en forma de un grupo metilo o etilo

fijado en C,, (fitosteroles).

Los cambios que puede sufrir el Cicloartenol para su bioconversion a
esteroles de plantas superiores se muestra en la figura 3. Esta ruta ha sido bastante
discutida, pero deberiamos tener en cuenta que las secuencias de alquilacion en las
cadenas laterales y modificaciones del anillo por pérdida de grupos metilos en los C,
y Cis y por consiguiente los cambios del doble enlace, pudieran justificar la gran
variedad de nuevos fitosteroles identificados en diferentes familias de plantas (Goad,

L.J.; 1991) y (Bruneton, J.; 1993).
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I1.1.2. IMPORTANCIA EN LOS VEGETALES.

Las plantas con terpenos presentan una enorme diversidad estructural y
funcional, lo cual es bastante notable considerando que ellas poseen un origen
biosintético comuin a partir de precursores isopentenilos, y que la mayorfa de ellos

son sustancias lipofilicas.

Poseen diferentes funciones en las plantas que van, desde la regulacion del
crecimiento actuando como pigmentos accesorios en la fotosintesis, hasta su
participacion en la polinizacién, y ademds proporcionan a los vegetales una efectiva

defensa contra herbivoros.

Algunos terpenos actian en las plantas protegiéndolas de la invasion de
agentes patogenos. Estas sustancias son conocidas como fitoalexinas. Recientemente
se ha descubierto que triterpenos como el Ac. Ursélico y Ac. Oleandlico, producidos
por Tabernaemontana divaricata, actian como fitoalexinas. Estas fitoalexinas se
acumulan en las células de cultivos celulares de T. divaricata que han sido tratadas
con una preparacion de Candida albicans. Los compuestos mayoritarios que se
acumularon tras el tratamiento fueron el Ac. Ursélico y el Ac. Oleandlico, dos
monohidroxi derivados de cada una de estos dcidos y dos dihidroxiderivados del Ac.
3-epi-isoflavénico. En las preparaciones de células libres, trds una induccion efectiva
catalizada a las 12 y 24 horas se obtuvieron Escualeno, Escualeno-2,3-oxido, y B-
Amirina, Uvaol, Oleanol, Uvaal y Oleanal en adicion a los compuestos mencionados
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anteriormente. Las preparaciones de células no inducidas sintetizaban Escualeno y
una pequeiia cantidad de Cicloartenol solamente. No hay evidencias de que estos
compuestos sean catalizados por las células después de que su sintesis haya cesado

(Threlfall, D.R. y colbs.; 1991).

Mientras que existen muchas evidencias indirectas de que la acumulacion de
triterpenos particulares en las plantas son una defensa contra herbivoros, hay pocos
experimentos que implican a los triterpenos definitivamente como fuerzas disuasorias
frente a animales que se alimentan de ellas. Uno de los primeros estudios detallados
de este tipo fue el trabajo de Reichardt y colbs. en 1984, que trata sobre el papel del
Ac. Papyriferico en la proteccion del Abedul de Alaska frente a la liebre de las
nieves. En este caso el triterpeno se acumula especificamente en la superficie de las
ramas juveniles, que protegen al drbol solamente cuando es mds vulnerable al ataque.
Experimentos de alimentacion con estos animales muestran que los triterpenos son
muy desagradables para estos herbivoros y que las concentraciones presentes son mds
que suficientes para explicar la ausencia de herbivoros en los estados juveniles del
crecimiento. En los drboles viejos, las concentraciones disminuyen, porque la
mayoria de los tejidos del abedul estdn fuera del alcance de los herbivoros, y en
algunos casos los drboles viejos son capaces de resistir un mayor grado de herbivoros
que los drboles jovenes. Existen evidencias también de que el Ac. Papyriferico es un

disuasorio del alce y de ciertos roedores.

La relacion estructura-actividad no es todavia bien conocida y no se sabe si
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todos los grupos funcionales presentes en esta molécula son esenciales para la accién
disuasoria. Cuando el Sitosterol reemplaza al Ac. Papyriferico en estos experimentos
con liebres, es bastante inactivo. Se piensa por esto que este papel disuasorio pudiera
estar vinculado con la toxicidad mamaria de estas sustancias, ya que el Ac.
Papyriferico mata a los ratones de laboratorio cuando se administra a concentraciones

de 50 mg/Kg de animal.

Los Fitoedysones son agentes debastadores de la metamorfosis de insectos,

constituyendo una defensa hormonal para la planta (Harborne, J.B.; 1991).

En las algas marinas ejercen un papel protector frente al ataque de peces y

moluscos, por ser algunos de ellos compuestos muy téxicos.

Aunque la importancia farmacoldgica de los esteroides ha sido bastante
estudiada , sin embargo, su papel en los vegetales no estd bien definido. El Reino
animal elabora sus esteroides hormonales a partir del mevalonato via Lanosterol y
Colesterol o, en el caso de no poder utilizar esta via (insectos y crustdceos), a partir
de fitosteroles que ingirieron en su alimentacion. En los vegetales el papel de los

esteroides se conoce peor (Bruneton, J.; 1991).

En vista de la considerable variedad de tipos de esteroles encontrados en las
plantas, es muy posible que jueguen un papel estructural vital en algunas de sus
membranas celulares, como ocurre en animales y otros organismos. Existen también
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evidencias que sugieren que los esteroles pudieran también jugar algin otro papel
importante en el metabolismo celular en adicion a la funcidon estructural de
membranas. Esta propuesta dual de los papeles de los esteroles en las plantas es

paralela a la situacién que tienen en los hongos (Goad, L.J.; 1991).
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I1.1.4. ACCIONES FARMACOLOGICAS Y EMPLEOS TERAPEUTICOS

Las acciones farmacoldgicas de los triterpenos y esteroides, compuestos de

gran diversidad estructural, han sido ampliamente estudiadas.

Tras una larga revision bibliogrdfica destacamos algunos de los triterpenos y

esteroides principales en las plantas, asf como su accién farmacoldgica:

TRITERPENOS

Accion hipolipidémica.

- Alisol A. (Ling-Hua, Z. y colbs.; 1993).

- Ginsend6sido Rb2. (Ling-Hua, Z. y colbs.; 1993).
- Saikosaponina A. (Ling-Hua, Z. y colbs.; 1993).
- Acido Oleandlico. (Ling-Hua, Z. y colbs.; 1993).
- Cimilicen. (Muravyou, I.A. y colbs.; 1985)

- Acido Glicirrético. (Vasilenko, Y.K.; 1982).

- Acido Ursdlico. (Lee, K.-H. y colbs.; 1988).

Accién hipoglucémica.

- Acido Torméntico. (Ling-Hua, Z. y colbs.; 1993).
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- Ginsendsido Rb2. (Ling-Hua, Z. y colbs.; 1993).

- Alisol A. (Ling-Hua, Z. y colbs.; 1993).

- Acido Ursélico. (Ling-Hua, Z. y colbs.; 1993), (Lee, K.-H. y colbs.;
1988).

- Momordicina 1. (Ling-Hua, Z. y colbs.; 1993).

- Acido Sumaresinélico. (Ling-Hua, Z. y colbs.; 1993).

- Acido Oleandlico. (Ling-Hua, Z. y colbs.; 1993).

Acci6n antitumoral, anticancerosa y citotéxica.

- Lupeol. (Bezanger-Beauquesne, L.; 1982).

- Betul6sido. (Bezanguer-Beauquesne, L; 1982).

- Amirol. (Bezanguer-Beauquesne, L.; 1982).

- Acido Betulinico.(Bezanguer-Beauquesne, L.; 1982).

- Celastrol. (Zhang, W.J. y colbs.; 1986).

- Acido 3-oxo-olean-12-en-29-oico. (Kaneda, N. y colbs.; 1992).
- Acido Katénico. (Kaneda, N. y colbs.; 1992).

- Acido Ursélico. (Lee, K.-H. y colbs.; 1988).

Accion espermicida.

- Acido Oleandlico. (Pant, G. y colbs.; 1988).
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Accion antiulcerosa.

- Algunas saponinas triterpénicas aisladas de Pyrenacantha staudtii (Aguwa,
L.N. y colbs.; 1986).

- Acido Ursélico. (Lee, K.-H. y colbs.; 1988).

Accion antihepatotéxica.

- Papiriogenina. (Hikino, H. y colbs.; 1984).

- Papiridsido. (Hikino, H. y colbs.; 1984).

Accion arteriosclerdtica.

- Acido Glicirrético. (Vasilenko, Y.K.; 1982).
- Acido Glicirricico. (Vasilenko, Y.K.; 1982).
- Acido Ursélico. (Vasilenko, Y.K.; 1982), (Lee, K.-H. y colbs; 1988).

- Acetato del Ac. Ursélico. (Vasilenko, Y.K.; 1982).

Accion anticonvulsivante.

- Acetato de o-Amirina. (Chaturvedi, A.K. y colbs.; 1974).
- Acetato de B-Amirina. (Chaturvedi, A K. y colbs.; 1974).
- Friedelina. (Chaturvedi, A.K. y colbs.; 1974).
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- Friedelan-38-ol. (Chaturvedi, A.K. y colbs.; 1974).

Accién antiinflamatoria.

- a-Amirina. (Kweifiookai, G. y colbs.; 1994).

- Palmitato de o-amirina. (Kweifiookai, G. y colbs.; 1994).

- Linolato de o-amirina. (Kweifiookai, G. y colbs.; 1994).

- Acetato de o-amirina. (Chaturvedi, A.K. y colbs.; 1974).

- Acetato de B-amirina. (Chaturvedi, A.K. y colbs.; 1974).

- Friedelina. (Chaturvedi, A.K. y colbs.; 1974).

- Friedelan-38-ol. (Chaturvedi, A.K. y colbs.; 1974).

- Acido Oleandlico. (Aquino, R. y colbs.; 1991).

- Acido Ursdlico. (Cappalletti, E.M. y colbs.; 1982), (Lee, K.-H. y colbs.;
1988).

- Acido 38,68,19qa-trihidroxiurs-12-en-28-0ico. (Aquino, R. y colbs.;
1991).

- Acido 2a,3a-Dihidroxiolean-5,12-dien-28-oico. (Chawla, A.S.; 1992).

- Acido 28,3a-Dihidroxiolean-5,12-dien-28-oico. (Chawla, A.S.; 1992).

- Lupeol. (Recio, M.C. y colbs.; 1995).

- Eritrodiol. (Recio, M.C. y colbs.; 1995).

- Hederagenina. (Recio, M.C. y colbs.; 1995).

- Acido a-Glicirrético. (Recio, M.C. y colbs.; 1995).

- Acido B-Glicirrético. (Recio, M.C. y colbs.; 1995).
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- Uvaol. (Recio, M.C. y colbs.; 1995).

- Acido Torméntico. (Recio, M.C. y colbs.; 1995).

Accion antiarritmica.

- a-Amirina. (Kweifiookai, G. y colbs.; 1994).
- Palmitato de o-amirina. (Kweifiookai, G. y colbs.; 1994).
- Linolato de «-amirina. (Kweifiookai, G. y colbs.; 1994).

- Acido Ursélico. (Lee, K.-H. y colbs.; 1988).

Accion antivirdsica.

- Suberosol. (Li, H. y colbs.; 1993).

- Acido 3-O-Trans-cafeoiltormentico. (De Tommasi, N. y colbs.; 1992).
- Dammaradienol. (Poehland, B.L. y colbs.; 1987).

- Dammarenediol-I1. (Poehland, B.L. y colbs.; 1987).

- Hidroxidammarenona-1. (Pochland, B.L. y colbs.; 1987).

- Acido Ursénico. (Poehland, B.L. y colbs.; 1987).

- Hidroxihopanona. (Poehland, B.L. y colbs.; 1987).

- Acido Dammarendlico. (Poehland, B.L. y colbs.; 1987).

- Acido Shoérico. (Poehland, B.L. y colbs.; 1987).

- Acido Eichleridnico. (Poehland, B.L. y colbs.; 1987).

- Lactona del Ac. Hidroxioleanico. (Poehland, B.L. y colbs.; 1987).
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- Acido Glicirrético. (Konoshima, T. y colbs.; 1987).

- Acido Retindico. (Konoshima, T. y colbs.; 1987).

- Acido Oleandlico. (Konoshima, T. y colbs.; 1987).

- Acido Ursdlico. (Konoshima, T. y colbs.; 1987).

- Acido 3-O-Acetiloleandlico. (Konoshima, T. y colbs.; 1987).

- 3-O-Acetileritrodiol. (Konoshima, T. y colbs.; 1987).

- Acido Maslinico. (Konoshima, T. y colbs.; 1987).

- 2,3-di-O-Acetilmaslinico. (Konoshima, T. y colbs.; 1987).

- Acido 1,3-Dioxoolean-12-en,3-O-acetil betulinico. (Konoshima, T. y

colbs.; 1987).

Accion antialérgica.

- Acido Briondlico. (Tabata, M. y colbs.; 1993).
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ESTEROIDE
Accidn antitumoral y citotéxica.

- B-Sitosterol. (Bezanger-Beauquesne, L.; 1982).

- Withaferina A. (Bezanger-Beauquesne, L.; 1982).

- Withandélido E. (Bezanger-Beauquesne, L.; 1982).

- Cardendlidos. (Bezanger-Beauquesne, L.; 1982).

- 12B-Hidroxi-5a-pregna-16-ene-3,20-diona. (Shun, Y. y colbs.; 1987).
- 128-Hidroxipregna-4,16-dien-3,20-diona. (Shun, Y. y colbs.; 1987).
- Ergosterol. (Yasukawa, K. y colbs.; 1994).

- Ergosterol perdxido. (Yasukawa, K. y colbs.; 1994).
Accidn antiinflamatoria tépica.

- Prednisolona. (Hong, D. y colbs.; 1994).

- 6-Metoxicarbonilprednisolona. (Hong, D. y colbs.; 1994).

- 21-ol-Acetato de la 6-metoxicarbonilprednisolona. (Hong, D. y colbs.;
1994). |

- 7,21-diol-Aceténido de la 6-metoxicarbonilprednisolona. (Hong, D. y
colbs.; 1994).

-Metil118,17«,21-Trihidroxi-3,20-dioxopregna-14-dien-16¢-carboxilato.
(Heiman, A.S. y colbs.; 1990).
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Accion cardioténica.

- Digitoxina. (Bruneton, J.; 1993), (Trease y Evans; 1991).

- Gitoxina. (Bruneton, J.; 1993), (Trease y Evans; 1991).

- Purpureaglucésido B. (Bruneton, J.; 1993).

- Gilatoxina. (Bruneton, J.; 1993).

- Glucogitaloxdsido. (Bruneton, J.; 1993).

- Lanatésido A, B, C y D. (Bruneton, J.; 1993), (Trease y Evans; 1991).
- Digoxina. (Bruneton, J.; 1993), (Trease y Evans; 1991).

- Diginatdsido. (Bruneton, J.; 1993).

Accion diurética.

- Sarsapogenina. (Bruneton, J.; 1993).

- Digitogenina. (Bruneton, J.; 1993).

- Gitogenina. (Bruneton, J.; 1993).

- Digalogenina. (Bruneton, J.; 1993).
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11.2.INFLAMACION

11.2.1. ASPECTOS FARMACOLOGICOS

La inflamacién es una reaccion local conectivo-vascular, provocada por
microorganismos o sustancias irritantes, cuyo fin es localizar y destruir dichos
agentes patégenos, asi como reparar aquellos dafios que estos puedan producir

(Litter, M.; 1986).

Los sucesos vasculares implican una dilatacién inicial de los vasos sanguineos
con un incremento en el ﬂujo sanguineo, seguidamente se produce enlentecimiento
y éstasis de la sangre, un aumento en la permeabilidad de las vénulas poscapilares
y la exudacién de liquido. La vasodilatacién se lleva a cabo por varios mediadores
producidos por la interaccion del agente con las células del tejido (Histamina E, e I,

el factor activador de plaquetas etc.).

Algunos de estos mediadores, la histamina y el factor activador de plaquetas
(P.A.F.), también son responsables de la fase inicial del incremento en la

permeabilidad vascular.

El exudado de liquido contiene una gran variedad de mediadores que tienen
influencia sobre las células adyacentes y sobre los propios vasos sanguineos. Estos
incluyen los componentes de 4 cascadas enzimdticas: Sistema del Complemento,
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Sistema de la Coagulacién, Sistema Fibrinolitico y Sistema de las Cininas

(Rang,H.P. y colbs.; 1992).

Al incrementar la permeabilidad y la dilatacién vascular, estas sustancias

facilitan el desplazamiento de leucocitos hacia el lugar de la herida.

Los mediadores cldsicos de la inflamacién tienen la capacidad de inducir
solamente una modesta acumulacién de leucocitos en los tejidos inflamados, mientras
que los productos bacterianos, los tejidos dafiados y los inmunocomplejos provocan
una migracién leucocitaria masiva. La accion de tales factores sobre los leucocitos
puede ejercerse por via directa, 0 mediante activacion del Sistema del Complemento
a través de la via cldsica o alterna. Entre los componentes del complemento, los
factores Cs, y Cs, estdn dotados de poder quimiotdctico muy notable, también los

factores C;, C¢ y C; pueden desarrollar actividad quimiotdctica.

La quimiotaxis es una respuesta compleja, la movilidad leucocitaria es
vectorial en presencia de un gradiente de concentracion de los factores quimiotdcticos
(representados sobre todo por protefnas y polipéptidos), y causal, si falta dicho
gradiente. Se desconoce el mecanismo a través del cual los leucocitos reconocen las

proteinas que inducen su migracién.

En general las sustancias quimiotdcticas son producidas por estimulos
patégenos, daiios tisulares, o infecciones. Las enzimas proteoliticas son capaces de

40



convertir en quimiotdcticos numerosos sustratos proteicos.

El mecanismo de accién de las sustancias quimiotdcticas no ha sido tadavia
determinado, probablemente su lugar de accién puede hallarse en los microfilamentos

y microtibulos contrdctiles del citoplasma de los leucocitos.

También intervienen en esta etapa de la inflamacién las quininas, que

estimulan las terminaciones nerviosas y producen dolor.

La generacion de Prostaglandinas coincide con la migracién de leucocitos

polimorfonucleares hacia el lugar de la herida.

Durante el proceso de inflamacién, en etapas posteriores, las enzimas
lisosémicas son liberadas por los giébulos blancos. Estas enzimas son capaces de
degradar todas las macromoléculas, tanto del huésped como de las bacterias
invasoras. Una de estas enzimas lisos6micas es la fosfolipasa A, responsable de la
liberacion de d4cido araquidénico, precursor de la sintesis de eicosandides. Las
enzimas lisosémicas son capaces de engendrar las quininas y de activar la plasmina
para movilizar todavia mds glébulos blancos y aumentar la respuesta inflamatoria

(Luis Chiesa, J.A. y colbs.; 1983).
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11.2.2. ACCION ANTIINFLAMATORIA DE ESTEROIDES

CORTICALES

En la actualidad existen pruebas de que los esteroides inhiben la liberacion
de prostaglandinas , aunque no la sintesis . Inhiben las manifestaciones iniciales de
rubor, calor, dolor y tumefacion, y las tardias de cicatrizacion, reparacion y

reacciones proliferativas.

Los Glucocorticoides reducen el grado de dilatacién de los vasos sanguineos,
por lo que hay una menor exudacion de fluidos. Una de sus principales acciones
antiinflamatorias es disminuir el acimulo de leucocitos sanguineos en el lugar de la
inflamacion. Con relacion a los leucocitos neutrdfilos, 1a accion de estas hormonas
es promover la liberacion de los mismos de la médula Gsea, provocando una
leucocitosis neutrdfila. Por el contrario, los glucocorticoides, disminuyen la

liberacion de monocitos de la médula 6sea, disminuyendo su mimero en sangre.

En presencia de glucocorticoides, la sintesis de las principales linfocinas estd
disminuida, por ello existe una menor secrecién de proteasas neutras de los
macrdéfagos, razén por la que, en los procesos asociados a la liberacion extracelular

de estas enzimas se producird un menor dafio histico.
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Los efectos antiinflamatorios de los glucocorticoides se producen merced a

dos mecanismos:

- Disminucién de la produccién de células y mediadores inflamatorios.

- Generacion de mediadores antiinflamatorios.

En lo que se refiere a los mediadores antiinflamatorios se ha identificado, al
menos, una proteina mediadora putativa, que los glucocorticoides inducen en los
leucocitos; esta proteina se denomina lipocortina. En la actualidad se sabe que existen
al menos cinco lipocortinas que se consideran miembros de una familia de proteinas
que liga fosfolipidos y estdn reguladas por calcio. Todas las lipocortinas inhiben la
actividad de la Fosfolipasa A,, aunque existe gran controversia en torno al modo
como lo hacen. Cualquiera que sea el mecanismo, el resultado es una disminucion
en la produccién del factor activador de plaquetas, del arquidonato, y de todos los

mediadores inflamatorios derivados de éste (Rang H.P. y colbs.; 1992).

Recientemente se ha demostrado también que los glucocorticoides inhiben la
induccion de una NO-sintasa, enzima responsable de producir NO en macréfagos
activados y en endotelio vascular. Este mismo mecanismo puede ser responsable de
cierta actividad antidlgica que repetidas veces ha sido postulada por diversos informes

clinicos y experimentales (Florez, J. y Reig, E.; 1993).
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Las principales acciones antiinflamatorias de los glucocorticoides puden

resumirse en los siguientes apartados:

1. Reacciones mesenquimadticas.

Una de las acciones sobresalientes de los glucocorticoides (Cortisona,
Hidrocortisona, Prednisona, Prednisolona, Meprednisolona, Triamcinolona,
Dexametasona, Betametasona, Cortivazol y Corticotropina) es la de suprimir la
respuesta inflamatoria de los tejidos a los agentes irritantes, infecciosos y agresivos;

en primer lugar suprimen los mesenquimdticos, especialmente tejido conectivo.

Esta accion antiinflamatoria o antiflogistica puede demostrarse en animales
de experimentacion, en los que son capaces de suprimir las inflamaciones agudas y

crénica por:

a) Inhibir el eritema inflamatorio en cobaya y rata, producido por rayos U.V.

b) Inhibir el edema inflamatorio producido en la oreja del conejo y ratén por

el aceite de croton.

¢) Suprimir ¢l edema inflamatorio producido por la inyeccién subplantar en
la pata de la rata, de formaldehido, levadura, carragenina, mostaza, dextrano,

albimina de huevo o serotonina.



d) Inhibir la artritis producida en rata por inyeccién articular de formaldehido
y en el conejo por inyeccién intrarticular de suero de caballo en animales

sensibilizados a este antigeno.

e) Inhibir la peritonitis y pleuresia experimental en rata por inyeccién de

formaldehido en las serosas.

f) Inhibir la formacién de granuloma inflamatorio producido en el tejido
subcutdneo de la rata por implantacién de una bolita de algod6n o por inyeccion de

aire o aceite de croton.

En general, todos los fenémenos inflamatorios disminuyen de intensidad:

vasodilatacion, exudacién, edema, infiltracion leucocitaria, fagocitosis...

Estos compuestos inhiben también la formacion de los fibroblastos, el tejido
de granulacion y el depdsito de la sustancia fundamental del tejido conectivo, con lo
que se retarda el proceso de cicatrizacion. Esta accion antiinflamatoria puede ser
beneficiosa en ciertos casos (procesos inflamatorios oculares y cutdneos) y no serlo
en otros, ya que impide la formacion de la barrera fibrobldstica, linea natural de

defensa contra la invasion de tejidos adyacentes por el agente agresivo.

Experimentalmente se ha demostrado que cuando se provoca un granuloma
en la rata por inyeccion subcutdnea de aire o un agente irritante como el aceite de
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croton, dicho granuloma constituye una barrera que evita la necrosis cutdnea, por
nueva inyeccién de la sustancia irritante a gran concentracién. En cambio en
animales tratados con Hidrocortisona no se forma dicha barrera y se produce la

necrosis de la piel.

2. Accidn antirreumadtica.

La accion antiinflamatoria de los glucocorticoides se observa de manera
sobresaliente en los procesos reumdticos inflamatorios tales como la artritis

reumatoidea y la fiebre reumdtica aguda.

a) Artritis reumatoidea. En esta enfermedad la administracién de
glucocorticoides hace que desaparezca el dolor articular rdpidamente, y luego la
tumefacion, rubor y calor. La limitacién de movimientos y la eritrosedimentacion

acelerada se normaliza.

b) Fiebre reumdtica. Con la administracién de glucocorticoides los sintomas:
dolor, rubor y tumefaccion articular desaparecen rdpidamente igual que la fiebre y
la taquicardia, la eritrosedimentacion acelerada se normaliza y desaparece la Proteina
C-reactiva (signo de actividad reumdtica) en la sangre. Se trata también de una

accion supresiva.
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3. Enfermedades del coldgeno.

Los glucocorticoides como la Hidrocortisona, Prednisona, Prednisolona,
Metilprednisolona, Triamcinolona, Dexametasona, Betametasona y la Corticotropina,
tienen la propiedad de aliviar la mayor parte de las manifestaciones inflamatorias de
las enfermedades del coldgeno. Se trata de una accién antiinflamatoria y también

inmunosupresiva.

4. Sindrome _nefrdtico.,

La accion antiinflamatoria de los glucocorticoides produce una restauracion
de la estructura normal del glomérulo renal y restablecimiento de la impermeabilidad
de los capilares glomerulares a las proteinas sanguineas, pudiendo intervenir también

una accién inmunosupresiva.

5. Sindrome asmdtico,

Los glucocorticoides tienen también la propiedad de inhibir la respuesta
alérgica de los tejidos, esta accién estd relacionada con sus efectos antiinflamatorios.
Los glucocorticoides inhiben la liberacién de histamina y de los otros mediadores
formados en los estados alérgicos, lo que se debe a la estabilizacion de las

membranas de los mastocitos impidiendo su desgranulacion.

47



6. Accién antiinflamatoria local.

La aplicacion local de los glucocorticoides provoca una vasoconstriccion, que
es en parte responsable de esta accién. Es importante esta accion antiinflamatoria de
los glucocorticoides en las articulaciones, en el ojo (incluyendo conjuntiva y cérnea)

y en la piel (eczemas y psoriasis).

En el hombre, los glucocorticoides constituyen las drogas antiinflamatorias
por excelencia y las mds potentes. Tienen la propiedad de inhibir todo tipo de
inflamaciones, tanto las deseables o itiles (mecanismos de defensa) como las
indeseables o initiles (producen dafio). Justamente la importancia terapéutica de estas

drogas reside en esta iltima propiedad (Litter, M.; 1986).
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III. PARTE EXPERIMENTAL



III.1. MUESTRAS

III.1.1. RECOLECCION Y PREPARACION.

El material vegetal estd constituido por las sumidades del hemipardsito

Viscum cruciatum Sieber y del hospedador Crataegus monogyna Jacq., recolectadas

en la primera quincena de Febrero, después de un perfodo frio, en el Puerto de los

Vientos (Serrania de Ronda, Mdlaga).

La desecacién se realizé a la sombra, sobre una superficie lisa, a una
temperatura media de 25°C, y posteriormente se conserve en lugar seco, oscuro y

cerrado.

El material vegetal ha sido determinado en el Departamento de Biologia

Vegetal de la Facultad de Farmacia, quedando depositado un ejemplar testigo del

mismo en el herbario de dicha Facultad (SEV-F.).
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II1.2. ESTUDIO FITOQUIMICO

II1.2.1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS A ESTUDIAR.

Partimos de 500g de Viscum cruciatum Sieber pardsito de Crataegus

monogyna Jacq., 500g de Crataegus monogyna Jacq. parasitado por Viscum
cruciatum Sieber y 500g de Crataegus monogyna Jacq. sin parasitar.

Las muestras desecadas, fueron troceadas e introducidas en el cuerpo
intermedio de un extractor tipo Soxhlet y sometidas a una extraccién continua,
operando con disolventes de polaridad creciente: n-Hexano, Cloroformo y Metanol

(Dominguez, X.A., 1961).

El proceso esquematizado para cada una de las drogas queda recogido en la

figura 4.

Seleccionamos para nuestro estudio el precipitado A y el extracto hexanoico

(H) obtenido con cada una de las muestras; denominandolos en cada caso:

A, H;: Obtenidos de Viscum cruciatum Sieber.

A,, H,: Obtenidos de Crataegus monogyna Jacq. parasitado por
Viscum cruciatum Sieber.

A;, H,: Obtenidos de Crataegus monogyna Jacq. sin parasitar.
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Los rendimientos de las extracciones, expresados en gramos de residuo seco

(r.s.) por 100g de planta han sido:

b

Ext° Hexanoico Ext® Cloroférmico Ext® Metanélico
(%) (%) (%)
V. cruciatum 2,30 2,35 19,1
. MONogyna paras. 0,59 1,17 10,47
C.monogyna sin paras. 1,26 2,00 9,81
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DROGA

n-Hexano
Ext® Hexanoico Marco A
Cloroformo
Ext’ (H) Ppdo A l
Ext° cloroférmico Marco B

Metanol

L

Ext®° Metandélico Marco C

Fig. 4: Esquema del proceso extractivo



II1.2.2. TECNICAS CROMATOGRAFICAS

La separacion de los distintos componentes de los extractos obtenidos se

realizé por cromatografia en columna de gel de silice.

Previamente, se hizo un estudio cromatogrdfico en capa fina, con el fin de
establecer un criterio de seleccion de los eluyentes a emplear en la cromatografia en

columna,

II1.2.2.1. CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Material

Cromatofolios PL de silicagel 60 F,s,, Merk.
Cubetas cromatogrdficas de vidrio.

Ldmpara Luz U.V. de 366 nm y 254 nm.
Estufa de desecacion.

Pulverizador de aire a presion.

Reactivos (Panreac-PRS)
n-Hexano
Eter etilico
Cloroformo
Acetato de etilo
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Fa Ovi
n-Hexano/Cloroformo a distintas proporciones.
Cloroformo/Acetato de etilo a distintas proporciones.

n-Hexano/Eter etilico (70:30).

Reveladores
Oleum: Acido Sulfiirico/Acido Acético glacial/Agua (2:40:8).
Exposicion a 120°C durante 5 min. (Bermejo, 1968).

Luz Ultravioleta (Wagner y colbs.; 1984).

Método

El desarrollo de los cromatofolios se realiz6 en cdmaras previamente saturadas
con las fases mdviles. La técnica seguida es la propuesta por STHAL (Sthal, 1969),
en su modalidad unidimensional ascendente de simple recorrido. Los cromatofolios
desarrollados se observan a la luz U.V. reveldndose a continuacién y observdndose,

en algunos casos, de nuevo a la luz U.V.

I11.2.2.2. CROMATOGRAFIA EN COLUMNA

Material
Columnas de vidrio de diversas longitudes y didmetros.
Colector de fracciones LKB 8070 Ultrorac II.
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Rotavapor Buchi.

Reactivos

Adsorbentes: Silicagel 60 (0,063-0,200 mm) (Merck).

Silicagel (0,2-0,5 mm) (Merck).

Eluyentes: n-Hexano, Eter etilico, Cloroformo, Acetato de etilo, a distintas

proporciones segun las diferentes columnas.
Mé¢étodo
Se sigue el procedimiento cldsico de cromatografia slido-liquido en columna.
El empaquetamiento se realiza formando una suspension de silicagel (0,063-
0,200 mm) en n-Hexano, dejindose en reposo durante 24 horas. Para formar la

cabeza de la columna se utiliza silicagel 0,2-0,5 mm.

El seguimiento de la columna se realiza por cromatografia en capa fina.
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II1.2.3. TECNICAS INSTRUMENTALES

- Determinacién del punto de fusion: El punto de fusién se determiné en

un microscopio THERMOVAR HT 1B11.

- Espectroscopia:

Los espectros U.V. se realizaron en un espectrofotometro PERKIN
ELMER Lambda 3, con registrador incorporado, utilizando cubetas de
cuarzo de 1 cm de espesor y 3 ml de capacidad. El disolvente utilizado

fue Cloroformo de mdximo grado de pureza.

Los espectros de masas (E.M.) se realizaron en un espectrémetro de
masas KRATOS MS 80 RFA. La temperatura de la fuente fue de 250°C

y la energfa de ionizacién 70 e.v.

La cromatografia gaseosa se realizé en un cromatdégrafo de gases

CHROMPACK-CP 9000 usando helio como gas portador.

La cromatografia de gases-Espectrometria de masas se realiz6 en un

aparato CARLO EBRA/KRATOS MS 80 RFA.

Los espectros de masas se realizaron a una resolucion de 1000 y la
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medida exacta de las masas, bajo una resolucién de 10.000.

El barrido espectral se ajusté dependiendo de la muestra.
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I11.2.4. ESTUDIO DE VISCUM CRUCIATUM SIEBER.

II1.2.4.1. ESTUDIO DEL PRECIPITADO A,

De la extraccion realizada (aptdo. I11.2.1.) se obtuvo un precipitado en forma

de polvo blanco, que pesé 1,46g (0,29%), al que realizamos un estudio preliminar

por cromatografia en capa fina, resultando ser un solo compuesto.

El compuesto obtenido al que denominamos A, fue sometido para su

identificacion a diversas técnicas fisicas, cromatogrdficas y espectrofotométricas.

I11.2.4.1.a. Resultados

- Punto de fusion: 270-273°C.
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- Cromatografia en capa fina:

El estudio realizado mediante cromatograffa en capa fina en soporte de

silicagel, nos proporciond los siguientes valores de R.f.:

Fase movil Rf Coloracién (QOleum)
n-hexano/Eter etilico 0,09 Purpura
(70:30)
n-hexano/Eter etilico 0,46 Purpura
(50:50)
Cloroformo/Acetato etilo 0,55 Purpura
(50:50)

- Espectroscopia U.V. (realizada en Cloroformo)

U.V.: A(mdx): 235 y 285 nm (Fig. 5).

- Espectrometria de masas: E.M. m/z (%):

456(M*,6), 411 (2), 300 (6), 248 (100), 219 (8), 203 (44), 133 (33), 119

(19) (Fig. 6).
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I11.2.4.1.b. Discusién de Resultados

El espectro de masas muestra el ién molecular a m/z 456, con una férmula
empirica determinada por alta resolucién C;,H,305, su pico base aparece a m/z 248
correspondiéndole una férmula empirica (M-C4H,,0)* y el pico a m/z 203 nos
orienta hacia un dcido triterpénico correspondiente a la serie oleano-12-en o ursa-12-

cn.

10 e R = COOH

m/e = 203

Es una fragmentacién retro Diels-Alder con iones en m/z 248 y 203,

indicativos de triterpenos que tienen una insaturacién en C,;-C,, (Proliac, A.; 1980).

El comportamiento cromatogrdfico y espectral nos identifica el compuesto A,

como el ACIDO URSOLICO cuya estructura es:
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Este compuesto ha sido identificado con anterioridad en un extracto

cloroférmico de Viscum cruciatum Sieber pardsito de Prunus Amygdalus Stokes,

mezclado con el Acido Oleandlico ( Agudo, M.A.; 1989).

El Acido Ursdélico también ha sido puesto de manifiesto en Viscum album L.

(Delaveau, P.; 1980).



I11.2.4.2. ESTUDIO DEL. EXTRACTO HEXANOICO (H,)

El extracto hexanoico (H,) lo concentramos a presion reducida hasta residuo

seco, y realizamos un estudio del mismo en columna de gel de silice.

Como eluyentes se utilizaron: n-Hexano, n-Hexano/Cloroformo,

Cloroformo/Acetato de etilo, a diferentes proporciones.

Se obtuvieron 169 fracciones, que se agruparon segun su comportamiento

cromatogrdfico en capa fina (Tabla III).

Las fracciones 76-106 reunidas se vuelven a cromatografiar por columna de
gel de silice, utilizando como eluyentes: n-Hexano, n-Hexano/Eter etilico a distintas
proporciones, y Eter etilico. Se obtuvieron 139 fracciones, las cuales se han
agrupado segiin su comportamiento cromatografico. Los resultados se recogen en la

Tabla IV.
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FRACCIONES ELUYENTES OBSERVACIONES
1-26 n-Hexano Mezclas
2743 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(90:10)

44-55 n-Hexano/Cloroformo Mezclas+ AH,
(90:10)

56-67 n-Hexano/Cloroformo Mezclas+ AH,
(80:20)

68-73 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(80:20)

74-75 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(80:20)

76-80 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(70:30)

81-84 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(70:30)

85-90 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(50:50)

91-106 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(50:50)

107-112 n-Hexano/Cloroformo Mezclas+BH,
(30:70)

113-128 n-Hexano/Cloroformo Mezclas+BH;
(30:70)

129-164 n-Hexano/Cloroformo Mezclas+BH,
(10:90)

164-169 Clorof./Acet. etilo Mezclas

(50:50)

Tabla III: Desarrollo de la columna correspondiente al extracto hexanoico de

Viscum cruciatum Sieber(H,).




FRACCIONES ELUYENTES OBSERVACIONES
12 n-Hexano Mezclas
34 n-Hexano Mezclas
5-7 n-Hexano Mezclas
8-10 n-Hexano/Eter etilico Mezclas
(90:10)
11-16 n-Hexano/Eter etilico Mezclas+CH;
(90:10)
17-21 n-Hexano/Eter etilico Mezclas+CH;
(90:10)
22-31 n-Hexano/Eter etilico Mezclas+CH,
(80:20)
32-34 n-Hexano/Eter etilico Mezclas+CH,
(80:20)
35-44 n-Hexano/Eter etilico Mezclas+DH,
(80:20)
45-83 n-Hexano/Eter etilico Mezclas+DH,
(70:30)
84-92 n-Hexano/Eter etilico Mezclas
(70:30)
93-98 n-Hexano/Eter etilico Mezclas
(70:30)
99 n-Hexano/Eter etilico Mezclas
(50:50)
100-101 n-Hexano/Eter etilico Mezclas+ AH;
(50:50)
102-105 n-Hexano/Eter etilico Mezclas+EH;
(50:50)
106-117 Eter etilico Mezclas+EH,
118-139 Eter etilico Mezclas

Tabla IV: Desarrollo de la columna correspondiente a las fracciones 76 a 106




I11.2.4.2.a. Identificacién del AH,

El compuesto AH, fue separado de sus fracciones correspondientes mediante
cromatograffa en capa fina preparativa de silicagel, utilizando como fase mévil n-

Hexano/Eter etilico (90:10).

Resultados

- Punto de fusién: 235-237°C.

- Cromatografia en capa fina:

Los valores de Rf y coloraciones obtenidas en el estudio cromatografico

fueron las siguientes:

Fases mdviles Rf Coloracién (Oleum)

n-Hexano/Eter etilico 0,49 Pdrpura-anaranjado
95:5)

n-Hexano/Eter etilico 0,92 Pirpura-anaranjado
(70:30)

n-Hexano/Cloroformo 0,15 Pirpura-anaranjado
(60:40)
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- Espectroscopia U.V. (realizada en Cloroformo).

U.V.: A(mdx.): 236 nm (Fig. 7).

- Espectrometria de masas: E.M. m/z (%):

463(M*,3), 408 (3), 218 (100), 203 (70), 189 (40) (Fig. 8)
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El espectro U.V. da una A mdx. a 236 nm. que se encuentra dentro del

rango de absorbancia de los triterpenos.

El espectro de masas de alta resolucion muestra el ion molecular a m/z 468
al que le corresponde la férmula empirica C;,H;,0,. El pico a m/z 203 nos da idea
de un triterpeno con una insaturacién entre el C,;-C,,, el pico base a m/z 218 nos

orienta hacia un triterpeno perteneciente a la serie ursano u oleano (Proliac, A.;

1980).

’ R
(AN m/e = 218

m/e = 203
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Consultando la bibliografia, hemos deducido que se trata de un monoacetato
de un triterpeno identificado como ACETATO DE B8-AMIRINA (Olean-12-en-3-ol,

Acetato, (3, Beta)), y su estructura es la siguiente:

Este compuesto, fue aislado e identificado anteriormente en Viscum
cruciatum Sieber parasito de Prunus amygdalus Stokes (Agudo Martinez, M.A.;

1989).

El Acetato de B-Amirina ha sido identificado también en otras dos especies

pertenecientes a este mismo género: Viscum album L. (Fukunaga, T. y colbs.; 1987)

y Viscum multinerve Hayata (Lin, J-H_; 1979).
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I11.2.4.2.b. Identificacién del compuesto BH;,

Se separé de la mezcla por cromatograffa preparativa en cromatofolios de

silicagel, utilizando como fase mévil n-Hexano/Cloroformo (10:90).

Resultados y Discusion

Los datos cromatogrdficos y espectrales para este compuesto coinciden con
los obtenidos para el precipitado A, (aptdo. II1.2.4.1.b.), identificado como ACIDO

URSOLICO.
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I11.2.4.2.c. Identificacién de la fraccion CH,

La fraccién denominada CH, se aislé de las fracciones 11-34 (Tabla IV) por

cromatografia en capa fina preparativa de silicagel, utilizando como fase mévil n-

Hexano/Eter etilico (70:30).

El estudio cromatogrdfico preliminar de dicha fraccion, dié como resultado:

Fases méviles Rf Coloracién (Oleum).
n-Hexano/Eter etilico 0,40 Morada
(70:30)
n-Hexano/Eter etilico 0,46 Morada
(60:40)
n-Hexano/Cloroformo 0,06 Morada
(50:50)

Para separar los diferentes componentes se aplicé la cromatograffa en fase
gaseosa, con columnas capilares y detector de ionizacién de llama. La identificacion
de los constituyentes se llevd a cabo mediante la obtencion de los espectros de masas
de los picos cromatogrdficos utilizando un sistema combinado cromatdgrafo de gases-
espectrometro de masas.
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Antes de su inyeccion en el cromatégrafo de gases la muestra fue silanizada,
con el reactivo silanizante: Piridina/Hexametildisilazano/Trimetilclorosilano.
Afiadimos 50 pl de este reactivo por cada mg de compuesto, se tapa el frasco, se

agita y se deja estar durante unos minutos.
La fraccion silanizada se inyecta en una columna capilar de silice fundida, de
25m de longitud, 0,25mm de didmetro interior, impregnada con 5% Fenil-

metilsilicona con 0,23um de espesor de fase.

Gas portador: Helio (1 ml/min).

Temperaturas:
Inyector..........coceeeenn... 275°C
Columna..................... 230°C (6 min.) + 4°C/min. hasta 300°C.
Detector.........c.ccouennenn.. 325°C

Con las condiciones experimentales que acabamos de describir, se procede a
realizar el andlisis cromatogrdfico de la muestra y se registran los espectros de masas

de cada uno de los constituyentes que aparecen en el cromatograma.
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Resultados

- Cromatografia de gases:

El cromatograma obtenido (Figura 9), y los porcentages de area de los picos
cromatograficos indican que se trata de una mezcla muy compleja de compuestos
donde hay cuatro componentes mayoritarios (Tx = 16,18, 19,77, 23,11 y 27,29

min.).

Los Tiempos de Retencion (Tg) y areas relativas de los picos obtenidos en el

andlisis por cromatografia de gases de la fraccion CH,; (Fig. 9) se detallan a

continuacion:;
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

8,79
10,58
12,44
14,29
16,18
17,94
19,77

21,41
23,11
24,80
26,83
26,94
27,29
27,75
28,30

30,00

Area Relativa(%)
0,25
0,32
1,18
0,16
5,95
1,11

16,64
1,78
29,18
1,66
13,85
0,28
2,09
3,70
13,79
0,21
7,63

0,27
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- Cromatografia de gases-Espectrometria de masas:

Los datos correspondientes al espectro de masas de los derivados silanizados,

- de los componentes de CH; se expresan a continuacion. Los nimeros entre paréntesis

indican las abundancias relativas en %:

P, - m/z 327 (M*-15,100), 103 (29), 83 (21), 76 (68), 57 (28), 43 (34).

P, - m/z 341 (M*-15,70), 97 (10), 69 (15), 57 (21), 55 (25), 43 (100),

41 (75).

P, - m/z 355 (M*-15,100), 103 (31), 83 (14), 75 (72), 57 (32), 43 (20).

P, - m/z 369 (M*-15,85), 97 (45), 69 (42), 57 (74), 55 (80), 43 (100),

41 (65).

P - m/z 383 (M*-15,100), 103 (30), 83 (23), 75 (74), 57 (30), 43 (33).

P, - m/z 397 (M*-15,70), 97 (68), 69 (61), 57 (85), 55 (91), 43 (100),

41 (78).

P, - m/z 411 (M*-15,100), 103 (35), 83 (27), 75 (70), 57 (36), 43 (32).
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Pg - m/z

Py - m/z

Pll_ m/Z

P,- m/z

Py;- m/z

P14' m/Z

Pys- m/z

Pl6_ m/Z

425 (M*-15,93), 97 (22), 69 (95), 57 (99), 55 (100), 53 (76),

41 (71).
439 (M*-15,100), 103 (43), 83 (33), 75 (79), 57 (48), 43 (43).

453 (M*-15,75), 97 (57), 69 (63), 57 (98), 55 (100), 43 (82),

41 (60).
467 (M*-15,100), 103 (19), 83 (13), 75 (36), 57 (4), 43 (16).

481 (M*-15,69), 97 (62), 69 (66), 57 (98), 55 (100), 43 (80),

41 (62).
495 (M*-15,100), 103 (33), 83 (30), 75 (61), 57 (81), 43 (95).
498 (M*,3), 483 (1), 218 (100), 135 (6), 69 (16) (Fig. 10).

498 (M*,23), 483 (37), 393 (72), 203 (16), 189 (22), 145 (35),

109 (60), 95 (42), 69 (100) (Fig. 11).

512 (M*,3), 497 (14), 483 (19), 393 (47), 339 (7), 271 (7), 189

(17), 69 (100) (Fig. 12).
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P~ m/z 498 (M*,2), 483 (31), 408 (96), 393 (99), 286 (26), 189 (26),

175 (40), 135 (51), 109 (53), 95 (76), 69 (100), 55 (78) (Fig.13)

La interpretacién e identificacion de los espectros, se realiza por comparacion

con los contenidos en la libreria correspondiente del banco de datos (NBSLIB2).

En las figuras 10, 11, 12 y 13 se muestran los espectros de masas

correspondientes a los picos Py, Pis, Pis y Pis respectivamente.
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Discusion de resultados

Los resultados anteriores nos han llevado a la identificacién de los siguientes

compuestos:

P,: Alcohol alifdtico de 18 dtomos de carbono (C,3H;30): OCTADECANOL-1

P,: Alcohol alifdtico de 19 d4tomos de carbono (C,sH,,0): NONADECANOL-1

P;: Alcohol alifdtico de 20 dtomos de carbono (C,,H,,0): ICOSANOL-1

P,: Alcohol alifdtico de 21 dtomos de carbono (C,,H,,0): HENICOSANOL-1

Ps:  Alcohol alifitico de 22 dtomos de carbono (C,,H,;0): DOCOSANOL-1

Ps: Alcohol alifdtico de 23 dtomos de carbono (C;H0): TRICOSANOL-1

P,: Alcohol alifdtico de 24 dtomos de carbono (C,,Hs,0): TETRACOSANOL-1

Pg: Alcohol alifdtico de 25 dtomos de carbono (C,sHs,0): PENTACOSANOL-1

Py: Alcohol alifdtico de 26 dtomos de carbono (C,sHs,0): HEXACOSANOL-1
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P,o: Alcohol alifdtico de 27 dtomos de carbono (C,;Hs0): HEPTACOSANOL-1
P,,: Alcohol alifdtico de 28 dtomos de éarbono (Cy3Hs30): OCTACOSANOL-1
P;,: Alcohol alifdtico de 29 dtomos de carbono (C,Hg0): NONACOSANOL-1
P;5: Alcohol alifdtico de 30 dtomos de carbono (C;yHg0): TRIACONTANOL-1

Los alcoholes alifticos se encuentran en la mezcla en una proporcién del

74,41%, constituyendo los principios mayoritarios.

P,,: La medida exacta de la masa, medida a resolucién 10.000, nos da para el
i6n molecular a m/z 498 la férmula empirica C,,H,0Si-(CH,);. El pico
base a m/z 218 (Fig. 10) nos indica que se trata de un triterpeno
perteneciente a la serie oleano. Estos datos, junto a otros recogidos en la
bibliografia consultada (Kornfeldt, A. y colbs.; 1981), nos llevan a la
conclusién de que se trata del compuesto Olean-12-en-38-o0l denominado

B-AMIRINA.
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La B-Amirina ha sido identificada con anterioridad en otras especies de este
género: Viscum liquindabaricola Hayata (Chiung-Sheve Chen; 1973), Viscum

multinerve Hayata (Lin, J-H.; 1979) y Viscum album L. (Delaveau, P.; 1980).

P,s: La medida exacta de la masa, medida a resolucién 10.000, nos muestra
el i6n molecular a m/z 498 correspondiéndole la férmula empfrica:
C;oH4,08Si-(CH;);. Los iones en los que se fragmenta esta molécula asi
como su pico base nos orienta que este compuesto es el 38-lanosta 8,24-
dien, 3-ol, conocido como BUTIROESPERMOL (Itoh, T. y colbs.;

1981).

HO

No hemos encontrado bibliografia referente a la existencia de este compuesto

en este género.

P,s: La medida exacta de la masa, medida a resolucién 10.000 para este
compuesto silanizado nos muestra el i6n molecular a m/z 512, al que
le corresponde la férmula empirica C;;H;, OSi-(CH,),. La fragmentacion

de 1a molécula corresponde a la de un triterpeno tetraciclico, y
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consultando la bibliografia proponemos que se trata del 24-
METILEN,24-DIHIDROLANOSTEROL (24-metilen-5c-Lanost-8-en-

3B8-ol)(Kornfeldt, A. y colbs.; 1981).

HO”®

Este compuesto no ha sido aislado con anterioridad en ninguna especie de este

género.

P;;: La medida exacta de la masa, realizada a resolucién 10.000, nos dd para
el i6n molecular a m/z 498 la férmula empirica C;,H,,OSi-(CH;);. El
pico a m/z 175 se corresponde con el i6n (C;3H;g)™, y el m/z 109 con
el (CgH,5)"*. Proponemos que se trata del 98,19-ciclo-5¢,98-lanost-24-
ene-38-0l, descrito con el nombre de CICLOARTENOL (Kornfeldt, A.

y colbs.; 1981).
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Este derivado terpénico no se habia puesto de manifiesto anteriormente en

ninguna especie de Viscum.

El cromatograma de gases muestra la existencia de un compuesto que se

corresponde con el pico mimero 18 que no ha sido identificado.
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II1.2.4.2.d. Identi i0n del DH;,

Este compuesto ha sido aislado por cromatografia en capa fina preparativa de

gel de silice utilizando como fase mévil n-Hexano/Acetato de etilo (60:40).

Resultados

- Punto de fusion: 140-141°C.

- Cromatografia en capa fina:

Los valores de Rf y coloraciones obtenidos en el estudio cromatografico

fueron los siguientes:

Compuestos __Fases mdviles Rf Coloracién (Oleum)

DH, n-Hexano/Eter etilico 0,20 Pirpura-morada
(60:40)

B-Sitosterol  n-Hexano/Eter etilico 0,20 Purpura-morada
(60:40)

DH, n-Hexano/Cloroformo 0,06 Pudrpura-morada
(30:70)

B-Sitosterol ~ n-Hexano/Cloroformo 0,06 Purpura-morada
(30:70)
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~-Espectroscopia U.V (realizada en Cloroformo):
U.V.: A (mdx.): 236 nm, 262 nm. (s.h.) (Fig. 14).
- Espectrometria de masas: E.M. m/z (%):

414 (M*,25), 381 (11), 145 (36), 95 (50), 81 (68), 69 (52), 55 (86), 43

(100) (Fig. 15).
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Discusion de rgsﬁltagos

Los valores de Rf y coloraciones obtenidos en los ensayos cromatograficos
realizados con el compuesto DH,, coinciden con los encontrados en bibliografia
(Itoh, T. y colbs.; 1981), (Kornfeldt, A. y colbs.; 1981) y con los

correspondientes al patrén utilizado, 8-Sitosterol.

El E.M. de alta resolucion muestra el i6n molecular a m/z 414 al que le

corresponde la férmula empirica C,oH;,O.

Estos resultados nos dan idea de que se trata del B-SITOSTEROL, cuya

estructura es:

HO

Este compuesto fue aislado por Chiung-Sheve Chen en 1973 en la especie

Viscum liquidambaricolum, sin embargo, no hemos encontrado referencias
bibliogrdficas referentes al aislamiento de este compuesto en Viscum cruciatum

Sieber con anterioridad.
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111.2.4.2.e. Identificacién del compuesto EH,;

Este compuesto fue separado de sus fracciones correspondientes mediante

cromatografia en capa fina preparativa de silicagel, utilizando como fase mévil n-

Hexano/Eter etilico (20:80).

- Resul Di ion

El punto de fusidn, Rfs, espectro U.V. y espectro de masas de este

compuesto coinciden con los del precipitado A, (aptdo: 111.2.4.1.a.) y con los del

compuesto BH, (aptdo: 111.2.4.2.b.), identificados como ACIDO URSOLICO.
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I1.2.5. ESTUDIO DE CRATAEGUS MONOGYNA JACQ.

PARASITADO POR VISCUM CRUCIATUM SIEBER.

11.2.5.1. ESTUDIO DEL PRECIPITADO A,

Del extracto hexanoico se obtuvo un precipitado amorfo de color blanco de
peso 0,23g (0,05%), que sometido a estudio cromatografico en capa fina resulté ser

un solo compuesto que denominamos A,.

I11.2.5.1.a. Resultados

Los datos fisicos, cromatogrdficos y espectrales del compuesto A, se

corresponden con los del denominado A, (aptdo. I11.2.4.1.a.).

I11.2.5.1.b. Discusidn de resultados

Segtin el comportamiento cromatogrdfico y espectral, hemos identificado este

compuesto como ACIDO URSOLICO.

Este compuesto ha sido aislado e identificado anteriormente en Crataegus
monogyna Jacq. (Bezanguer-Beauquesne, L. y colbs.; 1990), (Van Hellemont, J.;
1986).
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I11.2.5.2. ESTUDIO DEL EXTRACTO HEXANOICO (H,)

El extracto hexanoico (H,) fue concentrado a presion reducida hasta residuo
seco y posteriormente se separaron los distintos componentes por cromatografia en

columna de gel de silice.

Como ecluyentes se emplearon: n-Hexano/Cloroformo, Cloroformo y

Cloroformo/Acetato de etilo a distintas proporciones.

En esta columna se obtuvieron 436 fracciones que se agruparon segin su

comportamiento cromatogrdfico. Los resultados se recogen en la Tabla V.

Las fracciones 151-427 reunidas, se vuelven a cromatografiar en columna de
gel de silice, utilizando como eluyentes: n-Hexano/Eter etilico a distintas
proporciones, obteniendose 105 fracciones, que se agrupan segiin su comportamiento

cromatogrdfico. Los resultados se recogen en la Tabla VI.
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FRACCIONES ELUYENTES OBSERVACIONES
143 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(80:20)
44-98 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(80:20)
99-130 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(80:20)
131-132 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(60:40)
133-148 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(60:40)
149-150 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(40:60) f
151-165 n-Hexano/Cloroformo Mezclas+ AH,
(30:70)
166-214 n-Hexano/Cloroformo Mezclas+ AH,
(10:90)
215-427 Cloroformo/ Acetato etilo Mezclas+ AH,
(90:10)
1
428-436 Cloroformo/ Acetato etilo Mezclas+BH,
(80:20)

Tabla V: Desarrollo de la columna correspondiente al extracto hexanoico de

Cratacgus monogyna parasitado (H,).



FRACCIONES ELUYENTES OBSERVACIONES
1-3 n-Hexano/Eter etilico Mezclas
(70:30)
4-7 n-Hexano/Eter etilico Mezclas
(70:30)
8-12 n-Hexano/Eter etilico AH,
(70:30)
13-17 n-Hexano/Eter etilico Mezclas+ AH,+CH,
(60:40)
18-23 n-Hexano/Eter etilico Mezclas
(60:40)
24-27 n-Hexano/Eter etilico Mezclas+DH,
(60:40)
28-35 n-Hexano/Eter etilico Mezclas
(60:40)
36-61 n-Hexano/Eter etilico Mezclas
(50:50)
62-67 n-Hexano/Eter etilico Mezclas
(40:60)
68-87 n-Hexano/Eter etilico Mezclas
(40:60)
88-105 n-Hexano/Eter etilico Mezclas

(50:50)

Tabla VI: Desarrollo de la columna correspondiente a las fracciones 151-427.




111.2.5.2.a. Identificacién de la fraccién AH,

La fraccion denominada AH, precipit6 en forma de cristales de color blanco

y su proporcion en la droga corresponde al 0,09%.

El estudio cromatografico por capa fina nos orienta a la presencia de un solo

componente, sin embargo las técnicas espectroscopicas nos indicaron que se

trataba de varios componentes de Rf semejantes.

- Cromatografia de gases.

Procedimos a realizar una cromatografia en fase gaseosa, siguiendo las

condiciones experimentales del apartado I11.2.4.2.c..

El cromatograma obtenido se presenta en la figura 16.

Los datos correspondientes a la cromatografia gaseosa de cada uno de los

picos detectados (tz y porcentages de Area) se detallan a continuacion.

Los datos obtenidos nos indican que se trata de una mezcla muy compleja
de compuestos donde hay un compuesto mayoritario (tx = 27,31).
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10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

6,55
7,70
8,86
10,01
11,80
13,63
15,46
17,24
18,98
20,68
22,32
23,48
25,82
26,05
26,20
26,97
27,31
29,34

33,78

Area Relativa(%)
0,09
0,02
0,43
0,05
1,53
0,18
2,85
0,21
1,59
0,10
0,63
0,20
1,32
0,45
7,77
2,69

79,47
0,20

0,21
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- Cromatografia de gases-Espectrometria de masas.

Los datos correspondientes a los espectros de masas de los compuestos

- silanizados P;-P;; de la fraccién AH,, se corresponden con los de los compuestos Py-

Py, de Viscum cruciatum Sieber (aptdo. 111.2.4.2.c.).
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La uni6n de la cromatografia gaseosa-espectrometria de masas nos ha
permitido separar 19 componentes de los cuales los picos 1-13, han sido identificados
como alcoholes alifiticos de 18,19,20,21,22,23 24 25,26,27,28,29 y 30 dtomos de

carbono.

El pico 14 ha sido identificado como la B-AMIRINA.

El pico 15 como el BUTIROESPERMOL.

El pico 16 como 24 METILEN-24-DIHIDROLANOSTEROL.

EL pico 17 como el CICLOARTENOL.

El componente mayoritario de la mezcla es el CICLOARTENOL (79,47%),

estando los alcoholes alifdticos en una proporcién del 9,20%.

El cromatograma en fase gaseosa nos muestra la existencia de dos

compuestos que se corresponden con los picos 18 y 19 que no han sido identificados.

Consultando la bibliografia , no hemos encontrado ninguna referencia de que
estos compuestos hayan sido identificados anteriormente en Crataegus monogyna Jacq.
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I11.2.5.2.b. Identificacién del compuesto BH,

El compuesto denominado BH, se aislé por cromatograffa preparativa de

silicagel, utilizando como fase m6vil n-Hexano/Eter etilico (20:80).

- BQS]!I!;QQQ§ y l!iﬁgﬂsjén

Los datos fisicos, cromatograficos y espectrales de este compuesto, son los

mismos que los del precipitado denominado A, (aptdo. I11.2.5.1.), identificado como

ACIDO URSOLICO.
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I11.2.5.2.c. Identificacién del compuesto CH,

Este compuesto fue separado de sus fracciones por cromatografia en capa fina

- preparativa de gel de silice, utilizando como fase mdvil n-Hexano/Eter etilico

(50:50).

Resultad Discusion de resul

Los datos de punto de fusién, cromatograficos u espectrales del compuesto
denominado CH, se corresponden con el denominado DH, (aptdo. 111.2.4.2.d.)

identificado como B-SITOSTEROL.

El B-Sitosterol no es la primera vez que se describe en esta especie (Van

Hellemont, J.; 1986).
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II1.2.5.d. Identificacién del compuesto DH,

- Resul Di i6n

Los datos fisicos, cromatogrdficos y espectrales del compuesto DH,, aislados
de las fracciones 24-27 por cromatografia preparativa se superponen con los del

ACIDO URSOLICO (aptdo. 111.2.5.1.a.).
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II1.2.6. ESTUDIO DE CRATAEGUS MONOGYNA JACQ. SIN

PARASITAR

II1.2.6.1. ESTUDIO DEL PRECIPITADO A,

El compuesto denominado A, precipit6 durante el proceso extractivo en forma

de polvo amorfo blanco de peso 0,12g (0,025%).

I11.2.6.1.a. Resultados y Discusién de resultados

Los datos cromatograficos, fisicos y espectrales, coinciden con los obtenidos
para los compuestos A, (aptdo. 111.2.4.1.) y A, (II1.2.5.1.) identificado como

ACIDO URSOLICO..
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111.2.6.2. ESTUDIO DEL EXTRACTO HEXANOICO (H,)

El extracto hexanoico H, fue concentrado a presion reducida hasta residuo

seco y posteriormente realizado el estudio del mismo en columna de gel de silice.

Los eluyentes usados fueron: n-Hexano, n-Hexano/Cloroformo, Cloroformo

y Cloroformo/Acetato de etilo a distintas proporciones.

Se obtuvieron 323 fracciones que reunimos segin su comportamiento

cromatografico (Tabla VII).

Reunimos las fracciones 120-143 y montamos una nueva columna utilizando
como eluyentes: n-Hexano y n-Hexano/Eter etilico a distintas proporciones. Se
obtuvieron 114 fracciones, que se agruparon segin su comportamiento

cromatografico como muestra la Tabla VIIIL.
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FRACCIONES ELUYENTES OBSERVACIONES
3-12 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(70:30)
13-25 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(70:30)
26-75 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(70:30)
76-90 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(70:30)
91-119 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(50:50)
120-127 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(50:50)
128-143 n-Hexano/Cloroformo Mezclas
(50:50)
144-190 Cloroformo/Acetato etilo Mezclas
(80:20)
191-265 Cloroformo/Acetato etilo Mezclas+ AH,
(80:20)
266-316 Cloroformo/ Acetato etilo Mezclas+ AH,
(80:20)
317-318 Cloroformo/Acetato etilo Mezclas
(80:20)
319-321 Cloroformo/ Acetato etilo Mezclas
(60:40)
322-323 Cloroformo/Acetato etilo Mezclas

(60:40)

Tabla VII: Desarrollo de la columna correspondiente al extracto hexanoico de

Crataegus monogyna sin parasitar (H,).




FRACCIONES ELUYENTES OBSERVACIONES
1-11 n-Hexano/Eter etilico Mezclas
(70:30)
12 n-Hexano/Eter etilico Mezclas
(70:30)
13-14 n-Hexano/Eter etilico Mezclas
(70:30)
15-17 n-Hexano/Eter etilico Mezclas
(70:30)
18-20 n-Hexano/Eter etilico Mezclas
(70:30)
21 n-Hexano/Eter etilico Mezclas
(70:30)
2227 n-Hexano/Eter etilico BH;,
(70:30)
28-29 n-Hexano/Eter etilico Mezclas+BH;
(70:30)
30-31 n-Hexano/Eter etilico Mezclas+CH,
(70:30)
32-34 n-Hexano/Eter etilico Mezclas+CH;
(70:30)
3544 n-Hexano/Eter etilico Mezclas
(60:40)
45-53 n-Hexano/Eter etilico Mezclas
(60:40)
54-68 n-Hexano/Eter etilico Mezclas+DH,
(60:40)
69-86 n-Hexano/Eter etilico Mezclas+DH;
(50:50)
87-108 n-Hexano/Eter etilico Mezclas+DH,
(40:60)
109-114 n-Hexano/Eter etilico Mezclas

(40:60)

Tabla VIII: Desarrollo de la columna correspondiente a las fracciones 120-143




I11.2.6.2.a. Identificacién del A

Este compuesto obtenido de las fracciones 191-316 de la columna inicial fue

aislado por cromatografia en capa fina preparativa de silicagel, utilizando como fase

movil n-Hexano/Eter etilico (20:80).

- Resul Di i6n de resul

Los datos fisicos, espectrales y cromatogréficos coinciden con los obtenidos

para el precipitado A;, A, y A; (aptdo. I11.2.4.1.), identificado como ACIDO

URSOLICO.
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I11.2.6.2.b. Identificacién de la fraccién BH,

La fraccion denominada BHj, precipité en forma de cristales blancos, en una

- proporcion del 0,14% (Tabla VIII).
El estudio cromatogrdfico por capa fina nos orienta a la presencia de un solo

compuesto, pero las técnicas espectroscépicas nos indicaron que se trataba de varios

compuestos de Rf muy parecidos.

Resultados
- Cromatografia de gases.

Realizamos una cromatografia en fase gaseosa siguiendo las condiciones

experimentales detalladas en el apartado 111.2.4.2.c..
El cromatograma resultante se muestra en la figura 17.

Los datos obtenidos nos indican que se trata de una mezcla muy compleja de
compuestos donde se observa la presencia de un componente mayoritario (t; = 26,02
min.). Los tiempos de retencion y las dreas relativas de los picos obtenidos en este

andlisis cromatogrdfico se indican a continuacién:
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10
11
12
13
14
15

16

3,48

5,19

7,19
10,69
12,52
14,35
16,14
17,91
19,56
21,27
22,47
22,86
24,57
24,92
25,60

26,02

Area relativa(%)
0,03
0,02
0,03
0,39
0,08
2,73
0,29
4,61
0,23
3,05
0,11
0,40
2,16
1,29
3,56

80,87
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- Cromatografia de gases-Espectrometria de masas.

Los datos correspondientes a los espectros de masas de los compuestos

- silanizados P;-P;, P;-Pyg, P15-Py3 y Py-Py de Crataegus monogyna sin parasitar, se

corresponden con los denominados P,-P,;, Ps-P,,, P,,-P;; y Ps-P;; en Viscum

cruciatum Sieber (aptado. 111.2.4.2.¢c.).
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Discusién de resultados

La espectrometria de masas nos orienté nuevamente hacia la identificacion de

los picos 1, 2,3,4,5,6,7, 8,9, 10, 12y 13 como los alcoholes alifiticos de 18,

19, 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 y 30 dtomos de carbono.

El P,, es el BUTIROESPERMOL..

El Pys es el 24 METILEN-24-DIHIDRO LANOSTEROL.

El P, es el CICLOARTENOL.

El P,;; no ha sido identificado.

El componente mayoritario de esta mezcla es el CICLOARTENOL

(80,87%), los alcoholes alifdticos se encuentran en una proporcion del 14,02 %.
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I1.2.6.2.c. Identificacién del

Este compuesto se aislé de la mezcla por cromatografia en capa fina

preparativa de silicagel, utilizando como fase mévil n-Hexano/Eter etilico (50:50).

Resul Discusion resultad

Los datos fisicos, cromatograficos y espectrales de este compuesto, coinciden

con los de los compuestos denominados DH; (aptdo. 111.2.4.2.d.) y CH, (aptdo.

I11.2.5.2.c.), identificado como B-SITOSTEROL.
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I11.2.6.2.d. Identificacién del compue

- Resul Discusion de resultados

El compuesto denominado DHj, se aislé de la fraccidn correspondiente por
cromatografia en capa fina preparativa de silicagel, utilizando como fase mévil n-
Hexano/Eter etilico (20:80). Todos los datos fisicos, espectrales y cromatograficos

coinciden con los obtenidos para el ACIDO URSOLICO.
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~ 111.2.7. DISCUSION GENERAL DE RESULTADOS

En los extractos hexanoicos procedentes de las tres muestras estudiadas se han
identificado el ACIDO URSOLICO (A,, A,, A;, BH;, EH,, BH,, DH,, AH; y DHj3).
Este compuesto precipité en mayor proporcién en la especie Viscum cruciatum

Sieber (0,29 %).

El ACETATO de 8-AMIRINA (AH,) se ha aislado del extracto hexanoico
procedente de la especie Viscum cruciatum Sieber; sin embargo, no se ha
identificado ni en Crataegus monogyna parasitado ni sin parasitar. Con anterioridad
este compuesto fue aislado en Viscum cruciatum Sieber pardsito de Prunus

amygdalus Stokes (Agudo, M.A.; 1989).

El compuesto denominado 8-SITOSTEROL ha sido aislado e identificado de
las tres muestras en estudio (DH;, CH, y CH,). Es la primera vez que este
compuesto se ha puesto de manifiesto en Viscum cruciatum Sieber, aunque ya habia
sido descrito con anterioridad en Crataegus monogyna Jacq. (Van Hellemont, J.;

1986).

Las fracciones CH,, AH, y BH;, han sido aisladas e identificadas como una
mezcla de alcoholes alifdticos de 18 a 30 dtomos de Carbono y compuestos de
naturaleza terpénica, entre los que cabe destacar la presencia de
BUTIROESPERMOL, 24-METILEN-24-DIHIDROLANOSTEROL y
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CICLOARTENOL. La 8-AMIRINA y el HENICOSANOL s6lo se han identificado

en Viscum cruciatum Sieber y en Crataegus monogyna Jacq. parasitado.

Mientras que en Crataegus monogyna parasitado y sin parasitar, el
componente mayoritario de la fraccion terpénica es el CICLOARTENOL (79,47 %
y 80,87 % respectivamente), en Viscum cruciatum Sieber, este compuesto estd en
menor proporcién (7,63%), siendo en este caso los ALCOHOLES ALIFATICOS
(74,41 %) los componentes mayoritarios. En Crataegus monogyna parasitado, los
alcoholes alifdticos constituyen el 9,20 % y en Crataegus monogyna sin parasitar el

14,02 %.

El BUTIROESPERMOL se encuentra en una mayor proporcion en Viscum
cruciatum  Sieber (13,79%), mientras que el 24-METILEN-24-
DIHIDROLANOSTEROL es mayoritario en Crataegus monogyna Jacq. sin parasitar

(3,56%).

Por la bibliografia revisada hemos podido comprobar que de esta fraccion
terpénica no habia sido aislado ni identificado ninguno de estos compuestos en
ninguna de las dos especies estudiadas. Algunos hacen referencia en Crataegus
monogyna Jacq., a la existencia de una crataeguslactona que parece ser una mezcla

de los dcidos crataegolico, ursdlico y oleanélico (San Martin, R.; 1977).
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II1.3.- ENSAYOS FARMACOLOGICOS

I11.3.1. ENSAYOS GENERALES DE TOXICIDAD

Para que un compuesto con actividad farmacoldgica pueda ser utilizado como
medicamento, es necesario que el efecto aparezca a dosis en las que la toxicidad sea
nula 0 minima. Por este motivo, los ensayos de toxicidad acompaiian siempre a los

de actividad en la seleccion de nuevos formacos.

111.3.1.1. TOXICIDAD AGUDA: DL,

El ensayo mds comiin para el estudio de la toxicidad aguda por administracion

unica de la sustancia en estudio, es la determinacién de la Dosis Letal 50 (DLs).

Se conoce como DLs, aquella dosis capaz de matar, en condiciones

determinadas, a la mitad de los animales de la misma especie en experimentacion.

El método utilizado ha sido el de MILLER y TAINTER (Miller, LL.C. y
Tainter, M.C.; 1944). Consiste en experimentar sobre varios lotes de animales a los
que se administran dosis crecientes de las sustancias a ensayar, de tal manera que el
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porcentaje de mortalidad varie entre 0-100 %. Transcurrido €l tiempo, segin la via
de administracion elegida, se hace el recuento por dosis, de animales vivos y muertos

de cada lote.

Con los resultados obtenidos se construye una grdfica, representando el
porcentaje de mortalidad transformado en probits en funcién del logaritmo de la dosis

(Wepierre, J.; 1977).

De esta forma la representacién obtenida es una recta, sobre la que deducimos
el valor de la DLy, por la lectura directa de la dosis correspondiente al 50 % de

animales muertos (probit 5).

Muestras ensayadas:

- Extractos hexanoicos (H,, H, y Hj)

Residuos secos (r.s.) procedentes del extracto hexanoico (aptdo I11.2.1.) a la

dosis de 1000 y 1500 mg/Kg animal de:

* Viscum cruciatum Sieber pardsito de Crataegus monogyna Jacq.
(equivalente a 43,48 y 62,50 gramos de planta respectivamente).
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* Crataegus _monogyna Jacq. parasitado por Viscum cruciatum Sieber

(equivalente a 164,49 y 246,73 gramos de planta respectivamente).

* Crataegus monogyna Jacq. sin parasitar (equivalente a 79,73 y 119,60

gramos de planta respectivamente).

- Fracciones terpénicas (AH, y BH,) de:

* Crataegus monogyna Jacq. parasitado por Viscum cruciatum Sieber (AH,,

aptdo II1.2.5.2.a.).

. 148 mg/Kg animal (164,49g planta/Kg).

. 238,2 mg/Kg animal (264,73g planta/Kg).

* Crataegus monogyna Jacq. sin parasitar (BH;, aptdo I111.2.6.2.b.).

. 111,6 mg/Kg animal (79,73g planta/Kg).

. 167,4 mg/Kg animal (119,60g planta/Kg).

Reactivo animal

Hemos seleccionado ratones raza Swiss, de ambos sexos y peso comprendido
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entre 25-30g, agrupados en lotes de 6 animales cada uno y mantenidos en ayunas 17-

18h antes de cada experiencia.

Los animales fueron sometidos a observacion directa durante las primeras 48h

para detectar cualquier tipo de sintomatologia durante dicho periodo.

II1.3.1.1.a. Resultados

Los resultados obtenidos se indican en la tabla IX.

Solo trds la administracion de la dosis mds alta ensayada de extracto

hexanoico y fraccion terpénica, los animales empiezan a manifestar sintomas de

inquietud, taquicardia, erizamiento del pelo y relajacion muscular en las patas

traseras, sin que se produzca la muerte de ninguno de ellos y encontrdndose

totalmente recuperados a las 24h de la administracion.
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DOSIS % Mortalida?d—=
PLANTA (mg/Kg de animal)
M__ L —
Y. cruciatum 1000 ' 0
Ext’° hexanoico(H,) 1500 0
C.monogyna paras. T 1000 Y B}
Ext® hexanoico(H,) 1500 0
C. monogyna paras. 148 0
Fraccién terpénica (AH,, 238,2 0
C. monogyna sin paras. 1000 0
Ext’ hexanoico (H,) | 1500 0
C. monogyna sin paras. 111,6 0
Fraccidn terpénica (BH,) 167,4 ' 0
R E——

Tabla IX: Valores de Toxicidad aguda correspondientes a los extractos

hexanoicos y fracciones terpénicas.



11.3.1.1.b. Discusién de resultados

Los estudios de toxicidad aguda realizados pusieron de manifiesto que ambas

- especies son poco téxicas, ya que serian necesarias dosis muy elevadas para que

aparezcan efectos indeseables.
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II1.3.2. ENSAYOS DE ACTIVIDAD CITOSTATICA

MI1.3.2.1. ENSAYOQS EN CULTIVOS VEGETALES

( Meristemos de Allium cepa L.)

Un antimitético es todo lo que dificulta la division celular, siendo ésta una

de las acciones ideales que debe poseer un preparado anticanceroso.

Cuando exponemos una poblacién de células a una sustancia o condicion
antimitética, s6lo podemos determinar en un exdmen microscépico: 1) si las células
entran 0 no en mitosis, y 2) en caso de que lo hagan, si su proceso hacia la telofase

es normal o0 no.

El material experimental mds apropiado es una poblacion sincronizada de
células que puedan ser estudiadas rdpidamente, en lo que se refiere a las respuestas
a distintos agentes en diversos estadios del ciclo. Se han obtenido bastantes éxitos
con c€lulas en cultivos de tejidos, en los que se destacan los meristemos radiculares

de las plantas (Wilson, G.B.; 1969).

LEVAN y LOTFY en 1.944 introdujeron el empleo de rafces producidas por

los bulbos de Allium cepa L. para el estudio de los efectos producidos por diferentes

sustancias sobre el ciclo celular.
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Nosotros hemos utilizado los meristemos apicales radicales de Allium cepa
L. variedad denominada "francesa" debido a su facil manejo, su gran produccién de

raices, y por presentar dichos meristemos un mimero elevado de células en division.

111.3.2.1.a. Condici xperienci

Los ensayos se realizaron con los extractos hexandicos (H;, H, y Hj) de
Viscum cruciatum Sieber, Cratacgus monogyna Jacq. parasitado y Crataegus
monogyna Jacq. sin parasitar, y con las fracciones terpénicas aisladas de Cratacgus
monogyna parasitado y sin parasitar (AH, y BH;) , a diferentes concentraciones,

comparando en cada caso con un control.

Los bulbos sobre los que se realizaron las pruebas, fueron seleccionados de

un tamaiio medio y peso comprendido entre 20-40 g.

Los bulbos se cultivaron en tubos de vidrio de aproximadamente 70 mL de
capacidad, con agua filtrada mediante un depurador de agua Braun y renovada cada
24 h. Se hizo burbujear aire a través del mismo, utilizando una bomba de membrana

Rena 101 con el fin de mantener el medio a un nivel constante de oxigeno y en

permanente agitacion.
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Todo el sistema de cultivo se aislé dentro de una cabina a una temperatura
comprendida entre 20-25°C, consiguiéndose al mismo tiempo la oscuridad necesaria
para el desarrollo de las raices. Los bulbos se colocaron de tal manera, que s6lo sus
- bases permanecieron sumergidas en agua, manteniendose asi, hasta que sus raices

alcanzaron una longitud de 2-3cm.

- Tratamien

Se realizé trasladando los bulbos con raices desarrolladas a otros recipientes
de cultivo conteniendo las soluciones a ensayar. Este momento se consider6 "tiempo

cero” o "tiempo de iniciacién de las pruebas”.

Las condiciones ambientales en las que se realizaron estas experiencias,
fueron idénticas a las que habfamos mantenido durante el desarrollo de las raices.

Igualmente se mantuvo el sistema de aireacién mediante burbujeo.

- Fijaci6n y tincién

Transcurridos los tiempos de tratamiento, tomamos mediante pinzas 3-4 raices
de cada bulbo y se fijaron inmediatamente en la solucién Carnoy (Etanol absoluto:
Acido acético 3:1) (Wilson; 1971). Se procuré siempre elegir raices bien
desarrolladas, que no presentaran anomalfas morfolégicas visibles, y de un tamafio
medio.
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Todas las pruebas se realizaron con un minimo de tres bulbos, fijdndose un

minimo de seis raices a cada uno de los tiempos indicados.

La tincion se efectu6 mediante la técnica de TJIIO y LEVAN con orceina

acético-clorhidrica (Tjio y Levan; 1950).

Orceina (Merk)................ 2g
Acido acético glacial......... 45 mL

Agua destilada. c.s.p....... 100 mL

Para preparar el colorante, 1a orceina se adiciona al dcido acético glacial y se
lleva a ebullicién a reflujo durante 10 minutos. Dejamos enfriar a temperatura
ambiente y afiadimos agua destilada hasta completar 100mL; después de 12h de
reposo se filtra. La solucién de orceina, asi obtenida, tiene una concentracion del

2%.

La "solucion de trabajo” se obtiene afiadiendo una parte de CIH 1N por cada

nueve de la solucién descrita anteriormente.

Las raices previamente fijadas, se colocan en un vidrio de reloj con solucién
colorante hasta cubrirlas totalmente. A continuacién se calienta a la llama de un
mechero de alcohol, sujetdndolo con unas pinzas espatuladas y haciendolo girar

suavemente alrededor de la llama, hasta que la temperatura alcanza unos 50°C
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aproximadamente. El control de la temperatura puede realizarse apoyando el vidrio

de reloj sobre el dorso de la mano.

Dejamos enfriar durante 5 min., repitiendo posteriormente esta operacién dos

veces mds. Finalmente se deja en reposo a temperatura ambiente durante 15-20 min.

- Montaj T ion

Una vez teiiidas las raices por el procedimiento anteriormente descrito, se
coloca una de ellas sobre un portaobjetos y con una lanceta se separa la zona
correspondiente al meristemo apical radical, desechando el resto de la raiz (cofia y
zona de diferenciacion tisular). A continuacién se afiaden unas gotas de solucién
colorante y con Ja lanceta efectuamos un ligero "troceado” con el fin de facilitar la

extension del material.

Colocamos encima el cubreobjetos, y damos unos pequefios golpes sobre €1
para eliminar las burbujas de aire. Se extiende el material, procurando que las células
meristemdticas queden distribuidas en un mismo plano (distribucién en monocapa),

haciendo posible un buen enfoque con el microscopio.

Las preparaciones tefiidas fueron observadas y fotografiadas en un

microscopio Olympus BH.

134



- Determinacién de los indices mit6ticos (1

El indice mitético (I.LM.) se define como el "porcentaje de células

meristemdticas que en un instante dado estdn en division, es decir, cursan algunas de

las etapas de la mitosis” (Lopez-Saez; 1965).

Se establece mediante el siguiente cociente:

n° células en divisién

IM= x 100

n° células totales

Entendiéndose por n° células totales, el de las células en interfase mds el de

las células en division.

El indice de fase (I.F.) expresa el mimero de células observadas en cada una

de las fases mitéticas, por cada 100 células meristemdticas en curso de division.

n® células en una fase determinada

IF x 100

n° células en division

Estos indices se determinaron contando un mimero variable de células, que

135



en todos los casos fue superior a 2000.

II1.3.2.1.b. Muestras ensayadas

- Extractos hexanoicos (H,;, H; y H,).

Las dosis ensayadas han sido de: 0,25 y 0,5 g de residuo seco que en los
tubos de cultivo se disolvieron en 100mL de agua filtrada (para la correcta disolucion
de los extractos hexanéicos en agua, se utiliz6 Tween 80 en una proporcién no

superior al 10%).

- Fracciones terpénicas (AH, y BH;).

Las dosis ensayadas fueron de 20 y 40mg, que se disolvieron en 100mL de

agua filtrada en los tubos de cultivo (para su correcta disolucién utilizamos Tween

80 en una proporcién no superior al 10%).

En todos los casos las raices se fijaron a las 4, 8, 24, 48, y 72h de

tratamiento.

Antes de iniciar los tratamientos, se recogieron raices que fueron fijadas como

prueba control.
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II1.3.2.1.c. Resultados

Los valores de los indices mit6ticos e fndices de fases obtenidos con los
extractos hexanoicos, a las diferentes dosis, se presentan en las tablas X-XV y los

correspondientes a las fracciones terpénicas en las tablas XVI a XIX inclusive.

La tabla XX muestra un resumen de los valores de I.M. en los diferentes

ensayos realizados.

Una representacion grdfica de estos resultados se presentan en las figuras 18,

19 y 20.
En las figuras 21 y 22 se observan las células meristemdticas de Allium cepa
antes y después de 72h de tratamiento con el extracto hexanoico (500mg

r.s./100mL) procedente de Viscum cruciatum Sieber (H,).

La figura 23 muestra la inhibicién producida en la mitosis por la fraccion
terpénica aislada de Cratacgus monogyna Jacq. sin parasitar (BH;).
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FASES MITOTICAS INDICES DE FASE

TIEMPO Células Células
Trat. Totales Divisién LM. Prof Metaf Anaf Telof LFp LFm LFa LF¢
Control 2433 195 8,01 117 23 13 42 60,00 11,79 6,67 21,54
4h 2318 188 8,11 112 25 15 36 59,57 13,29 7,98 19,15
8h 3107 227 7,31 143 29 16 39 62,99 12,77 7,05 17,18
24 h 2161 126 5,83 72 9 8 37 57,14 7,14 6,35 29,36
48 h 2180 130 5,96 68 15 9 38 52,31 11,54 6,92 29,23
72h 2362 132 5,59 62 19 19 32 46,97 14,39 14,39 24,24

Tabla X: Valores de .M. e LF. a diferentes tiempos de tratamiento, correspondientes al extracto hexanoico de Viscum cruciatum Sieber (Dosis 250 mg).



FASES MITOTICAS INDICES DE FASE

TIEMPO Células Células
Trat. Totales Divisién LM. Prof Metaf Anaf Telof LFp LFm LFa LFt

Control 2641 241 9,12 115 41 22 63 47,72 17,01 9,13 26,14
4h 2545 185 7,27 78 33 24 50 42,16 17,84 12,97 27,03

8h 3291 201 6,11 91 32 30 48 45,27 15,92 14,90 23,88

24 h 3075 165 5,36 79 28 21 37 47,88 16,97 12,73 22,42

48 h 3957 147 3,71 79 31 13 24 53,74 21,09 8,84 16,32
72h 3875 85 2,19 37 23 7 18 43,53 27,06 8,23 21,18

Tabla XI: Valores de I.M. e LF. a diferentes tiempos de tratamiento, correspondientes al extracto hexanoico de Viscum cruciatum Sieber (Dosis 500 mg).




FASES MITOTICAS INDICES DE FASE

TIEMPO Células Células
Trat. Totales Divisién IM. Prof Metaf Anaf Telof LFp LFm 1L.Fa LK

Control 1970 150 7,61 98 18 10 24 65,33 12,00 6,67 16,00
4h 1760 130 7,39 63 22 14 31 48,46 16,92 10,77 23,85

g&h 2327 77 3,31 29 14 7 27 37,66 18,18 9,09 35,06

24 h 3240 140 4,32 67 23 15 35 47,86 16,43 10,71 25,00

48 h 4456 176 3,94 94 29 11 42 53,41 16,48 6,25 23,86
72 h 3659 169 4,61 67 31 16 55 39,64 18,34 9,47 32,54

Tabla XII: Valores de .M. e LF. a diferentes tiempos de tratamiento, correspondientes al extracto hexanoico de Crataegus monogyna Jacq. parasitado por Viscum cruciatum
Sieber (Dosis 250 mg).



FASES MITOTICAS INDICES DE FASE

TIEMPO Células Células
Trat. Totales Divisién ILM. Prof Metaf | Anaf Telof LFp I.Fm LFa LK

Control 2032 252 12,40 97 56 24 75 38,49 22,22 9,52 29,76
4h 3124 184 5,89 109 27 13 35 59,24 14,67 7,06 19,02
8h 3513 213 - 6,06 107 27 21 58 50,23 12,58 9,86 27,23

24 h 3129 129 4,12 72 22 11 24 55,81 17,05 8,53 18,60

' 48 h 2200 "~ 60 2,72 26 16 4 14 43,33 26,66 6,66 23,33
72h 2529 119 4,70 55 27 13 24 46,22 22,69 10,92 20,17

Tabla XIII: Valores de I.M. e LF. a diferentes tiempos de tratamiento, correspondientes al extracto hexanoico de Crataegus monogyna Jacq. parasitado por Viscum cruciatum
Sieber (Dosis 500 mg).



FASES MITOTICAS INDICES DE FASE

TIEMPO Células Células
Trat. Totales Division M. Prof Metaf Anaf Telof LFp LFm LFa LFt
Control 1938 168 8,67 10t 15 10 42 60,12 8,93 5,95 25,00
4h 2400 140 5,83 76 22 11 31 54,28 15,71 7,86 22,14
8h 1962 152 7,75 66 24 12 50 43,42 15,80 7,89 32,89
24 h 2121 101 5,00 46 17 13 25 45,54 16,83 12,87 24,75
48 h 2213 113 5,11 60 15 13 25 53,10 13,27 11,50 22,12
72h 2414 134 5,55 55 31 15 33 41,04 23,13 11,19 24,63

Tabla XIV: Valores de .M. e LF. a diferentes tiempos de tratamiento, correspondientes al extracto hexanoico de Crataegus monogyna Jacq. sin parasitar (Dosis 250 mg).




FASES MITOTICAS INDICES DE FASE

TIEMPO Células Células
Trat. Totales Divisién IM. Prof Metaf | Anaf Telof LFp LFm IL.Fa LK

Control 2135 240 11,24 109 47 21 63 45 ,42 19,58 8,75 26,25
4h 2665 175 6,57 83 32 17 43 47,43 18,28 9,21 24,57

8h 2198 v 138 | 6,28 55 30 18 35 39,85 21,74 13,04 25,36

24 h 2064 , 124 6,00 56 25 14 29 45,16 20,16 11,29 23,38

[ 48 h 3273 143 4,37 53 35 20 35 37,06 24,47 13,98 24,47
72h 1999 929 4,95 37 15 11 36 37,37 15,15 11,11 36,36

Tabla XV: Valores de .M. e LF. a diferentes tiempos de tratamiento, correspondientes al extracto hexanoico de Crataegus monogyna Jacq. sin parasitar (Dosis 500 mg).




FASES MITOTICAS INDICES DE FASE

TIEMPO Células Células
Trat. Totales Divisién M. Prof Metaf | Anaf Telof LFp LFm 1.Fa LFt

Control 2535 237 9,34 103 48 22 64 43,46 20,25 9,28 27,00
4h 2175 195 8,96 86 30 25 54 44,10 15,38 12,82 27,69
8h 2989 ‘ 159 5,32 75 35 15 34 47,17 22,01 9,43 21,38
24 h 2721 111 4,08 31 27 18 35 31,53 24,32 16,21 31,53
- 48 h 2331 81 3,47 21 25 8 27 25,92 30,86 9,88 33,33
72h 3688 138 3,74 33 34 26 45 23,91 24,64 18,84 32,61

Tabla XVI: Valores de .M. e L.F. a diferentes tiempos de tratamiento, correspondientes a la fraccién terpénica de Crataegus monogyna parasitado (AH,) (Dosis 20 mg).



FASES MITOTICAS INDICES DE FASE

TIEMPO Células Células
Trat. Totales Divisién ILM. Prof Metaf | Anaf Telof LFp LFm LFa LF
Control 2334 244 10,45 97 58 21 68 39,75 23,77 8,61 27,87
4h 2330 140 6,01 54 31 14 41 38,57 22,14 10,00 29,28
8h 2572 162 6,30 57 40 21 44 35,18 24,69 12,96 27,16
24 h | 2686 106 3,95 44 18 13 31 41,51 16,98 12,26 29,24
_48h 2947 47 1,59 12 17 6 12 25,53 36,17 12,76 25,53
72 h 2992 62 2,07 24 15 13 20 38,71 24,19 4,84 32,25

1

Tabla XVII: Valores de I.M. e LF. a diferentes tiempos de tratamiento, correspondientes a la fraccién terpénica de Crataegns monogyna parasitado (AH,) (Dosis 40 mg).



FASES MITOTICAS INDICES DE FASE

TIEMPO Células Células
Trat. Totales Divisién M. Prof Metaf | Anaf Telof LFp LFm LFa LK
Control 2368 208 8,78 104 37 19 48 50,00 17,79 9,13 23,08
4h 2859 169 5,91 67 32 22 48 39,64 18,93 13,01 28,40
8h 3529 139 3,98 54 29 15 41 38,85 20,86 10,79 29,50
24 h 3307 127 3,84 40 27 15 45 31,50 21,26 11,81 35,43
: 48 h 3062 112 3,66 56 26 11 19 50,00 23,21 9,82 16,96
72 h .3 180 80 2,51 30 21 9 20 37,50 26,25 11,25 25,00

Tabla XVIII: Valores de .M. e LF. a diferentes tiempos de tratamiento, correspondientes a la fracci6n terpénica de Crataegus monogyna sin parasitar (BH;, (Dosis 20 mg).




FASES MITOTICAS INDICES DE FASE

TIEMPO Células Células
Trat. Totales Divisién ILM. Prof Metaf | Anaf Telof LFp LFm ILFa LF
Control 2355 205 8,70 118 36 12 39 57,56 17,56 5,85 19,02
4h 3176 176 5,54 93 35 10 38 52,84 19,89 5,68 21,59
8h 2595 95 3,66 41 27 8 19 43,16 28,42 8,42 20,00
24 h 4276 26 0,60 20 1 0 5 76,92 3,85 0,00 19,23
', 48h 2000 0 0,00 - -- - - 0,00 0,00 0,00 0,00
72h 2000 0 0,00 - - - -- 0,00 0,00 0,00 0,00

Tabla XIX: Valores de I.M. e I.F. a diferentes tiempos de tratamiento, correspondientes a la fraccién terpénica de Crataegus monogyna sin parasitar (BH;) (Dosis 40 mg).




Control 4h. 8h. 24h. 48h. 72h.

Viscum cruciatum (250 mg) 8,01 8,11 7,31 5,83 5,95 5,59
Viscum cruciatum (500 mg) 9,12 7,27 6,11 5,36 3,71 2,19
Crataegus monogyna paras. 7,61 7,39 3,31 4,32 3,94 4,61
(250 mg)
Crataegus monogyna paras. 12,4 5,89 6,06 4,12 2,72 4,70
(500 mg)
Crataegus monogyna sin 8,67 7,75 5,83 5,00 5,11 5,55

paras. (250 mg)

Crataegus monogyna sin 11,24 6,67 6,28 6,00 4,37 4,95
paras. (500 mg)
Fracci6n terpénica 9,34 8,96 5,32 4,08 3,47 3,74

C.monogyna paras. (20 mg)

Fraccién terpénica 10,45 6,01 6,30 3,95 1,59 2,07
C.monogyna paras. (40 mg)

Fracci6n terpénica 8,78 5,91 3,94 3,84 3,66 2,51

C.monogyna sin paras.
(20 mg)

Fracci6n terpénica 8,70 5,54 3,66 0,60 0,00 0,00

C.monogyna sin paras.
(40 mg)

Tabla XX: Valores de I.M., a diferentes tiempos de tratamiento y concentracién, correspondientes a los ensayos realizados.
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Fig. 18: Variacién del .M. con respecto al tiempo.
(Dosis: 250 mg).
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Fig. 19: Variacién del I.M. con respecto al tiempo
(Dosis: 500 mg)
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Fig. 20: Variacién de los indices mitéticos con respecto al tiempo, correspondientes a las
fracciones terpénicas de C. monogyna parasitado (AH2) y sin parasitar (BH3).



Fig. 21: Células meristemdticas de Allium cepa correspondientes a una

preparacién control.

Fig. 22: Células meristemdticas de Allium cepa a las 72h de tratamiento con

extracto hexanoico de Viscum cruciatum (H,), a la dosis de 500mg.



Fig. 23: Células meristemdticas de Allium cepa, a las 24h de tratamiento con la

fraccion terpénica de Crataegus monogyna sin parasitar (BH;) (40mg/100mL)



I11.3.2.1.d. Discusidén de resultados

Los extractos hexanoicos de las tres muestras estudiadas originan un descenso
de los I.M. a medida que se prolonga el tiempo de tratamiento, siendo éste mds

marcado en el caso de Viscum cruciatum Sieber.

Sin embargo, los resultados obtenidos con las fracciones terpénicas presentan
una mayor actividad con la muestra de Crataegus monogyna Jacq. sin parasitar,
produciéndose una inhibicién total del desarrollo del ciclo celular a partir de las 48h
de tratamiento. Esta accion puede ser atribuida a un mayor contenido en derivados

terpénicos en dicha muestra.
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'111.3.2.2.- ENSAYOQS EN CULTIVOS DE CELULAS ANIMALES.

(Linea celular HEp-2).

A menudo es necesario determinar la proporcion de células viables en una
poblacion, ya sea, como un paso para controlar la estandarizacion del cultivo antes
de ser usado, o para ensayar la respuesta de un cultivo ante una variable
experimental en la preparacion de un cultivo primario, o en el tratamiento siguiente

de una linea celular con una droga citotéxica o un anticuerpo. (Freshney, R. Ian,

1983).

I11.3.2.2.a.- Condiciones generales de la experiencia

- Cultivos utilizados. Preparaciéon de subcultivos

Ensayamos la actividad citostdtica frente a la linea celular: células HEp-2,
proporcionadas por el Departamento de Microbiologia de la Facultad de Medicina

de Sevilla.

Rutinariamente, las células se subcultivaron en frascos para cultivos de tejidos
(Greiner Labor-technik) de 75 cm® de superficie y 250 mL de capacidad en el medio
adecuado. Antes de la inoculacién, 24 h, tomamos los correspondientes frascos de
células que contenian una monocapa continua (generalmente se utilizaron cultivos de
3 dias de crecimiento) y eliminamos el medio metabolizado.
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Para dispersar las c€lulas se utiliz6 una solucién de tripsina-verseno (T-V)
previamente calentada a 37°C (para favorecer la accién enzimdtica de la tripsina),
lavamos la monocapa con 5 mL de dicha solucién con el fin de arrastrar las células
desprendidas y decantamos. Afiadimos nuevamente 5 mL de T-V que dejamos en
contacto con las células durante un minuto aproximadamente, hasta que comienza a
desprenderse la monocapa. Pasado este tiempo, retiramos el exceso de T-V y
llevamos el frasco a estufa a 36°C hasta observar el total desprendimiento de las

células.

A continuacién se afiaden 8 mL del medio de crecimiento "medio esencial
minimo de Eagle” (M.E.M.) y se dispersa la masa celular. Posteriormente
resuspendemos las células en 30 mL de M.E.M., y tomamos una pequefia muestra
para realizar un contaje y asi saber ¢l mimero de células para poder disponer del
nimero de frascos y cantidad de medio que sea necesario. Ajustamos dicha

suspensién celular a 100.000 cél./mL afiadiendo la cantidad necesaria de M.E.M.
Por tltimo, distribuimos las cé€lulas en frascos de 25 cm’ de superficie y 50
mL de capacidad, a razén de 5 mL por frasco, incubdndolos a 36°C durante 24 h

para la obtencién de una monocapa continua.

Las caracteristicas de la linea celular quedan recogidas en la tabla XXI.
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Células procedentes de carcinoma

epidermoide de laringe de un hombre

Establecida adulto, establecidas por A.E. Moore, L.
Sabachewsky y A.W. Toolan en 1952
(Cdncer Res. 15: 588, 1955).
Morfologia Epiteloide
N° modal de cromosomas 76(59-195)
Subcultivos cada 3 dias

Tiempo de tripsinizacion

0,2 %, aproximadamente 5 minutos

Medio

Medio esencial minimo de Eagle + suero
bovino fetal 5 % -+ solucién penicilina-
estreptomicina (5000 UI/mL-5000 pg/mL) 2

%.

Cambio de cultivo

Diarios a partir del tercer dia de la siembra.

T2 de incubacién

36°C

Tabla XXI: Caracteristicas de la linea celular HEp-2.




- Inoculacién de la muestras

Todas las muestras antes de ser inoculadas, se esterilizaron por filtracion a

través de una membrana Millipore de 0,22 pu.

Se inocul6 0,5 mL de 1a muestra a ensayar (tanto para las muestras problemas
como patrén) en cada frasco que contenia 5 mL del medio de crecimiento, dejando

siempre frascos controles.

Todas las muestras se incubaron a 36°C durante 72h.

- Determinacién de la concentracién de las proteinas celulares

Antes de la determinacion de las proteinas celulares, sometemos el cultivo a
un proceso de purificacién. Para ello, eliminamos el medio una vez transcurridas las
72 h de la inoculacion, afiadimos a cada frasco 5 mL de T-V y los llevamos a estufa

a 36°C durante 10 minutos.

Cuando las células se han desprendido le afiadimos 5 mL de M.E.M. y
centrifugamos 10 minutos a 200 r.p.m. Recogemos el precipitado y lo lavamos con
10 mL de P.B.S. (tampoén fosfato, pH 7,2) con el fin de eliminar los aminodcidos
que quedan en el medio. Centrifugamos durante 10 minutos. El precipitado se
resuspende nuevamente en 1 mL de P.B.S. y asf lo empleamos para hacer la
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determinacidn proteica.

Dicha determinacién se realizé por el método colorimétrico descrito por
BRADFORD (Bradford, 1976), basado en la observacion de que el colorante "azul
brillante de Coomasie” puede presentar coloracién roja o azul segin esté libre o
unido a proteinas, dando méximos de absorcién a 465 nm y 595 nm respectivamente

(Reisner y colbs. 1975).

El complejo protena-colorante tiene un alto coeficiente de extincién molar,
por lo que la técnica puede detectar ug de proteinas. La unién a la proteina se realiza
en un corto espacio de tiempo (2 min), y el color es estable durante 1h

aproximadamente.

El reactivo estd constituido por:

Azul brillante de Coomasie G-250.......... 100 mg
Alcohol etilico 95 %......coevenveiiiinnniin. 50 mL
Acido ortofosforico 85 %.................... 100 mL
Agua destilada C.S.p. ...ooevuiiiiiiiiinls 1000 mL

Una vez realizada la solucién, se filtra a vacio y se mantiene a temperatura
ambiente en frasco de vidrio topacio; en estas condiciones el reactivo es estable

durante dos semanas.
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La determinacién se realizé en tubos de vidrio de 10 mL, cada uno de los

cuales contenia;

Tubo n° I i o vl v vi |
Standar albdmina (uL) ) 20 40 60 70 ;
Tritén X-100 1% (uL) 10 10 10 10 10 10
Agua bidestilada (uL) 9% 70 50 30 | 20 85
Solucidn a valorar (uL) - - - - - 5
Reactivo (mL) 1 1 1 1 1 1

El standar de albiimina se prepar6 a una concentracién de 100 pg/mL por lo

que las cantidades de proteinas en cada tubo correspondian a:

 Tubom® | 1

pug de albimina 0

a comparar en cada

caso

Después de mezclar bien el contenido de todos los tubos, se dejan a

temperatura ambiente durante 3-5 minutos, y a continuacion medimos las

absorbancias a 595 nm en un espectrofotometro PERKIN ELMER, Lambda 3.
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Todas las determinaciones fueron dobles.

Con los valores obtenidos para las soluciones de albiimina, construimos una
recta patron, representando en ordenadas absorbancias, y en abcisas la cantidad de
proteinas en ug contenidas en cada tubo. La ecuacion de la recta resultante es:

y= 0,0638x-0,0021

La cantidad de proteinas de nuestras muestras, expresadas en pg, se calculan

a partir de esta ecuacion.

Los resultados se expresan en porcentajes de inhibicion del crecimiento

celular frente al control.
- Fijaci6n y tincién del cultivo celular

Se realiz6 para observar la morfologia caracteristica de las células cultivadas

y asf poder detectar la posible presencia de transformaciones.
Previamente a la fijacion del cultivo, decantamos el medio de crecimiento de
las células (una vez transcurrido el periodo de incubacién) y lavamos con la solucién

salina tamponada (P.B.S.) a 37°C.
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Fijamos con alcohol etilico al 70 %, durante 24 h, donde se mantienen hasta

el momento de hacer la tincién, que se llevé a cabo con Hematoxilina-Eosina.

Para ello, lavamos (2 veces) con agua y tratamos con Hematoxilina de Harris
(Difco) durante 3 minutos, y a continuacién con Carbonato de Litio unos minutos
mds (hasta que aparezca un cambio de coloracién de morado a azul). Volvemos a
lavar (2 6 3 veces mds) y mantenemos en agua durante 5 minutos. Decantamos
nuevamente, tratamos con Eosina (Difco) durante 20 segundos, se vuelve a decantar

y lavamos seguidamente con agua.

Las preparaciones, montadas en glicero-gelatina, se observaron Yy

fotografiaron con un equipo microfotografico Olympus BH.

II1.3.2.2.b - Muestras ensayadas

- Extractos hexanoicos (H,, H, y H;).

Las determinaciones de la actividad citostdtica se realizaron con los extractos
hexanoicos de las tres especies en estudio: Viscum cruciatum Sieber (H,), Cratacgus

monogyna Jacq. parasitado por Viscum cruciatum Sieber (H,) y Crataegus monogyna

Jacq. sin parasitar (H;), utilizando como patrén 6-Mercaptopurina.

Las dosis a ensayar se tomaron de acuerdo con los protocolos dados por el
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National Cancer Institute (N.C.1.) para este cultivo celular (Anon; 1962) (Geran y
colbs.; 1972) y fueron de 30 ug r.s./mL para los extractos hexanoicos y 0,5 pg/mL
para el patrén, que son las dosis recomendadas como DEg, para extractos vegetales

y 6-Mercaptopurina respectivamente (Anon; 1962).

- Fracciones terpénicas (CH,, AH, y BH,).

La dosis ensayada fue de 6 ug/mL para las tres fracciones en estudio: CH;
(aislada de Viscum cruciatum Sieber), AH, (aislada de Crataegus monogyna Jacq.
parasitado) y BH; (aislada de Crataegus monogyna Jacq. sin parasitar). Para facilitar
la disolucién de estos compuestos en agua, se afiadié Tween 80 en una proporcion
del 10%. Estas dosis fueron elegidas de acuerdo con los protocolos dados por el

N.C.I. como DEs, (Anon, 1962), para principios activos.

Estas soluciones fueron medidas frente a un control y a la solucién patrén de

6-mercaptopurina, a las dosis anteriormente indicada.

En todos los casos, una vez inoculados los frascos de cultivo con las
cantidades correspondientes para obtener las concentraciones anteriormente indicadas,

se incubaron a 36°C durante 72h.

A continuacidn, y previa purificacion, se procedi6 a la determinacion de las
proteinas celulares por el método colorimétrico d¢ BRADFORD, expuesto en el
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apartado I11.3.2.2.a.

111.3.2.2.c. Resultados

Los valores de absorbancia de las muestras, sus equivalentes en pg de
proteinas, y los porcentajes de inhibicién del crecimiento celular frente al control,

para cada una de las muestras ensayadas, se recogen en la Tabla XXII.

La figura 24 corresponde a la representacion grdfica de los porcentajes de
inhibicidn del crecimiento celular, de los extractos hexanoicos y fracciones terpénicas

estudiadas.

La figura 25, muestra un cultivo control de células HEp-2, y en las figuras
26 y 27 se observan estas células después del tratamiento con el extracto hexanoico

de Viscum cruciatum Sieber (H,), y la fraccion terpénica de Crataegus monogyna

Jacq. sin parasitar (BH;), respectivamente.
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Absorcion

Conc. Prot. (png)

% Inhibicién

(595 nm) celular
CONTROL 0,572 9,04 + 0,15 --

Ext®° Hexanoico 0,199 3,15 +£ 0,24 65,13

V. cruciatum (H,) Hokok
Ext® Hexanoico 0,220 3,48 + 0,27 61,50

C. monogyna paras.(H,) *xx
Ext® Hexanoico 0,243 3,85 + 0,33 57,43

C. monogyna sin paras.(H,, i
Fraccién terpénica 0,047 0,72 + 0,20 92,01

V. cruciatum (CH,) Kok
Fraccién terpénica 0,094 1,51 + 0,23 83,34

C. monogyna paras. (AH,) *kx
Fraccién terpénica 0,051 0,61 + 0,27 93,20

C. monogyna sin paras. (BH,) *kk
6-Mercaptopurina 0,141 4,26 + 0,083 52,85

*okk

Tabla XXII: Valores obtenidos en las pruebas realizadas sobre el cultivo celular HEp-2.

*p < 0,025

** p < 0,005

*** p < 0.001 n.s. no significativo.
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Fig. 24: Representacién grafica de los porcentajes de inhibicion del crecimiento celular,
de los extractos hexanoicos (H1, H2 y H3) y de las fracciones terpénicas (CH1, AH2 y BH3).



Fig. 26: Células HEp-2 tratadas con el extracto hexanoico de Viscum cruciatum

Sieber.



Fig. 27: Células HEp-2 tratadas con la fraccién terpénica correspondiente a

Crataegus monogyna Jacq. sin parasitar.



I11.3.2.2.d. Discusion de resultados

La actividad citostdtica obtenida con los distintos extractos hexanoicos frente
a cultivos de células animales es muy marcada con todas las muestras ensayadas,

siendo ligeramente superior en el caso de Viscum cruciatum Sieber.

Las fracciones terpénicas ensayadas muestran una mayor actividad en

Cratacgus monogyna sin parasitar (93,20%), siendo en todos los casos

significativamente mayor que el patrén utilizado, 6-mercaptopurina.

Los resultados obtenidos pueden estar justificados, ya que algunos autores han
demostrado con anterioridad la actividad citotdxica de triterpenos tipo ursano y

oleano frente a diferentes lfneas celulares (Kaneda, N. y colbs.; 1992).

El Acido Ursélico se ha mostrado especialmente activo frente a cultivos
celulares P-388 (Lee, K.-H. y colbs.; 1988) y el B-Sitosterol parece desempeiiar un
papel protector importante en la carcinogénesis alimentaria (Bezanguer-Beauquesne,

L.; 1982).
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- 1I1.3.3.ENSAYOS DE ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA.

El motivo que nos ha llevado a estudiar la accién antiinflamatoria de estas
especies, se debe principalmente al alto contenido en derivados triterpénicos,
compuestos ampliamente descritos en bibliograffa con esta actividad (aptdo. 11.1.4

y 11.2.2)).

Hemos optado por la realizacién de dos métodos de determinacién de la
actividad antiinflamatoria que son complementarios. Estos son: la técnica de
WINTER (Winter y cols.; 1962) descrita por COLOT (Colot, M.; 1972) que
cuantifica la inflamacién producida por una inyeccién subplantar de carragenina en
la pata de la rata, y la técnica de GRISWOLD (Griswold y cols.; 1987), que nos
permite determinar "in vivo" la migracién leucocitaria. Asi mismo, hemos

determinado "in vitro" la actividad de la Fosfolipasa A,.

I11.3.3.1.TECNICA DE WINTER. (Modelo experimental de inflamacion

aguda en pata de rata).

Se ha realizado esta técnica, ya que la utilizacion del pletismometro de
mercurio permite una rdpida y reproducible determinacién cuantitativa del
hinchamiento consecuente a la inyeccién subplantar de carragenina en la pata de la
rata.
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La carragenina es un mucopolisacdrido obtenido de Chondrus crispus, alga
marina del Mar de Irlanda (Almagro, C.B.; 1976), que no parece ser influenciada

ni por la cepa, sexo, ni peso del animal, y por tanto, es mds ficilmente reproducible

- el resultado.

La determinacién cuantitativa del edema de la pata de la rata se efectia
mediante un pletismometro de mercurio LENCE (Lence; 1962), especialmente
disefiado para medir el volumen de la pata. Se marca con tinta la pata de la rata a
nivel del maléolo lateral y a continuacion se sumerge en un recipiente lleno de
mercurio. El aumento del volumen que experimenta el mercurio se registra en una
escala. La medida se realiza inmediatamente después de la inyeccion plantar de
carragenina, y a las 3 y 5 horas posteriores a la misma. En cada caso se calcula el

porcentaje de inflamacion en relacién con el volumen inicial.

La carragenina produce una reaccién inflamatoria de tipo bifdsico (Cook, L.
y cols.; 1957), es decir, durante la primera hora trds su administracion se eleva
rdpidamente debido al trauma de la inyeccion (Di Rosa y cols.; 1971) (Doherty y
Robinson; 1975) y en muy alto grado el volumen de la pata, este efecto comienza
a decrecer a los 30 min. aproximadamente. Transcurrida dicha hora, se inicia la
segunda fase que se mantiene hasta las tres horas posteriores. Al principio de la
misma se observa un aumento suave del volumen, pero a los 30 min. tiene lugar un
incremento muy acelerado. Aparentemente la primera fase estd relacionada con la
liberacién de los mediadores de la inflamacién, histamina y serotonina. Por el

171



contrario la segunda parece deberse a la liberacion de quininas.

En estudios recientes se ha indicado que la fase de liberacion de histamina y
serotonina se prolonga durante toda la primera hora y es seguida, por un aumento
en la permeabilidad vascular relacionada con la liberacién de quininas, que se

mantiene hasta las tres horas.

Pero el efecto inflamatorio se mantiene hasta trascurridas 6 horas desde la
administracion, ya que la migracién de leucocitos al lugar de la inflamacién libera

una prostaglandina que colabora con la permanencia del edema.

I11.3.3.1.a. Condiciones generales de la experiencia.

Se han utilizado ratas de raza Wistar, machos y hembras, de peso medio
comprendido entre 150-200 g, las cuales fueron agrupadas en lotes de 6 y mantenidas

en ayunas 18 horas previas a la experiencia.

La inflamacién se provoca por la inyeccién de 0,1 mL de una suspension

acuosa de carragenina al 1% en la aponeurosis plantar de la pata derecha de la rata.

Una hora antes de la inyeccién del agente flogégeno, se procede a la

administracién de los extractos y principios aislados a ensayar, por via oral.
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Para facilitar la disolucion en solucion salina fisioldgica de los extractos y
principios ensayados insolubles en agua, se ha utilizado Tween 80 en una proporcion

no superior al 10 %.

Al lote control se le administr6 solucién salina fisioldgica (10 mL/Kg animal)

con Tween 80.

El antiinflamatorio seleccionado como patrén ha sido Indometacina,

administrada a una dosis de 25 mg/Kg animal.

I11.3.3.1.b. Muestras y dosis ensayadas.
- Extracto hexanoico de Viscum cruciatum (H;), de Crataegus monogyna
parasitado (H,) y de Crataegus monogyna sin parasitar (H,) a las dosis de 250 y 500

mg/Kg animal respectivamente.

- Fraccion terpénica aislada del extracto hexanoico de Crataegus monogyna

parasitado (AH,) a las dosis de 20 y 40 mg/Kg animal.

- Fraccifn terpénica aislada del extracto hexanoico de Crataegus monogyna

sin parasitar (BH,) a las dosis de 20 y 40 mg/Kg animal.
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II1.3.3.1.c. Resultados

La actividad antiinflamatoria es calculada en porcentajes de reduccion del

- edema de las ratas tratadas, referidas al lote control (Pifia y Armijo; 1978).

(Ic-T1i)x 100
% AAl =

(Ic - 100)
% AAI ------ % Actividad antiinflamatoria.
Ic --—---- Indice de inflamacion del lote control (valor medio).
i - Indice de inflamacién individual de cada rata.

Vt x 100
| R —
Vo

Vt - Volumen de la pata en el tiempo t (36 5 h).
Vo -------- Volumen inicial.

La significacién estadistica se ha realizado mediante el Test de Student.

Los resultados obtenidos son expresados en la Tabla XXIII y XXIV, figuras

28y 29.
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n.s. n.s.

Tndice Inflamacion % AAT DE,,
3h 5h 3h Sh 3h Sh
Control 142,98+3,52 150,32+3,94 - -
Indometacina 104,17+2.,85 110,86+3,13 90,30+6,62 78,41+6,22
Ext® Hex.(H,)
V.cruciatum
(125 mg) 134,204+-8,32 140,25+5,32 20,43+3,23 20,01+2,54
n.s. n.s.
(250 mg) 131,304+10,80 137,964+-10,13 28,75+2,42 27,65+1,76 |789,92+47,32 781,59+47,32
n.s. n.s.
(500 mg) 127,22+6,93 131,95+6,94 37,89+1,55 37,65+1,31
* *
Ext° Hex.(H,)
C.monogyna
paras.
(125 mg) 132,134+7,90 131,40+7,82 25,24+2,55 27,60+3,61
n.s. *
(250 mg) 129,70+1,41 127,74+1,95 29,97+3,24 44,86+3,80 |934,28+45,83 360,98452,87
n.s. *
(500 mg) 126,744+-6,61 133,88+1,18 37,79+1,54 32,67+2,34
* n.s.
Ext° Hex.(Hy)
C.monogyna sin
paras.
(125 mg) 137,00+-8,90 140,00+3,90 13,91+3,07 20,51+1,35
n.s. n.s.
(250 mg) 135,88+5,18 139,82+2,83 17,37+1,16 20,85+5,63 |931,34+56,67 808,81+53,57
n.s. n.s.
(500 mg) 132,51+6,10 143,67+5,09 25,514+1,36 16,39+0,81

Tabla XXIII: Actividad antiinflamatoria (A.A.L) de los extractos hexanoicos de V. cruciatum (H;), C. monogyna

parasitado (H,) y C. monogyna sin parasitar (H;).

*+% p< 0,001 ** p< 0,01 * p< 0,05 n.s. p< 0,10




Indice Inflamacién % A.A.l DE;,
3h 5h 3h 5h 3h 5h

Control 142,98+3,52 150,32+3,94 - -
Indometacina { 104,17+2,85 110,86+3,13 [ 90,30+6,62 78,41+6,22

(25 mg) *kk *okk
F. Terpénica

AH2
(10 mg) 129,32+1,32 133,40+2,14 | 31,78+2,35 33,62+1,57
n.s. *
(20 mg) 127,97+1,97 132,144+1,19 | 34,914+4,59 38,124+1,94 145,51+4,32 101,1943,57
n.s. Ak
(40 mg) 125,05+6,58 130,06+6,19 | 44.45+1,34 40,27+1,23
*k ok
F. Terpénica
BH,
(10 mg) 125,32+8,13 135,42+7,20 | 41,09+1,33 29,61+3,21
* n.s.
(20 mg) 122,64+7,76 131,87+12,8 | 47,33+1,80 38,01+2,51 124,45+4,40 35,10+4,40
* n.s.
(40 mg) 116,56+3,72 123,90+6,91 | 61,45+0,86 54,00+1,42
* ok

Tabla XXIV: Actividad antiinflamatoria (A.A.L.) de las fracciones terpénicas de C. monogyna parasitado (AH,) y sin
parasitar (BH;)

#%% p< 0,001 ** p< 0,01 * p< 0,05 n.s. p< 0,10
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Fig. 28: % Inhibicién del edema a las 3 y §5h correspondientes a los extractos hexanoicos
de V. cruciatum (H1), C. monogyna paras. (H2) y sin parasitar (H3)
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Fig. 29: % Inhibicién del edema a las 3 y 5h correspondiente a las fracciones terpénicas

~de C. monogyna parasitado (AH2) y sin parasitar (BH3).




I11.3.3.1.d. Discusion de resultados

Los extractos hexanoicos ensayados(H,, H, y H,) muestran una cierta
actividad antiinflamatoria, siendo ésta mds acusada en el caso de Crataegus
monogyna Jacq. parasitado donde el valor de DEs, a las 5 h de tratamiento es de

360,98 +52,87.

Los resultados obtenidos con las fracciones terpénicas de Crataegus monogyna
muestran una mayor actividad antiinflamatoria que los extractos de procedencia,
siendo el correspondiente a Crataegus monogyna sin parasitar el que alcanza una

mayor inhibicién (61,47%) a las 3h y a la dosis mds alta ensayada.

Con las fracciones terpénicas, los resultados obtenidos muestran que la accién
antiinflamatoria disminuye ligeramente a las 5h, mientras que los extractos ensayados

no siguen este comportamiento.

Segun los resultados obtenidos las fracciones terpénicas podrian ejercer en
parte su accién sobre la 22 fase de la inflamacion aguda. Esta es inducida por la
liberacién de mediadores como prostaglandinas, proteasas, bradiquininas y enzimas
lisosomales (Vinegar y colbs.; 1987), con lo cual el mecanismo de accién de estas
fracciones pudiera estar relacionado con la inhibici6n en la liberacién de algunos de

estos mediadores.
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1.3.3.2. TECNICA DE GRISWOLD. (Peritonitis por carragenina en

ratones).

Este ensayo nos permite determinar "in vivo" la inhibicién de las actividades
ciclooxigenasa o lipooxigenasa, asf como la migracién leucocitaria. Nosotros sélo
hemos determinado la migracidn leucocitaria para completar los resultados obtenidos
con la técnica anterior. Hemos preferido aplicarla a los productos puros aislados
(fraccién terpénica aislada) ya que nos dieron resultados mds satisfactorios que los

extractos hexanoicos ensayados.

Es una técnica que proporciona elevada informacién y que al utilizar ratones,

requiere menos cantidad del producto en estudio, que las que se emplean en ratas.

I11.3.3.2.a. Condiciones generales de la experiencia.

Se comienza con la administracion, generalmente via oral, de los productos
en estudio, o su vehiculo, a ratones raza Swiss, en grupos de 6 animales. Después
de 1 hora se les inyecta intraperitonealmente 0,25 mL de carragenina al 0,75 % en

suero fisioldgico y 4 horas m4s tarde se sacrifican los animales.

Se les inyecta en la cavidad peritoneal 2 ml de P.B.S. sin calcio ni magnesio,
y después de un masaje, se recogen los fluidos peritoneales con una jeringa
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determindndose el mimero de leucocitos presentes en una cdmara de Neubauer. Se
procede también a hacer un recuento de neutrdfilos en preparaciones tefiidas mediante
tincion de Giemsa y May Griinwald-Giemsa al microscopio dptico. Se centrifuga el

exudado a 3000 r.p.m. durante §-10 min., recogiéndose el sobrenadante.

El "pellet" de células se resuspende en un pequeiio volumen de P.B.S. (1 ml).
Los eritrocitos contaminantes se lisan mezclando la suspension celular con 9
volimenes de solucion isoténica de cloruro sédico (0,2 %). Las células se separan
de los eritrocitos lisados por centrifugacién y el "pellet” resultante se resuspende de

nuevo en P.B.S.

I11.3.3.2.b.Muestras y dosis ensayadas,
- Fraccion terpénica aislada del extracto hexanoico de Cratacgus monogyna
Jacq. parasitado por Viscum cruciatum Sieber (AH,) a las dosis de 10, 20 y 40 mg

de principio /Kg animal.

- Fraccion terpénica aislada del extracto hexanoico de Cratacgus monogyna

Jacq. sin parasitar (BH;) a las dosis de 10, 20 y 40 mg de principio /Kg animal.

Se han utilizado dos patrones, un antiinflamatorio no esteroideo y un

glucocorticoide:
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- Indometacina, a una dosis de 10 mg /Kg animal.

- Prednisolona, a una dosis de 10 mg /Kg animal.

Al lote control se le administré 10 ml de solucién salina fisioldgica/ Kg de

animal con Tween 80.

I11.3.3.2.c. Resultados

Los resultados obtenidos del recuento de leucocitos totales, % de inhibicién

en la migracién leucocitaria, DE;,, el mimero de neutréfilos y % de cambio

observado en los neutrdfilos, se expresan en la tabla XXV.

La figura 30 muestra el % de inhibicién leucocitaria en el drea inflamada.

La significacion estadistica se ha realizado mediante el Test de Student.
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N°leucoc./ml x %Inhib. DE;, Neutrof./ml | % cambio
10° Leucocitaria x10° neutréfilo
CONTROL 0,25+0,45 - 2,57+0,14 -
Indometacina (10mg) 2,81+0,24 33,89 0,97+0,07 -62,26
ES dkk
Prednisolona (10mg) 0,78+0,15 81,65 0,06+0,01 -97,56
Hxsk skdesk
Fraccion terpénica
C. monogyna paras.
(AH,)
(10mg) 2,63+0,03 38,11 0,71+0,03 -72,37
* seskesi
(20mg) 1,96+0,01 53,58 17,52+3,41 0,22+0,04 -91,53
Kk ke
(40mg) 0,32+0,05 92,97 0,174+0,02 -93,38
sk sedksk
Fraccién terpénica
C. mopogyna sin
paras.(BH;)
(10mg) 2,47+0,17 41,49 0,65+0,07 74,49
*x% okk
(20mg) 1,50+0,09 64,70 14,61 43,20 0,25+0,04 -90,16
ek sk
(40mg) 0,45+0,05 89,41 0,11+0,007 -95,81
ek sekeok

Tabla XV: Efecto de las fracciones terpénicas de C. monogyna parasitado (AH,) y sin parasitar (BH;), sobre la
migracién leucocitaria en los exudados intraperitoneales.

% p<0,001
** p<0,005
* p<0,05

n.s. p<0,1
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I11.3.3.2.d. Discusién de resultados

Las fracciones terpénicas de Crataegus monogyna parasitado y sin parasitar
(AH, y BH3;) son capaces de inhibir el acimulo de leucocitos totales y neutréfilos en

el lugar de la inflamacién, de una manera dosis dependiente.

De las dos fracciones ensayadas, la correspondiente a Crataegus monogyna
sin parasitar (DEsy= 14,61+3,20 mg) se muestra algo mds activa como inhibidores
de la infiltracion leucocitaria que la del parasitado (DEs,= 17,52+3,41 mg). Ambas
fracciones alcanzan valores de % inhibicion de leucocitos totales superiores a los
obtenidos con la Indometacina a la misma dosis (10 mg/Kg animal). Sin embargo,
sdlo se alcanzan valores comparables con el patrén Prednisolona (10 mg/Kg animal),

si aumentamos la dosis hasta 40 mg con nuestras muestras.
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II.3.3.3. ENSAYO "IN VITRO" DE ACTIVIDAD FOSFOLIPASA A

La fosfolipasa A, (PLA,) es una enzima que cataliza especificamente la
hidrolisis del éster en la segunda posicién de un fosfolipido, para producir un
lisofosfolfpido y un dcido graso libre, el d4cido araquidonico (AA). La liberacion de

este 4cido aporta el sustrato necesario para la biosintesis de eicosanoides.

La activacién de la PLA, puede mediar una gran variedad de reacciones
fisiopatolégicas, bien a través de una accién directa o bien mediante la
transformacion subsiguiente de sus productos (Lisofosfolipido y AA) en potentes
sustancias bioldgicamente activas como prostaglandinas, leucotriencos y factor

activador de plaquetas.

Todas estas sustancias juegan un papel clave en el desarrollo del proceso
inflamatorio, de ah{ el interés que tiene el encontrar inhibidores de la PLA, capaces
de interferir en la primera etapa de la sintesis de todos estos mediadores, pero con

menores efectos secundarios que los corticosteroides antiinflamatorios.

III.3.3.3.a. Condiciones generales de la experiencia

- Incorporacién del dcido oleico a las membranas celulares.

El dcido oleico tritiado se incorpora a las membranas celulares de un cultivo
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de Escherichia coli. La liberacién del *H-dcido oleico desde las membranas
bacterianas produce una emisién 8 que se mide en un contador de centelleo liquido
refrigerado (Wallac 1410), que nos permitird calcular la inhibici6n sobre la actividad

fosfolipasa producida por los productos ensayados.

Para obtener el cultivo de E. coli metabolicamente activo, se afiade 60 ml de

medio de cultivo (bactotriptona 10 g/, extracto de levadura 5 g/1, NaCl 5 g/l y 7,8
g/l de NaH,P0O,.2H,0 pH=5,0-5,5) a 15ul de una suspensiéon madre de E.coli
CECT-101 (conservadas previamente en glicerol al 20% en congelador). Se incuban
a 37°C durante 10 h. y posteriormente se mide la densidad 6ptica a 550 nm y cuando
esta se encuentre en el rango 0,25-0,30, estard disponible para la obtencién de

membranas.

- Obtencion de membranas.

Partimos de 0,5 ml de E. coli metabélicamente activo y se afiaden 9,5 ml de
medio de cultivo, asi como 10 ul de *H-dcido oleico (con una actividad de partida
de 1 mCi/0,2 ml), de forma que se introduzcan 50 mCi de *H-dcido oleico por cada

10 ml de medio.

El cultivo se mantiene de 6-8 h. a 37°C con oxigenacién, y cuando se alcanza
una densidad 6ptica a 550 nm entre 0,8-1,0, se detiene el crecimiento mediante
centrifugacién (1500 g/4°C/10 min.). Se deshecha el sobrenadante y lavamos el

187



"pellet” con un volumen igual de tampén de lavado (0,7 M Tris-HCI, 10 mM CaCl,,
0,1% albumina sérica bovina (B.S.A.), 0,2% azida sédica, pH=8,0). Se centrifuga
de nuevo y se resuspende el "pellet" resultante en un volumen igual al de partida con
suero fisioldgico (NaCl 0,9%). Se autoclavan las membranas durante 30 min. a
mdxima temperatura y presién, y una vez enfriadas, se afiade azida sédica en una

concentracion final del 0,2%.

- Célculo de la incorporacion de *H-dcido oleico.

Trabajamos con minicolumnas Bond Elut-NH, de intercambio i6nico, que nos

permiten separar la radioactividad incorporada a las membranas en tres fracciones:

1™. Lo que no se retiene en la columna y sale en la primera fraccion:
Triglicéridos.
2% Lo que sale en la seguna fraccién: Acidos Grasos.

3™. La dltima fraccién: Fosfolipidos.

Las minicolumnas se acondicionan haciéndoles pasar a través de ellas 0,5 ml
de una solucién de Tetrahidrofurano (THF) y posteriormente 0,5 ml de THF.H,0O
(19:1). Una vez las columnas separadas, se hace pasar a través de ellas 1,5 ml de la
suspension de membranas en THF (100 ml suspensién de membranas + 1,4 ml de
THF), recogiéndose la primera fraccién (TG,). Para eluir las siguientes fracciones
en orden creciente de polaridad, utilizamos una solucién de THF: AcOH (49:1) y
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MeOH:NH,OH 0,91% (19:1), respectivamente.

A las tres fracciones recogidas se adiciona 2 ml de liquido de centelleo y se
procede al contaje de la emision B del tritio en el contador de centelleo. La
incorporacion de *H-dcido oleico como fosfolipido debe ser superior al 95%.

- Determinacion de la actividad PLA,.

El método utilizado se ajusta al descrito por Gil y colbs. en 1994.

En la experiencia se trabaja con cuatro series de tubos:

* T (cuentas totales): Contienen tnicamente membranas y tampon. No se

centrifugan, pero serdn agitados antes de retirar el sobrenadante.

* B (Tampén o blanco): Contienen membranas y tampon. Se centrifugan y

no se agitan antes de retirar el sobrenadante.

* E (enzima): Contienen membranas, tamp6n y enzima. Se centrifugan y no

son agitadas antes de retirar el sobrenadante.

* C (compuestos a ensayar): Contienen membranas, tampon, compuesto a
ensayar y enzima. Se centrifugan y no se agitan antes de retirar €l sobrenadante.
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El protocolo a seguir ha sido:

Se preincuban durante 5 min. a 37°C los productos a ensayar (2,5 ul) con 250
pl de tampon (0,1 M Tris-HCI1, 1 mM CaCl,, 0,2% azida sédica, pH= 7,5) y 10 ul

de fosfolipasa A,.

Posteriormente se adicionan 10ul de membranas y se incuban los tubos 15
min. a 37°C. A continuacion, se adicionan a todos los tubos 100ul del tampdn

anterior que contiene 0,25% de albimina sérica bovina.

Se centrifugan todos los tubos a 3000 r.p.m./4°C/10 min., excepto aquellos
que nos proporcionaran las cuentas totales (T). Se decantan los sobrenadantes en

tubos de centelleo, se afiaden 2 ml de liquido de centelleo y se lee en contador 8.

I11.3.3.3.b. Dosis ensayadas y enzimas utilizadas.

Para este ensayo se han utilizado dos tipos de PLA, secretoras: PLA, de
veneno de serpiente Naja naja y PLA, de veneno de abeja, con el fin de evaluar la

especificidad de los productos en estudio.

La dosis de la fraccién terpénica de Crataegus monogyna sin parasitar (BH;)
ensayada ha sido 10? M, dosis considerada como la mdxima para que un compuesto
pueda empezar a considerarse activo.
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Como patrén se utilizé la Mepacrina a una dosis de 10°M.

I11.3.3.3.c. Resultados

El porcentaje de inhibicion de la PLA; se calcula con la ecuacion:

%Inhibicion= 100-(100x cpm (C-B/E-B))

Siendo C las cuentas por minuto de las fracciones a ensayar, B la de los

blancos y E las del enzima.

Los resultados obtenidos fueron:

Enzima Compuesto % Inhibicién
PLA, Naja naja BH, (102M) 34,12 + 2,4
Mepacrina (10°M) 68,11 + 3,17

PLA, abeja BH, (10°M) 12,35 + 1,12

Mepacrina (10°M)

65,38 + 2,97
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11.3.3.3.d. Discusi6n de resultados

La fraccion terpénica estudiada (BH;) produjo sobre la PLA, de veneno de
abeja un ligero efecto inhibitorio, mientras que la inhibicién producida frente a la
PLA,; de veneno de serpiente Naja naja ha sido de 34,12 %, siendo este resultado algo

mds significativo frente al patrén utilizado, Mepacrina.

Estos resultados nos permiten deducir que la accion antiinflamatoria de esta

fraccién no puede ser atribuida tinicamente a la inhibicién de la actividad de 1a PLA,,

sino que posiblemente haya otros mecanismos implicados.

192



IV. CONCLUSIONES



1. En el estudio fitoquimico realizado con las tres muestras en estudio se han
identiticado: ACIDO URSOLICO, B-SITOSTEROL y una fraccién
terpénica constituida por compuestos de esta naturaleza y alcoholes

alifaticos. El ACETATO DE $-AMIRINA sé6lo fue puesto de manifiesto

en Viscum cruciatum Sieber.

2. La fraccion terpénica estd constituida por ALCOHOLES ALIFATICOS de
18 a 30 dtomos de carbono y los triterpenos: BUTIROESPERMOL, 24-
METILEN—24—DIHIDROLANOSTEROL y CICLOARTENOL. La 8-
AMIRINA sd6lo fue identificada en las muestras correspondientes a Viscum
cruciatum Sieber y Crataegus monogyna Jacq. parasitado, sin embargo no

ha sido detectada en Crataegus monogyna Jacq. sin parasitar, por lo

que se podria pensar en la posibilidad de que dicho compuesto sea cedido

o sintetizado a través del pardsito.

3. El contenido en ACIDO URSOLICO es mayor (0,19%) en Viscum
cruciatum Sieber, disminuyendo hasta 0,05% en Crataegus monogyna
Jacq. parasitado y haciendose aiin menor en Crataegus monogyna Jacq. sin

parasitar (0,025%).

4. La fraccion terpénica, mds abundante en Crataegus monogyna Jacq. sin
parasitar (0,14%), disminuye cuando esta especie estd parasitada por
Viscum cruciatum Sieber (0,09 %) y s6lo se obtiene en estado de trazas en
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el caso del pardsito.

5. Los compuestos mayoritarios de dicha fraccion son: el CICLOARTENOL

en Crataegus monogyna Jacq. y los alcoholes alifdticos en Viscum

cruciatum Sieber.

6. Los ensayos de actividad citostdtica frente a cultivos de células animales
y vegetales muestran a Crataegus monogyna Jacq. como especie
potencialmente citostdtica y confirman dicha actividad en Viscum

cruciatum Sieber.

7. Las fracciones terpénicas de Crataegus monogyna parasitado (AH,) y sin
parasitar (BH;) se muestran como potenciales agentes antiinflamatorios,
reduciendo muy significativamente el acimulo de leucocitos y neutréfilos
en el drea inflamada, de forma dosis-dependiente, en un rango superior
a la Indometacina y comparable al patrén Prednisolona. Asi mismo, la
fraccion terpénica correspondiente a Crataegus monogyna sin parasitar
(BH,) fue capaz de inhibir, a la dosis de 102 M, moderadamente la PLA,

secretora de veneno de serpiente Naja naja.

8. Como resultado del estudio de los extractos hexanoicos, podemos concluir

que, el pardsito Viscum cruciatum Sieber no ejerce una influencia

significativa sobre el hospedador Crataegus monogyna Jacq., produciendo

solo ligeras variaciones fitoquimicas y farmacoldgicas.
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